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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

RASEMİK 1-FENİLETANOLÜN BİYOKATALİTİK DERASEMİZASYONU İLE 

ENANTİYOMERİK SAFLIKTA 1-FENİLETANOL ÜRETİMİ 

 

Pınar AK 

Ankara Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Kimya Mühendisliği Anabilim Dalı 

 

Danışman: Prof. Dr. Ülkü MEHMETOĞLU 

 

Enantiyomerik saflıktaki kiral bileşikler özellikle ilaç sanayinde farmakolojik ürünlerin girdi maddesidir. 

Biyoloji, biyokimya ve tıptaki gelişmeler, kiral bileşiğin sadece bir enantiyomerinin aktif olduğunu 

göstermiştir. 1-feniletanol de kiral bir sekonder alkoldür. (R)-1-feniletanol oftalmik (gözle ilgili) 

koruyucu, kolestrol inhibitörü, solvatokromik boya olarak kullanılırken, (S)-1-feniletanol alzheimer 

ilaçlarının yapımında kullanılan bir öncü maddedir. 

 

Bu çalışmada derasemizasyon yöntemi ile enantiyomerik saflıkta (S)-1-feniletanol üretimi incelenmiştir. 

Rac-1-feniletanolün derasemizasyonu, arda arda enantiyoseçimli yükseltgenme ve stereoseçimli 

indirgenme tepkimeleri ile gerçekleştirilmiştir. Her iki adım için farklı seçimliliğe sahip tüm hücre 

biyokatalizörleri kullanılmıştır. Birinci adımda R-seçimli Lactobacillus kefir NRRL B-183; (R)-1-

feniletanolün asetofenona yükseltgenme tepkimesini katalizlemektedir. İkinci adımda S-seçimli 

Rhodotorula glutinis DSM 70398; asetofenonun (S)-1-feniletanole indirgeme tepkimesini 

katalizlemektedir. Tepkimeler 250ml’lik kesikli biyoreaktörlerde 10ml çalışma hacminde, sıcaklık ve 

karıştırma hızı kontrol edilen çalkalayıcılarda yapılmıştır. Organik ve sulu fazlar ayrıldıktan sonra, ürünler 

ve girdi yüksek basınçlı sıvı kromatografi (HPLC) ile analiz edilmiştir.  

 

İlk olarak R-seçimli ADH enzim aktivitesine sahip Lactobacillus kefir kullanılarak yükseltgenme tepkimesi 

incelenmiştir. Yükseltgenme tepkimesinde; hücre üreme ortamı, pH, tepkime süresi, hücre derişimi 

parametrelerinin etkisi incelenmiştir. Lactobacillus kefir biyokatalizörlüğünde optimum koşullar Cso= 5 

mM, pH= 8, T= 30°C,  C L.kefir = 200 g/L, t= 24 h olarak belirlenmiş ve bu koşullarda % 100 enantiyomerik 

aşırılık (e.e) ve % 50 dönüşüm elde edilmiştir. İlk basamağın ardından S-seçimli ADH enzim aktivitesine 

sahip Rhodotorula glutunis kullanılarak ardışık tepkimenin ikinci basamağı olan indirgenme tepkimesi 

incelenmiştir. İndirgenme tepkimesinde; tepkime süresi, kosubstrat seçimi, kosubstrat miktarı, hücre 

derişimi parametrelerinin etkisi incelenmiştir. Rhodotorula glutinis biyokatalizörlüğünde optimum koşullar 

Cso= 5mM, pH = 8, T= 30 °C, CR.glutinis = 150 g/L , Ckosubstrat = 30 g/L, t= 24 h olarak belirlenmiş ve bu 

koşullarda % 100 enantiyomerik aşırılık ve % 98 dönüşüm elde edilmiştir. Daha sonra her iki tepkime 

adımı için belirlenen optimum koşullarda rasemik 1-feniletanolün derasemizasyon tepkimesi 

gerçekleştirilmiştir. Derasemizasyon tepkimesinde; tepkime süresi, L. kefir  hücre derişimi, karıştırma hızı, 

substrat derişimi parametrelerinin etkisi incelenmiştir. Ters seçimliliğe sahip iki farklı mikroorganizma ile 

gerçekleştirilen derasemizasyon tepkimesi sonucunda Cso= 5mM, pH= 8, T= 30 °C, CL.kefir = 60 g/L, 

CR.glutinis = 150 g/L, Ckosubstrat= 30 g/L, KH= 250 rpm  ve t= 24 h olarak belirlenmiştir. Bu koşullarda % 91 

enantiyomerik aşırılık ve % 90 (S)-1-feniletanol elde edilmiştir.   

 

 

Ekim 2013, 92 sayfa 

 

Anahtar Kelimeler: Derasemizasyon, enantiyoseçimli, 1-feniletanol, enantiyomer 
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ABSTRACT 

 

Master Thesis 

 

PRODUCTİON OF ENANTİOMERİCALLY PURE 1-PHENYLETHANOL WİTH BİOCATALYTİC  

DERACEMİZATİON OF RACEMİC 1-PHENYLETHANOL 

 

Pınar AK 

 

Ankara University 

Graduate School of Natural and Aplied Sciences 

Department of Chemical Engineering 

 

Supervisor: Prof.Dr.Ülkü MEHMETOĞLU 

 

 

Enantiomerically pure  chiral compounds are input agent of products in the pharmaceutical industry. 

Advances  in  biology, biochemistry and medicine  showed that only one enantiomer of a chiral 

compound is biologically active. 1-phenyl ethanol is a chiral secondary alcohol. (R)-1-phenyl ethanol is 

used ophthalmic (ocular) protective, cholesterol inhibitor, solvatokromik dye; (S)-1-phenyl ethanol is 

used in making a precursor of alzheimer's drugs.  

 

İn this study, (S)-1-phenyl ethanol production has been investigated using deracemization method. 

Deracemization of racemic 1-phenylethanol has been realized via concurrent enantioselective oxidation 

and stereoselective reduction. For both steps, the whole cell biocatalysts which have different selectivity 

were used. In a first step, (R)-1-phenyl ethanol   was oxidized to the acetophenone via R- selective 

Lactobacillus kefir NRRL B-183. In a second step, acetophenone was reduced to the (S)-1-phenyl ethanol 

via S-selective Rhodotorula glutinis DSM 70398.  Experiments were performed in a 250 ml batch 

bioreactor using  the temperature and mixing speed controlled orbital shaker.  The products and substrat 

have been analyzed at high pressure liquid chromatography (HPLC).  

 

Firstly, oxidation reaction was investigated via (R)-selective L. kefir as an alcohol dehydroganase (ADH) 

source. At the oxidation reaction, the effects of cell growth medium, pH, reaction time and cell 

concentration on the enantiomeric excess and conversion were examined.  Optimum conditions were 

determined as Cso = 5mM, pH= 8, T= 30 °C, CL.kefir = 200 g/L, t=24 h. 100 % enantiomeric excess (e.e) 

and 50 % conversion was obtained at this conditions. After the first step; reduction reaction was 

investigated via (S)-selective R. glutinis as an alcohol dehydroganase (ADH) source. At the reduction 

reaction, the effects of reaction time, co-substrate type and concentration, cell concentration on the 

enantiomeric excess and conversion were   examined.  100 % enantiomeric excess  and  98 % conversion 

were obtained at conditions of Cso = 5 mM, pH= 8, T= 30 °C, CR.glutinis = 150 g/L, Cco-substrate = 30 g/L, 

t=24 h. After that, under these optimum conditions the deracemization reaction of racemic 1-phenyl 

ethanol was realized in one-pot. İn the deracemization reaction, the effects of  reaction time, L. kefir cell 

concentration, stirring rate and  substrate concentration on the  enantiomeric excess  and relative amount 

% of (S)-1- phenyl ethanol were investigated. Optimum conditions determined as Cso = 5mM, pH= 8, 

T=30 °C, CL.kefir = 60 g/L, CR.glutinis = 150 g/L, Ccosubstrate= 30 g/L, KH= 250 rpm , t=24 h.  91 % 

enantiomeric excess and 90 % (S)-1- phenyl ethanol were obtained at these conditions.  
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SİMGELER VE KISALTMALAR DİZİNİ 

 

Cg  Glikoz derişimi, mM 

CL.kefir  Lactobacillus kefir hücre derişimi, g/L 

CR.glutinis Rhodotorula glutinis hücre derişimi, g/L 

CR-1-FE  (R)-1-feniletanol derişimi, mM 

CS-1-FE  (S)-1-feniletanol derişimi, mM 

Cso  Substrat derişimi, mM 

e.e  Enantiyomerik aşırılık 

rac-  Rasemik  

R  R konfigürasyonlu enantiyomer 

S  S konfigürasyonlu enantiyomer 

sc  Süperkritik 

t  Zaman, h 

X  Dönüşüm 

 

ADH  Alkol dehidrojenaz 

HPLC  Yüksek basınç sıvı kromatografisi 

KH  Karıştırma Hızı, rpm 

L.kefir  Lactobacillus kefir 

NAD  Nikotinamid adenin dinükleotid 

NADH  İndirgenmiş nikotinamid adenin dinükleotid 

NADP  Nikotinamid adenin dinükleotit fosfat 

NADPH İndirgenmiş nikotinamid adenin dinükleotit fosfat 

MTBE  ter-bütil metil eter 

R-alkol (R)-1-feniletanol 

R.glutinis Rhodotorula glutinis 

S-alkol  (S)-1-feniletanol 

 

  

 

 

 

 

 

 

 



vii 
 

ŞEKİLLER DİZİNİ 

 

 

Şekil 2.1  Biyotransformasyon ........................................................................................ 2 

Şekil 2.2  Nikotinamid adenin dinükleotid (NAD
+
) kofaktör rejenerasyonu .................. 6 

Şekil 2.3  Yükseltgenme tepkimesin kofaktör rejenerasyonu ......................................... 7 

Şekil 2.4  İndirgenme tepkimesi kofaktör rejenerasyonu ................................................ 8 

Şekil 2.5  Kiral molekülde stereojenik merkez ............................................................. 11 

Şekil 2.6  Klordiflorometanın ayna görüntüleri ............................................................ 11 

Şekil 2.7  İzomerlerin sınıflandırılması ......................................................................... 12 

Şekil 2.8  Kiral bir nesne (el) ve ayna görüntüsü .......................................................... 12 

Şekil 2.9  Enantiyomerlerin R ve S konfigürasyonları .................................................. 14 

Şekil 2.10  Talidomid ...................................................................................................... 15 

Şekil 2.11  Talidomid kullanımının verdiği zarar ........................................................... 16 

Şekil 2.12  Enantiyomerik olarak saf bileşiklerin elde edilmesi ..................................... 17 

Şekil 2.13  Rasematların rezolüsyonu ............................................................................. 19 

Şekil 2.14  Katalitik kinetik rezolüsyon .......................................................................... 20 

Şekil 2.15  Sekonder bir alkolün stereoinversiyon ile derasemizasyonu ........................ 23 

Şekil 2.16  R- ve S- alkollerin molekül yapıları .............................................................. 24 

Şekil 3.1  rac-1-feniletanolün stereoinversiyonu ........................................................... 27 

Şekil 3.2  rac-1-feniletanolün zamanla stereoinversiyonu ............................................ 27 

Şekil 3.3  rac-1-feniletanolün önceden çoğaltılmış tutuklanmış G. candidum   

                biyokatalizörlüğünde hekzanda ve katkı maddesi olarak siklohekzanon     

                eşliğinde  yükseltgenme tepkimesinin mekanizması .................................... 30 

Şekil 3.4  rac-2-dekanolün derasemizasyonu ................................................................ 34 

Şekil 3.5  Rhodococcus ruber DSM 44541 biyokatalizörlüğünde yükseltgenme  

                basamağından sonra buharlaştırma uygulanması .......................................... 36     

Şekil 3.6  rac-1-feniletanolün M. oxydans ve Rhodotorula sp. biyokatalizörlüğünde  

               derasemizasyonu ........................................................................................... 37 

Şekil 3.7  (R)-1-feniletanolün zamanla stereoinversiyonu ............................................ 38 

Şekil 3.8  rac-1-feniletanolün zamanla stereoinversiyonu ............................................ 39 

Şekil 4.1  Mikroorganizma ekimi .................................................................................. 43 

Şekil 4.2  rac-1-feniletanolün derasemizasyon tepkimesi ............................................. 45 

Şekil 4.3  Yükseltgenme, indirgenme ve derasemizasyon tepkimelerinde izlenen  

                adımlar   ......................................................................................................... 46  

Şekil 4.4  Yükseltgenme tepkimesi biyotransformasyon ortamı ................................... 47 

Şekil 4.5  İndirgenme tepkimesi biyotransformasyon ortamı ....................................... 48 

Şekil 4.6  Derasemizasyon tepkimesi biyotransformasyon ortamı ............................... 49 

Şekil 4.7  Deneysel çalışma adımları ............................................................................ 50 

Şekil 5.1  rac-1-feniletanolün yükseltgenme tepkimesi ................................................ 52 

Şekil 5.2  Hücre üreme ortamının tepkime sistemine etkisi .......................................... 53 

Şekil 5.3  pH’ın % dönüşüm ve % e.e’ye etkisi ............................................................ 55 

Şekil 5.4  Hücre (Lactobacillus kefir) derişimi etkisi ................................................... 56 

Şekil 5.5  Hücre (Pakmaya yaş hamur mayası) derişimi etkisi ..................................... 57 

Şekil 5.6  pH’ın % dönüşüm ve % e.e’ye etkisi ............................................................ 58 

Şekil 5.7  Lactobacillus kefir ve Pakmaya yaş hamur mayası sonuçlarının 

                karşılaştırılması ............................................................................................. 59 



viii 
 

Şekil 5.8  Substrat derişimi etkisi .................................................................................. 60 

Şekil 5.9  Hücre derişimi etkisi ..................................................................................... 61 

Şekil 5.10  Asetofenonun indirgenme tepkimesi ............................................................. 62 

Şekil 5.11  Kosubstrat 2-propanol ile indirgenme tepkimesi .......................................... 63 

Şekil 5.12  Kofaktör rejenerasyonu için tepkime ortamına 2-propanol ilave edilmesi ... 64 

Şekil 5.13  Tepkime ortamına glikoz ilavesi ve 2-propanol ile karşılaştırılması ............ 65 

Şekil 5.14  Kosubstrat glikoz derişiminin etkisi .............................................................. 66 

Şekil 5.15  Hücre (Rhodotorula glutinis) derişimi etkisi ................................................ 67 

Şekil 5.16  Derasemizasyon tepkimesi ............................................................................ 69 

Şekil 5.17  Derasemizasyon tepkimesinde tepkime süresi etkisi .................................... 70 

Şekil 5.18  Derasemizasyon tepkimesine Lactobacillus kefir hücre derişiminin  

                  etkisi .............................................................................................................. 71 

Şekil 5.19  Derasemizasyon tepkimesine  karıştırma hızının etkisi ................................ 72 

Şekil 5.20  Substrat derişiminin zamanla ürün derişimi üzerine etkisi ........................... 73 

Şekil 5.21  5mM substrat derişiminde zamanla %bağıl miktar ve %e.e. ........................ 74 

Şekil 5.22  10mM substrat derişiminde zamanla %bağıl miktar ve %e.e. ...................... 75 

Şekil 5.23  15mM substrat derişiminde zamanla %bağıl miktar ve %e.e. ...................... 76 

Şekil 5.24  Derasemizasyon grafiği ................................................................................. 77 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



ix 
 

ÇİZELGELER DİZİNİ 

 
 

Çizelge 2.1  Bütün hücre sistemleri ve izole enzim sistemlerinin avantaj ve                  

                     dezavantajları ............................................................................................... 4  

Çizelge 2.2  (R)-1-feniletanol fiziksel özellikleri ........................................................... 24 

Çizelge 2.3  (S)-1-feniletanol fiziksel özellikleri ........................................................... 24 

Çizelge 3.1  rac-1-feniletanolün stereoinversiyonu için incelenen 

                  mikroorganizmalar ..................................................................................... 26 

Çizelge 3.2  G. candidum IFO 5767 biyokatalizörlüğünde bazı sekonder  

                   alkollerin stereoinversiyonu  ...................................................................... 27  
Çizelge 3.3  Çalışmada incelenen tepkime sistemleri .................................................... 28 

Çizelge 3.4  G. candidum IFO4597 biyokatalizörlüğünde yükseltgenme tepkimesi ..... 29 

Çizelge 3.5  G. candidum IFO4597 biyokatalizörlüğünde indirgenme tepkimesi ......... 31 

Çizelge 3.6   G. candidum IFO5767 biyokatalizörlüğünde scCO2 ortamında  

                     indirgenme tepkimesi ................................................................................. 32  

Çizelge 3.7   G. candidum IFO4597 biyokatalizörlüğünde XAD ortamında  

                     indirgenme tepkimesi  ................................................................................ 33 

Çizelge 3.8   G. candidum IFO4597 biyokatalizörlüğünde kurutulmuş hücre  

                     ortamında  indirgenme tepkimesi .............................................................. 33 

Çizelge 3.9   Rhodococci liyofilize hücreleri biyokatalizörlüğünde rac-2-dekanolün  

                     derasemizasyonu ........................................................................................ 34  

Çizelge 3.10  Çeşitli biyoreaktörlerle derasemizasyon işlemi ......................................... 35 

Çizelge 3.11  rac-2-dekanolün  R. ruber DSM 44541 biyokatalizörlüğünde  

                      derasemizasyonunda farklı sıcaklık ve pH değerlerinin incelenmesi ........ 36 

Çizelge 3.12  Microbacterium oxydans ECU2010 ve Rhodotorula sp. AS2.2241  

                      mikroorganizmaları biyokatalizörlüğünde (R)-1-feniletanolün  

                     (30mM) stereoinversiyonu ......................................................................... 38 

Çizelge 3.13  Microbacterium oxydans ECU2010 ve Rhodotorula sp. AS2.2241  

                      mikroorganizmaları biyokatalizörlüğünde rac-1-fenil etananolün  

                     (30mM) stereoinversiyonu ......................................................................... 39 

Çizelge 3.14  Microbacterium oxydans ECU2010 mikroorganizması  

                      biyokatalizörlüğünde aril sekonder alkollerin seçici yükseltgenmesi ....... 40 

Çizelge 3.15  Çeşitli sekonder alkollerin Microbacterium oxydans ECU2010 ve  

                      Rhodotorula sp. AS2.2241 mikroorganizmaları (önceden çoğaltılmış)  

                      biyokatalizörlüğünde derasemizasyonu ..................................................... 41 

Çizelge 4.1   Lactobacillus kefir NRRL B-1839’a ait üreme ortamının bileşimi ........... 43 

Çizelge 4.2   Rhodotorula glutunis DSM 70398 ‘e ait üreme ortamının bileşimi .......... 44 

Çizelge 4.3   Rhodotorula glutinis DSM 70398'e ait katı üreme 

                     ortamının bileşimi ...................................................................................... 44 

Çizelge 5.1   Yükseltgenme tepkimesi için elde edilen optimum koşullar ..................... 62 

Çizelge 5.2   İndirgenme tepkimesi için elde edilen optimum koşullar .......................... 68 

Çizelge 5.3   5mM substrat derişiminde derasemizasyon tepkimesi sonucu .................. 76 

 

 



1 
 

1. GİRİŞ 

 

Vücudumuzdaki birçok hayati molekül optikçe aktif bir diğer deyişle asimetriktir. 

Enzimlerin vücuttaki fonksiyonlarının seçiciliğini sağlayan faktör de yine 

asimetrikliktir. Asimetriklik, maddenin sadece tek bir enantiyomer halinde 

bulunmasıdır. Enantiyomerin ayrılması biyokimya, kozmetik, gıda ve özellikle 

farmasötik alanda önemli bir yere sahiptir. (Kordikowski vd. 1998). 

 

İlaç endüstrisinde enantiyomerik olarak saf bileşiklerin istenmesi sebebiyle tüm hücre   

(whole cell) ya da saf enzimler kullanılarak biyotransformasyon tepkimeleri 

gerçekleştirilmiştir. Biyokatalizörlerin; yüksek derecede bölgesel ve stereoseçimlilikleri, 

ılımlı reaksiyon koşullarında yüksek reaksiyon hızlarına sahip olmaları tepkime sistemi 

için avantaj sağlamaktadır. (Ward vd. 2000) 

 

Kiral olarak nitelendirilen optikçe aktif bileşikler, enantiyomerlerin eşit karışımından 

oluşan rasemik formda ya da enantiyomerik saflıkta/zenginlikte üretilebilmektedir. İlaç, 

gıda ve tarım kimyasallarının üretiminde önemli ara ürünler ya da doğrudan etken 

maddeler olarak kullanılabilen bu bileşiklerin, enantiyomerlerinin farklı biyolojik 

aktiviteler sergilemesi nedeniyle (bir enantiyomer istenen etkiyi gösterirken diğer 

enantiyomer ya inaktif ya da toksik etki gösterebilmektedir) enantiyomerik saflıkta 

kullanımları tercih edilmektedir.  

 

Rasematlardan ilaç olarak kullanılabilecek aktif enantiyomeri ayırmak, diğer 

enantiyomerin hastada oluşturduğu olumsuz etkileri engellemek açısından büyük önem 

taşır. Farmasötik endüstrisinde enantiyomerik saflıkta bileşenlere ilgiden dolayı 

biyokatalitik olarak enantiyomerik saflıkta ilaç etken maddesi üretimi ile ilgili 

çalışmalar artmıştır. İstenmeyen enantiyomer safsızlık olarak nitelendirilir, yan etki ve 

toksik etki gösterebilir ya da diğer enantiyomerin etkisini azaltacak yönde etki 

gösterebilir. İlaç etken maddesinde istenmeyen enantiyomerin % 0.1 seviyesine 

düşürülmesi istenir (Ghanem ve Aboul-Enein 2004). 
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2. KURAMSAL TEMELLER 

 

2.1 Biyotransformasyon 

 

Biyotransformasyon;  biyokatalizör olarak enzim ya da mikroorganizma kullanılarak bir 

substrattan istenilen ürünün bir ya da birkaç basamakta oluşumuna denir (Şekil 2.1). 

 

Şekil 2. 1 Biyotransformasyon 

 

Enantiyomerik olarak saf bileşiklerin sentezinde hem çevresel hem de ticari açıdan en 

uygun yöntemlerden biri de biyotransformasyondur. Biyotransformasyon yönteminde 

biyokatalizör olarak organizma ya da bundan izole edilmiş enzimler kullanılmaktadır. 

Her iki sistemin kullanılmasında avantajlar ve dezavantajlar bulunmaktadır. Enzimlerin 

kullanımı mikroorganizmalara göre daha uygulanabilir bir yöntemdir. 

Mikroorganizmalar sulu ortamlarda aktivite gösterirler. Çoğu organik bileşiklerin suda 

çözünmemesi nedeniyle bu yöntemin uygulanması zordur. Su ortamının uygun 

olmamasının yanında mikroorganizmaların birden fazla ürün oluşturması, ürünün izole 

edilmesi esnasında mikroorganizma parçalandığından ikinci bir reaksiyon için tekrar 

kullanılamaması ve ürünün ortamdan zor ayrıştırılabilmesi nedeniyle genellikle 

bunlardan veya başka canlıdan izole edilen enzimler kullanılır. Mikroorganizmaların 
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tersine bazı enzimler organik çözücüler içinde de aktivite gösterirler. Enzimatik 

reaksiyonlarda, ürünü reaksiyon ortamından ayırmak hem kolaydır hem de enzimler 

genellikle tek bir ürün verirler. Ayrıca, enzimler reaksiyon ortamından filtrasyonla geri 

kazanılarak başka reaksiyonlar için kullanılabilme avantajını da sağlarlar. Enzimlerin 

yüksek seçiciliğe sahip olması ve çoğu kimyasal reaksiyonlara göre daha ılıman 

ortamlarda reaksiyona girmeleri nedeniyle sentetik organik kimyada ve ilaç endüstrisi 

başta olmak üzere son yıllarda birçok alanda yaygın olarak kullanılmaktadır.    

 

Günümüzde önemi giderek artan biyoteknolojik çalışmaların önemli bir alanını 

oluşturan biyotransformasyon reaksiyonları (Hanson 1995); 

 İlaç etken maddeleri üretimi, 

 Koku maddeleri üretimi, 

 Gıda katkı maddesi üretimi, 

 Enerji üretimi, 

 Antibiyotik üretimi, 

 Aminoasit üretimi amacıyla uygulanabilmektedir. 

 

2.1.1 Biyokatalizörler 

 

Genelde tüm biyotransformasyon reaksiyonları enzimatik olarak gerçekleşmektedir. Bu 

enzim grupları hakkındaki bilgiler tüm biyokatalizörlerle uygulanan reaksiyonların 

mekanizmaları hakkında fikir vermektedir. Enzimler, IUB (International Union of 

Biochemistry) Adlandırma Komitesi tarafından, katalizledikleri reaksiyon çeşitlerine 

göre birçok alt grupları olmakla birlikte başlıca 6 ana gruba ayrılmışlardır (Keha ve 

Küfrevioğlu 1997). Bunlar; 

 

 Oksidoredüktazlar  

 Transferazlar  

 Hidrolazlar  

 Liyazlar  

 İzomerazlar  

 Ligazlar  
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Biyotransformasyon tepkimeleri temel olarak tüm hücre sistemleri veya izole enzim 

sistemleri ile gerçekleştirilir.  

 

Tüm hücre sistemlerinde; mikroorganizmalar, canlı bitki, bitki doku ve hücre kültürleri, 

hayvan doku ve hücre kültürleri kullanılmaktadır.  

 

İzole enzim sistemlerinde; doğal kaynaklardan izole edilen veya ticari olarak elde 

edilebilen saf veya yarı saf enzimler kullanılır. İzole enzimlerle yapılan çalışmalarda 

hedeflenen dönüşümler gerçekleştirilebilir, ancak izole enzimlerin pahalı olması, özel 

tepkime koşulları, kofaktöre gereksinim duymaları gibi dezavantajları vardır. Tepkime 

ürününün genellikle kolay elde edilebilmesi ise en büyük avantajlarındandır. Bütün 

hücre sistemleri ve izole enzim sistemlerinin sahip oldukları avantaj ve dezavantajlar, 

karşılaştırmalı olarak çizelge 2.1’de özetlenmiştir (Faber 2004).  

 

Çizelge 2.1 Bütün hücre sistemleri ve izole enzim sistemlerinin avantaj ve    

                dezavantajları 
 

 

Biyokatalizör 

 

Tüm Hücre Sistemleri 

 

İzole Enzim Sistemleri 

 

 

Avantaj 

 

 

Kofaktöre ihtiyaç duymaz 

 

Basit düzenekler 

Basit işlemler 

Yüksek derişim 

toleransı nedeniyle iyi 

verim 

 

 

Dezavantaj 

 

Pahalı donanım 

Düşük derişim toleransı nedeniyle 

düşük verim 

Organik çözücülere düşük tolerans 

Yan ürün olasılığı 

 

 

Kofaktöre ihtiyaç 

duyarlar 
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Biyotransformasyon reaksiyonlarında, genellikle tüm hücre sistemlerinin tercih 

edilmesinin nedenleri ise şöyle sıralanabilir (Faber 2004): 

 

 Potansiyel olarak yararlı pek çok enzim doğal ortamı olan hücre dışında kararsız 

olabilir. 

 Hücre içi enzimler, aktivite gösterebilmeleri için bir ya da daha çok kofaktöre 

ihtiyaç duyarlar. Bu kofaktörler, canlı hücre içerisinde hazır iken hücre dışında 

bunların sağlanması ekonomik bir güçlüktür. 

 Enzimlerin izole edilmesi zaman ve kaynak yönünden pahalıdır. 

 

Yine biyotransformasyon reaksiyonlarında genellikle tüm hücre sistemleri içinde 

mikrobiyal hücrelerin tercih edilmesinin nedenleri ise söyle sıralanabilir (Faber 2004):  

 

 Mikrobiyal hücrelerin büyüme ve gelişme hızı ve buna bağlı olarak metabolik hızı, 

bitki ve hayvan hücreleri ile karşılaştırıldığında oldukça fazladır. Bu da mikrobiyal 

hücreler ile biyotransformasyon reaksiyonunun hızlı ve kısa sürede gerçekleşmesini 

sağlar. 

 Genellikle mikrobiyal hücrelerde kullanılan substrat çeşitliliği bitki ve hayvan 

hücrelerine göre daha fazladır. 

 Mirobiyal hücrelerin sahip olduğu boyutlar ve etkili hücre duvarı yapısı onları bitki 

ve hayvan hücrelerine göre mekanik olarak daha kararlı kılar. Bu da değişik kültür 

tekniklerinde hücrenin ortamdaki direnci adına bir avantajdır. 

 

Enzimatik reaksiyonların avantajları; 

 

a. Enzimler çok hızlı çalışan biyokatalizörlerdir. 

b. Enzimler geniş bir substrat spesifikliğine sahiptir. 

c. Enzimlerin geniş bir reaksiyon spektrumu vardır. 

d. Enzimler ılımlı koşullarda çalışırlar. 
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2.1.2 Kofaktörler ve kofaktör rejenerasyonu 

 

Enzimlerin aktivite gösterebilmeleri için gerekli olan, ancak protein yapıda olmayan 

guruplara kofaktör denir. Kofaktörler hücre içi tepkimelerin devamlılığı açısından son 

derece önemlidir. Bünyelerinde bulundurdukları hidrojen iyonları, indirgenme 

tepkimelerinde gerekli olan hidrojen ihtiyacını karşılamaktadır. Mikroorganizma içinde 

yeterli miktarda enzim olsa dahi kofaktör miktarı yetersizse ilgili tepkimeler 

yürümeyecektir. Kofaktörler pahalı olduklarından, tepkime sonucu tükendiklerinden, 

kofaktör rejenerasyonu yapılması daha ekonomiktir.  

 

Kofaktör rejenerasyonunun gerçekleştirilebilmesi için iki yöntem mevcuttur. Ortamda 

ikinci bir substrat veya ikinci bir enzim kullanmak (Şekil 2.2) (Kroutil vd. 2004) : 

 

 

Şekil 2.2 Nikotinamid adenin dinükleotid (NAD
+
) kofaktör rejenerasyonu 

 

 

Çift substrat ile kofaktör rejenerasyonunda tek bir enzim (alkol dehidrojenaz) 

kullanılmaktadır. Bu yöntemde, enzim, her iki tepkimede ortaklaşa kullanılır. Çift 

enzim yönteminde ise ortamda ikinci bir farklı enzim mevcuttur. 
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2.1.3 Alkol Dehidrojenaz (ADH) 

 

Bazı enzimler etkinliklerini göstermek için ek bir bileşiğe gerek duymazlar; 

ancak bazıları aktiviteleri için, kofaktör denilen, protein olmayan moleküllere gerek 

duyarlar. Yapılan çalışmada kullanılan mikroorganizmalar ADH enzimi içermektedir. 

Bu enzim kofaktör olmadan tepkime sistemlerinde istenilen aktiviteyi  

gösterememektedir. Dehidrojenazların büyük çoğunluğu indirgenme ve yükseltgenme 

tepkimelerinde NADH / NADPH gibi nikotinamid kofaktörlerine ihtiyaç duyarlar.  

 

Çalışmada yükseltgenme tepkimesinde Lactobacillus kefir ADH ve NADH oksidaz 

enzim kaynağı olarak kullanılmaktadır. Tepkime sisteminde (R)-1-feniletanol 

asetofenona yükseltgenirken; NAD
+ 

kofaktörünün tepkime sisteminde bitmemesi için 

ortama ikinci bir substrat O2 kullanılmıştır. Oksijen NADH oksidaz enziminin katalitik 

etkisiyle H2O2’ye dönüşürken; NADH’ıda NAD
+ 

kofaktörüne indirgemektedir. 

Yükseltgenme tepkimesinde O2 kullanılarak kofaktör rejenerasyonu gerçekleştirilmiştir 

(Şekil 2.3) .  

 

 

 

Şekil 2.3 Yükseltgenme tepkimesi kofaktör rejenerasyonu 

 

İndirgenme tepkimesinde Rhodotorula glutinis; ADH ve glikoz dehidrojenaz (GDH) 

enzim kaynağı olarak kullanılmaktadır. Tepkime sisteminde asetofenon (S)-1-

feniletanole indirgenirken; glikoz dehidrojenaz enziminin katalitik etkisiyle NAD
+  

NADH’a yükseltgenmiştir. Bunun içinde indirgenme tepkimesinde kosubstrat olarak 

glikoz kullanılmıştır (Şekil 2.4) . 
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Şekil 2.4 İndirgenme tepkimesi kofaktör rejenerasyonu 

 

2.1.4 Biyotransformasyon türleri 

 

Biyotransformasyon türleri şu şekilde sınıflandırılabilir: 

 

1. Üreyen Hücrelerle Biyotransformasyon  

2. Önceden Çoğaltılmış Hücrelerle Biyotransformasyon  

3. Tutuklamış Hücrelerle Biyotransformasyon  

4. Saf Enzimlerle Biyotransformasyon 

 

2.1.4.1 Üreyen hücrelerle biyotransformasyon  

 

Mikrobiyal üreme sırasında tepkime ortamına eklenen substrat için optimum ekleme 

zamanı belirlenmelidir. Biyotransformasyon, aşılamadan sonra maksimum verime 

ulaşıncaya kadar sürdürülmelidir. 
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2.1.4.2 Önceden çoğaltılmış hücrelerle biyotransformasyon  

 

İlk adımda mikroorganizma optimum koşullar altında çoğalır. Biyokütle; filtrasyon ya 

da santrifüj ile ayrılır. İkinci adımda hücreler, substrat içeren optimum pH  değerindeki  

destek çözeltisi ya da su eklenerek süspansiyon haline getirilir. 

 

Bu sistemin avantajları; 

 

 Substratın ya da ürünün mikroorganizma büyümesine olan negatif etkisi ortadan 

kaldırılır. 

 Optimum dönüşüm oran hızını veren hücre derişimi kolaylıkla belirlenebilir. 

 Ortam karmaşık olmadığından ürün uzaklaştırması kolaydır. 

 

2.1.4.3 Tutuklamış hücrelerle biyotransformasyon 

 

Tutuklanmış hücrelerle gerçekleştirilen biyotransformasyonlar, serbest hücreler ile 

gerçekleştirilenlere göre daha kararlı işletme olanağına sahiptir. Tutuklanmış hücreler 

biyotepkime ortamından kolaylıkla uzaklaştırılabilir ve tekrar kullanılabilirler. Ürün 

oluşum hızı yüksektir ve inhibisyon etkisi minimumdur. Tutuklamanın ek maliyet 

getirmesi ve difüzyon kısıtlamaları bu yöntemin dezavantajlarındandır.  

 

2.1.4.4 Saf enzimlerle biyotransformasyon 

 

 Hücre membranı uygun substrat ve ürünün geçmesini önlüyor ise, 

 Ürünlerin bozunmasına ya da arzu edilmeyen yan tepkimelere diğer enzimlerin 

varlığı neden oluyor ise, 

 İlgili enzim hücre tarafından salgılanıyor ve biyokütleden uzaklaştırıldıktan sonra 

kolayca saflaştırılabiliyor ise, 

 Kullanılan enzim ticari bir kullanıma sahip ise saf enzimlerle biyotransformasyon 

tercih edilir. 
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2.1.5 Başlıca biyotransformasyon tepkimeleri 

 

Bu reaksiyon tipleri yedi şekilde gruplandırılabilir (Faber 2004): 

 

 Oksidasyon 

 Redüksiyon 

 Hidroliz reaksiyonlar 

 Katılım ve kondenzasyon 

 İzomerleşme 

 Yeni C-C bağlarının oluşumu 

 

Burada sıralanmış olan reaksiyonlar biyotransformasyon reaksiyonlarının neredeyse 

tüm kimyasal reaksiyonlara eşdeğer reaksiyonları yapabileceğini göstermektedir. Geniş 

bir çeşitliliğe sahip biyotransformasyon reaksiyonlarının bir özelliği de, kimyasal olarak 

gerçekleştirilemeyecek reaksiyonları gerçekleştirebilme olanağıdır. Bu tür reaksiyonları 

aşağıdaki gibi gruplandırılabilir: 

 

 Benzer fonksiyonel gruplardan yalnız birinin reaksiyona sokulması, 

 Enantiyomerlerden birinin seçimli dönüşüme uğratılması ile rasemik karışımların 

ayrılması, 

 Asimetrik merkeze bir grup sokulması, 

 Aktive edilmemiş C-atomunun seçimli olarak fonksiyonel grup haline 

dönüştürülmesi. 

 

2.2 Stereokimyasal Kavramlar 

 

Stereokimya, moleküllerdeki atom veya grupların üç boyutlu düzenlemeleridir. Ayna 

görüntüsü ile üst üste çakışmayan bir nesne kiraldir. Genel olarak w, x, y ve z gibi dört 

farklı atom ya da grubunun bağlı olduğu karbon içeren moleküller kiral moleküller 

olarak adlandırılırlar ve bu karbon merkezide sterojenik merkez olarak tanımlanır. 
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Stereojenik merkez ayrıca kiral merkez, asimetrik merkez ve stereomerkez olarak da 

adlandırılır. 

 

 

Şekil 2.5 Kiral molekülde stereojenik merkez 

 

 

 

 

Şekil 2.6 Klordiflorometanın ayna görüntüleri 

 

2.2.1 Stereoizomerler 

 

İzomerler, aynı molekül formülüne sahip ancak farklı olan bileşiklerdir. Yapısal ve 

stereoizomerler olarak iki grupta incelenebilirler. Yapısal izomerler aynı molekül 

formülüne sahip ancak atom ya da atom gruplarının bağlantıları farklı olan bileşiklerdir. 

Bu tür izomerlik gösteren bileşiklerin yapıları ve fiziksel özellikleri birbirinden 

tamamen farklıdır. Stereoizomerler ise aynı molekül formülüne sahip atom ya da atom 

gruplarının bağlantıları aynı ancak uzaydaki dizilişlerinin farklı olduğu bileşiklerdir. 

Stereoizomerler de enantiyomerler ve diastereomerler olarak iki sınıfa ayrılırlar (Şekil 

2.7) .  
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Şekil 2.7 İzomerlerin sınıflandırılması 

 

2.2.2 Kiralite 

 

 

Ayna görüntüsü ile üst üste çakışmayan bir nesneye kiraldir denir. Kiral sözcüğü 

Yunanca’da el anlamında cheiros kelimesinden gelmektedir. Ayna görüntüsü ile üst üste 

çakışan nesne kiral olmayıp buna akiraldir denir. Bir molekülün kiral ya da akiral 

olduğunu anlamak için molekül ile bu molekülün ayna görüntüsü incelenmektedir. Kiral 

bir molekülün ayna görüntüsü ile kendisi üst üste çakıştırılamazken, akiral bir 

molekülün kendisi ile ayna görüntüsü üst üste çakıştırılabilmektedir. 

 

 

Şekil 2.8 Kiral bir nesne (el) ve ayna görüntüsü 

 

İZOMERLER 

Yapı İzomerleri 

(atomları farklı bağlanma 

düzeninde) 

Stereoizomerler 

(uzaydaki düzenlenmesi 

farklı) 

Enantiyomerler 

(birbirinin çakışmayan ayna 

görüntüsü)  

Diastereomerler 

(birbirinin ayna görüntüsü 

olmayan) 
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2.2.3 Enantiyomerler 

 

Enantiyomerler, birbirinin ayna görüntüsü olan stereoizomerlerdir. Enantiyomerlerin 

fiziksel ve kimyasal özellikleri aynı olmasına rağmen biyolojik etkileri birbirinden 

tamamen farklıdır. Uzayda atomların düzenlenmesine bağlı olarak farklı özellikler 

gösterebilirler. 

 

Enantiyomerler, kiral merkeze bağlı grupların farklı düzenlenmelerinden ileri gelen 

yapılardır. Bu yapılara “konfigürasyon” adı verilir. Enantiyomerler, konfigürasyon 

izomerleridir ve zıt konfigürasyona sahiptirler (Solomon 1997). R-S ya da Cahn- 

Ingold-Prelog (CIP) sistemi ile enantiyomerin konfigürasyonu belirlenebilir. Örneğin 

ibuprofen’in ağrı kesici özelliğinden sorumlu olan S enantiyomeridir. R enantiyomeri 

ise aktif değildir.  

 

Enantiyomerler arasındaki tek fark kiraliteden meydana gelen farktır. Enantiyomerlerin 

diğer özellikleri birbirinin aynıdır. Bu kiralite farkından dolayı düzlem polarize ışık 

ışınını eşit açıda ama farklı yöne çevirirler. Çünkü çevirme miktarı kiral bir özellik 

değildir. 

 

Enantiyomerlerin kaynama noktası, yoğunluk, erime noktası gibi fiziksel özellikleri 

aynıdır. Enantiyomerlerin farklılıkları sadece kiral çözücü, başka bir kiral molekül veya 

polarize ışığın var olduğu kiral bir çevre içerisinde gözlenebilmektedir. Enantiyomerler 

arasındaki tek fark, çevirme açılarının yönü ve biyolojik etkilerinin farklı olmasıdır. 

Enantiyomerler kristalizasyon, ekstraksiyon, distilasyon gibi fiziksel metodlarla 

ayrılamazlar. Enantiyomerlerin diğer bir kiral molekülle birleşmesinden diastereomerler 

meydana gelmektedirler. Diastereomerler enantiyomer değildirler fakat enantiyomerler 

gibi aynı yapıya sahiptirler ve atomların uzaydaki düzenlenmeleri farklıdır. Ancak 

diasteromerler kiristalizasyon, distilasyon gibi fiziksel yöntemlerle ayrılabilmektedirler. 
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Şekil 2.9 Enantiyomerlerin R ve S konfigürasyonları 

 

2.2.4 Rasemik Karışım 

 

Kimyada bir rasemik karışım;  bir kiral molekülün sol ve sağ elli enantiyomerlerinin eşit 

oranda karışımı demektir. İlk bilinen rasemik karışım, Pasteur'ün bulduğu tartarik asidin 

iki enantiyomerik izomerinin karışımı olan rasemik asittir.  

 

Rasematlar optikçe aktiflik göstermezler, çünkü; enantiyomerlerin herbiri düzlem 

polarize ışığı eşit ancak zıt yönlerde değiştirdiği için düzlem polarize ışığın net değişimi 

sıfır olacaktır. 

 

 

 

 

 

http://tr.wikipedia.org/wiki/Kimya
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Kiralite&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Enantiyomer
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tartarik_asit
http://tr.wikipedia.org/wiki/Enantiyomer
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Rasemik_asit&action=edit&redlink=1
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2.3 Enantiyomerik Saflıkta Ürün Kullanmanın Önemi 

 

2.3.1 Talidomid faciası  

 

 

Şekil 2.10 Talidomid 

 

Günümüzde hemen hemen herkes gebelik sırasında geçirilen bazı hastalıkların ve 

uygulanan bazı tanı metotlarının ve tedavilerin hem anne hem de çocuk için olumsuz 

etkilerinin olabileceğini biliyor. Ne yazık ki insanlık bu bilginin bedelini çok ağır bir 

şekilde ödemiştir. Bu bedel, tarihteki en korkunç tıbbi trajedinin adıdır. 

 

1950’lerin sonu 60’ların başında antibiyotik üretiminde daha ucuz yöntemler bulmak 

için çalışmalar yürüten Alman ilaç firması Chemie Grünenthal, kimyasal bir kaza eseri 

tesadüfen bulduğu ve adına “thalidomide” dediği drogu piyasaya sürdü. Yüksek doz 

talidomide maruz bırakılan hayvanlar üzerinde yapılan bazı testler sonrasında firma, 

ilacın zararsız olduğunu ve önemli bir yan etkisinin olmadığını duyurdu. Chemie 

Grünenthal, 1955’de ilaç üzerinde ileri araştırmalar ve klinik çalışmalar yapılmadan 

ilacın ücretsiz örneklerini dağıtmaya başladı. Nöbetlerini önlemek için ilacı almaya 

başlayan epilepsi hastaları, ilaç alımı sonrası derin bir uykunun ortaya çıktığını, ilacın 

yatıştırıcı ve sakinleştirici etkilerinin olduğunu bildirdiler. Aslında aynı hastalar ilacın 

diğer yan etkilerinden de söz etmiş fakat bunlar önemsiz kabul edilerek göz ardı 

edilmişti. 

http://www.mumcu.com/html/article.php?sid=446
http://www.hps.org/publicinformation/ate/q2988.html
http://www.obgynnews.com/article/S0029-7437(01)70350-3/fulltext
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/druginfo/medmaster/a699032.html
http://www.turkepilepsi.org.tr/index.php?pid=hakkinda&cat=0&detail=0
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1957 Ekiminde Batı Almanya’daki doktorlar, bulantı ve kusmaya uykusuzluğun eşlik 

ettiği “morning sickness” (hamilelerde sabah bulantısı) sorunuyla gelen gebe hastaları 

için talidomidin ticari bir formu olan Contergan’a reçetelerinde yer vermeye başladılar. 

Giderek dünya genelinde yaygınlaşan thalidomid; Distaval, Asmaval, Distaval Forte, 

Tensival, Valgis, Valgraine gibi pek çok marka adı altında piyasaya sürülüyordu. 

Thalidomid, ayrıca güçlü bir hipnotik sedatif olarak da pazarlanıyordu. 

 

İlacı almaya başlayan hamileler; uykuya eğilim, halsizlik, kabızlık, deride kızarıklıklar, 

ciddi kafa ve mide ağrıları, ellerde ve ayaklarda uyuşma, baş dönmesi, sinirlilik, titreme, 

kulak çınlaması, depresyon gibi yan etkilerden söz etmeye başladılar. Bir yıl içerisinde 

ise talidomid kullanan anneler, çok sayıda doğumsal anomalili bebek dünyaya 

getirmeye başladı. En yaygın doğumsal defekt ise; normalden kısa, malforme, yüzgeç 

benzeri kol ve bacaklarla kendini gösteren “fakomeli (phocomelia)” idi. Hatta bu 

anomaliyle dünyaya gelen çocuklara "flipper babies(yüzgeçli bebekler)" denmeye 

başlandı. Diğer doğumsal bozukluklar ise; gelişimini tamamlayamamış parmaklar, 

sağırlık, körlük, yarık damak ve kalpte, sinirlerde, cinsel organlarda, böbreklerde, 

sindirim sisteminde malformasyonlar şeklinde açığa çıkmaktaydı.  

 

 

Şekil 2.11 Talidomid kullanımının verdiği zarar 

http://www.americanpregnancy.org/pregnancyhealth/morningsickness.html
http://www.k-faktor.com/contergan/
http://med.cu.edu.tr/anestezi/iv_cag/neuroleptik.htm
http://www.fda.gov/cder/news/thalidomide.htm
http://www.thalidomidesociety.co.uk/publications.htm
http://www.wordinfo.info/words/index/info/view_unit/3621
http://philosoblog.blogspot.com/2006/07/flipper-babies-richard-chappell.html
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İlaç firmaları başlangıçta, giderek artan talidomid ile ilişkili doğumsal bozuklukları ve 

yeni doğan ölümlerini inkâr etse de bu ciddi yan etkiler medya yardımıyla dünya 

çapında duyulmaya başlamış, saygın tıp dergileri bu ilacın çok sayıda yan etkisini 

detaylarıyla yayımlamıştı. ABD’de ise talidomidin izni defalarca FDA tarafından iptal 

edilmiş, ilacın özellikle gebelik döneminde insan metabolizması üzerine etkilerini 

ortaya çıkaran ileri düzeyde araştırmalar yapılmıştı. 

 

Sonuçta talidomid tüm dünyada piyasadan çekildi. Fakat bu tıp felaketinden etkilenen 

aileler ve talidomid kurbanları için çok geç alınmış bir karardı. Dünya üzerinde 46 

ülkeden 10.000’in üzerinde bebek ilacın yan etkisi nedeniyle sakat olarak dünyaya geldi 

ve bunların yaklaşık yarısı da erişkin bir birey olamadan yaşama veda etti. 

 

2.4 Enantiyomerik Olarak Saf Bileşiklerin Elde Edilmesi 

 

Genel olarak, enantiyomerik saflıkta bileşikler elde etmek için kullanılan başlangıç 

noktasına göre üç farklı yöntem bulunmaktadır (Şekil 2.12). Bunlar; kiral substratlar, 

prokiral substratlar veya rasemik (rasemat) karışımlardır. 

 

 

Şekil 2.12 Enantiyomerik olarak saf bileşiklerin elde edilmesi (Ghanem and Aboul                               

                Enein 2004) 

http://www.fda.gov/
http://www.fda.gov/FDAC/features/2001/201_kelsey.html
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Enantiyomerik saflıkta kiral madde üretiminde, enantiyomerik aşırılık (e.e) önemli bir 

kavramdır. Herhangi bir bileşenin enantiyomerik saflığı enantiyomerik aşırılık terimiyle 

ifade edilir (Ghanem ve Aboul-Enein 2004). 

 

Enantiyomerik aşırılık, S- veya R- enantiyomere göre tanımlanabilir. Burada; S-

enantiyomer için, enantiyomerik aşırılık değeri (e.e) ve dönüşüm (X) eşitlik 2.1 ve 

eşitlik 2.2’de verilmiştir. 

 

     
      

     
                                                                                                                     

 

   
                                ı ı

                         ı ı
                                                               

 

2.5 Rasematların Rezolüsyonu 

 

İki enantiyomeri içeren karışımdan istenen enantiyomerin ayrılmasına ise “rezolüsyon” 

denilmektedir. Asimetrik sentezdeki etkileyici gelişmelere rağmen, endüstriyel alanda 

tek bir enantiyomerin elde edilmesi için kullanılan en yaygın üretim metodu, 

rasematların rezolüsyonudur. 

 

Rezolüsyonun birçok uygulama alanı vardır. Örnek olarak ilaç olarak kullanılacak 

bileşik disimetrik bir molekül ise bunun sadece bir enantiyomeri etkindir, diğer 

enantiyomerin ilaç etkinliği yoktur veya çok azdır. Böyle bir bileşik kimyasal 

yöntemlerle sentezlendiğinde çoğunlukla rasem seklinde elde edilir, sonrasında ise 

rasemik bileşiğin rezolüsyonu yapılarak etkin enantiyomer elde edilir. 
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Rezolüsyon yöntemleri aşağıdaki şekilde sınıflandırılabilir : 

 

Şekil 2.13 Rasematların rezolüsyonu 

 

2.5.1 Tercihli kristalizasyon 

 

Bu yöntem endüstriyel ölçekli çalışmalarda yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu proses 

teknik olarak konglomerat formundaki rasematlarla gerçekleştirilebilir. Konglomerat 

eşit miktarlarda iki enantiyomerin kristallerinin mekanik olarak karışımından elde edilir. 

Fakat tüm  rasematların %20 den daha azı konglomerat olduğundan avantajlı bir yöntem 

değildir. 

 

2.5.2 Diasteromer kristalizasyon  

 

Rasem bileşiğin optikçe aktif bir bazın enantiyomeri ile tuzu oluşturulduğunda artık bu 

oluşan tuzlar enantiyomer olmayıp diastereomer tuzlardır, dolayısıyla fiziksel özellikleri 

ve çözünürlük özellikleri birbirinden çok farklıdır. Uygun bir çözücüde 

kristallendirilerek birbirinden ayrılabilir ve ayrılan tuzlar bir mineral asitle 

etkileştirilerek asidin anyonu proton alarak serbest hale dönüştürülebilir. Genel olarak, 

diastereomer tuzlar oluşturmak için kullanılan optikçe saf organik asitler ve bazlar doğal 

bileşiklerdir ve türleri çok fazladır. 

RASEMATLARIN 
REZOLÜSYONU 

Tercihli 
Kristalizasyon 

Kinetik Rezolüsyon 

*enzimatik 

*kimyasal 

Diastereomer 
Kristalizasyon 

Kromatografi 
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2.5.3 Kromatografi 

 

Kolon kromatografisinde kolon dolgu maddesi olarak optikçe aktif katı maddeler 

(glikoz, sakkaroz, laktoz gibi şekerler) kullanıldığında kolondan rasem bir bileşiğin 

çözeltisi geçirildiğinde enantiyomerlerden biri diğerinden daha güçlü tutulur ve 

rezolüsyon gerçekleşir. Kolon uzunluğu yeterli ise toplanan çözeltide sadece bir 

enantiyomer bulunur. Kolonda tutulmuş olan diğer enantiyomer ise başka bir çözücü ile 

alınabilir. 

 

2.5.4 Kinetik rezolüsyon 

 

Rasematların rezolüsyonunda kullanılan üçüncü yöntem ise kinetik rezolüsyondur. Bu 

yöntemin iyi sonuç vermesi kiral girdi ile iki enantiyomerin tepkime hızlarının farklı 

olmasına bağlıdır. Kiral girdi, biyokatalizör olarak enzim veya mikroorganizma, 

kimyasal katalizör olarak kiral metal kompleksi, kiral asit ya da baz olabilir ve ortamda 

katalitik miktarda bulunmalıdır. Rasemik bileşiklerin kinetik rezolüsyonu lipazların 

katalizlediği dönüşüm tepkimelerinden en yaygın olanıdır ve lipaz enzimi rasemik 

karışımdaki iki enantiyomer arasında ayrım yapabilir. Dolayısıyla bir enantiyomer 

diğerinden daha hızlı ürüne dönüştürülür. 

 

 

Şekil 2.14 Katalitik kinetik rezolüsyon 

 

kR≠kS olduğu durumda kinetik rezolüsyon gerçekleşir ve tepkime dönüşüm % 0 ila % 

50 arasında bir değere ulaştığında durdurulur. İdeal durumda bir enantiyomer 

diğerinden daha hızlı tepkimeye girer, örnek verilecek olursa tepkime girdisi (R) 

tepkimeye giren tek enantiyomerdir (kS=0). Bu durumda enantiyomerlerin birbirine 
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oranı 50:50 olduğu rasemik karışımda % 50 dönüşüme ulaşıldığında karışım içinde % 

50 girdi (S) ve % 50 ürün (P) kalır. Bu yöntem tek bir enzim kullanılarak iki 

enantiyomerin kolay şekilde ayrılmasında avantaj sağlar. Yaygın olarak kullanılan bir 

rezolüsyon türüdür ve enantiyomerik saflıkta ya da bir enantiyomerce zenginleştirilmiş 

bileşiklerin elde edilmesinde etkin bir yoldur (Ghanem ve Aboul-Enein 2004). 

 

Ancak, bu proseste özellikle endüstriyel boyutta birçok dezavantajı vardır (Strauss vd. 

1999) ; 

 

 Her bir enantiyomerin teorik verimi %50’yi geçememektedir. 

 Kalan substratın üründen ayrılması güç olabilmektedir. 

 Dönüşüm %50 olduğunda tepkimenin sonlandırılması istenilmektedir. 

 

2.6 Derasemizasyon Prosesleri 

 

Yaygın olarak kullanılan kinetik rezolüsyon yönteminin sınırlamalarına dayanarak 

rezolüsyon tekniklerine alternatif olarak derasemizasyon yöntemi geliştirilmiştir. 

Derasemizasyon proseslerinde hızlı olarak tepkimeye giren enantiyomer (R), ürün (P) 

oluştururken; yavaş tepkimeye giren enantiyomer (S), diğer enantiyomer bittikçe 

rasemizasyon tepkimesi ile R enantiyomerine dönüşmektedir. Böylece R enantiyomeri 

ortamda hiç bitmemekte ve ortamda bulunan iki enantiyomerde ürüne dönüşmektedir. 

Böylece teorik verim %100’e çıkabildiğinden  bu yöntem oldukça avantajlıdır. 

 

Derasemizasyon prosesleri üç mekanizmayla gerçekleşmektedir (Gruber vd. 2006) : 

 

 Enantiyodönüşüm prosesi 

 Dinamik kinetik rezolüsyon 

 Stereoinversiyon 
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2.6.1 Enantiyodönüşüm prosesi 

 

Bu proseste substratın A ve B enantiyomerlerinin ikisi de farklı yapıdaki tek bir ürüne 

farklı yollardan dönüşürler. Bir enantiyomerin konfigürasyonu sabit kalırken diğerinin 

konfigürasyonu değişir. 

 

Enantiyodönüşüm prosesleri üç yolla gerçekleştirilmektedir: 

 

 İki biyokatalizörler enantiyodönüşüm 

 Biyo ve kimyasal katalizörlerle enantiyodönüşüm 

 Tek bir biyokatalizörle enantiyodönüşüm 

 

2.6.2 Dinamik Kinetik Rezolüsyon 

 

Genel olarak kinetik ve dinamik kinetik rezolüsyonda, (R)-enantiyomeri (S)-

enantiyomerinden daha hızlı R-ürüne dönüştürülmektedir (kR>kS). Kinetik rezolüsyonda 

hızlı reaksiyon veren (R)-enantiyomeri bitince %50 dönüşümde reaksiyon yavaşlar ya 

da durma noktasına gelir, yavaş reaksiyon veren (S)-enantiyomer ortamda kalır. 

Dinamik rezolüsyonda reaksiyon boyunca substrat rasemizasyonu ile (S)-

enantiyomerinden (R)-enantiyomeri oluşmaktadır. Böylece (R)-enantiyomerinin 

ortamda bitmesi önlenmektedir. Sonuç olarak reaksiyon durma noktasına gelmemekte 

ve rasemik başlangıç maddesinin tümü ürüne dönüşüne kadar reaksiyon sürmektedir 

(Strauss vd. 1999). 

 

2.6.3 Stereoinversiyon 

 

Enantiyoseçimli stereoinversiyon yoluyla derasemizasyonda substratın A enantiyomeri 

B enantiyomerine dönüşerek tek ürün olarak B enantiyomeri elde edilir. Bu proses 

enantiyomerizasyon olarak da adlandırılabilir. Stereoinversiyon yöntemi; 

enantiyodönüşüm prosesi ve dinamik kinetik rezolüsyon  yöntemlerine göre daha 

üstündür. Çünkü burada başlangıç maddesinin (A) sadece yarısı dönüşür, diğer yarısı 
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zaten istenilen enantiyomerik ürün olarak bulunmaktadır. Bu nedenle bu yöntemle diğer 

yöntemlere göre en azından iki kat daha az reaktanta ihtiyaç duyulmaktadır. Bu yüzden 

bu yöntem daha ekonomiktir (Gruber vd. 2006). 

 

 

 

 

 

Şekil 2.15 Sekonder bir alkolün stereoinversiyon ile derasemizasyonu 

 

Şekil 2.15’te derasemizasyon tepkimesinde substrat olarak rac-1-feniletanol 

kullanılmaktadır. İlk adımda; rac-1-feniletanolde bulunan R-alkol, kullanılan 

biyokatalizörün R-seçimli davranması sonucu ilgili ketona yükseltgenmektedir. İkinci 

adımda; oluşan keton, indirgenme tepkimesinde kullanılan biyokatalizörün S-seçimli 

davranması ile S-alkole indirgenmektedir. Sonuç olarak başlangıçtaki S-alkol ile oluşan 

S-alkol birleşimi ile ürün olarak %100 verimle tek enantiyomer S- enantiyomeri elde 

edilmektedir. 
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2.7  1-Feniletanol 

 

 

Şekil 2.16 R- ve S- alkollerin molekül yapıları 

 

(R)-1-feniletanol; koku endüstrisinde çok yaygın olarak kullanılmakta ve bunun 

yanısıra; boyada, göze ait ilaçlarda, kolestrol inhibitörü olarak da kullanım alanları 

vardır (Suan vd. 2004). (S)-1-feniletanol Alzheimer ilaçlarının yapımında kullanılan bir 

ara ürün olmasıyla biyokimya alanında önemli bir üründür.  

 

Çizelge 2.2 (R)-1-feniletanol fiziksel özellikleri 

 

Çizelge 2.3 (S)-1-feniletanol fiziksel özellikleri 

Kapalı Formülü C6H5CH(OH)CH3 

Molekül Ağırlığı 122,16 g/mol 

Yoğunluk 0,996 g/mL (25°C) 

Çözünürlük - 

Kaynama Noktası 98°C 

Erime Noktası 9-11°C 

Kapalı Formülü C6H5CH(OH)CH3 

Molekül Ağırlığı 122,16 g/mol 

Yoğunluk 0,996 g/mL (25°C) 

Çözünürlük - 

Kaynama Noktası 98°C 

Erime Noktası 9-11°C 
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3. KAYNAK ARAŞTIRMASI  

 

Enantiyomerik saflıktaki kiral alkoller pek çok farmokolojik ürünün çıkış maddesidir. 

Kiral alkollerin endüstriyel üretiminde, yüksek ürün derişimi, yüksek verimlilik 

istenmektedir. İlaç etken maddesi olarak geniş kullanım alanına sahip 1-feniletanolün de 

yüksek verim ve yüksek enantiyomerik saflıkta üretimi için derasemizasyon prosesi 

geliştirilmiştir. Çünkü bu proseste dönüşüm % 100 olabilmektedir. (Voss vd. 2007) Bu 

nedenle bu çalışma kapsamında kaynak araştırması 1-feniletanol ve çeşitli alkollerin 

biyokatalitik derasemizasyonu ile ilgili olarak yapılmıştır. Bu yöntemde farklı 

stereoseçimliliğe sahip iki enzim katalizörlüğünde ardışık yükseltgenme ve indirgenme 

tepkimeleri ile enantiyomerik saflıkta ürün elde edilebilmektedir. 

 

Düşük substrat derişimlerinde bile dönüşümün düşük olmasının nedeni enzim 

kofaktörünün tepkime sırasında tükenmesidir. Bu nedenle tepkime esnasında kofaktör 

ilavesi veya kofaktör rejenerasyonunun gereklidir. Kofaktörler pahalı olduklarından ve 

tepkime sonucu tükendiklerinden, kofaktör rejenerasyonunun yapılması daha ekonomik 

olmaktadır. Kofaktör rejenerasyonu, ortamda ikinci bir substrat veya ikinci bir enzim 

kullanılarak gerçekleştirilebilir. (Kroutil vd. 2004) 

 

Nakamura vd. (2001) 1-feniletanolün derasemizasyonunu tek mikroorganizma 

biyokatalizörlüğünde stereoinversiyon yöntemi ile gerçekleştirmişler ve bunun için 

onsekiz tane mikroorganizma çeşidi denemişlerdir. Bazı mikroorganizmalar ile hiç 

seçimililik gözlenmemiş, alkolün tamamı ketona dönüşerek istenilmeyen sonuç elde 

edilmiştir. İncelenen onsekiz mikroorganizma içerisinden sadece üç mikroorganizma 

türü ile iyi sonuç alınmıştır. Bunlar; Dipoduscas magnusii IFO 4600, Endomyces 

geotrichum IFO 9541, Geotrichum candidum IFO 5767 mikroorganizmalarıdır. En iyi 

sonucu ise Geotrichum candidum IFO 5767 mikroorganizması vermiştir. Geotrichum 

candidum IFO 5767 mikroorganizması ile derasemizasyon prosesi sonucunda %96 

verimde %99 e.e R- enantiyomeri elde etmişlerdir. 
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Çizelge 3.1 rac-1-feniletanolün stereoinversiyonu için incelenen mikroorganizmalar 

 

Mikroorganizma  Verim (%) e.e (%) Konfigürasyon  

Aspergillus oryzae IAM 2663 100 0  

Aspergillus niger IAM 6661 100 0  

Aspergillus niger IFO 9455 100 0  

Aspergillus niger IFO 5374 100 0  

Aspergillus niger IFO 4091 100 0  

Dipoduscas magnussi IFO 4600 78 90 R 

Endomyces geotrichum  IFO 9541 98 73 R 

Galactomyces reessii IFO 1112 90 13 R 

Geotrichum candidum IFO 4597 88 17 R 

Geotrichum candidum IFO 5767 96 99 R 

Geotrichum candidum ATCC 34674 66 98 R 

Geotrichum rectangulatum  53 99 R 

Mucor heimalis IAM 6095 96 2 R 

Mucor Javanicus IAM 6087 97 3 R 

Mucor Javanicus IAM 6101 97 2 R 

Trichosporon capilatum IAM 4324 99 30 R 

Trichosporon cutaneum IAM 12206 97 2 R 

Trichosporon cutaneum IAM 12246 97 2 R 

 

(Reaksiyon koşulları; 24h, 30°C, 130 rpm; 0,5g yaş mikroorganizma, 0,03M 1-feniletanol, GC’de 

analizlenmiştir.) 

 

Şekil 3.1’de Geotrichum candidum IFO 5767 mikroorganizması biyokatalizörlüğünde 

öncelikle S-enantiyomeri asetofenona yükseltgenmiştir ve yükseltgenme altı saat 

sonunda tamamlanmıştır. Mikroorganizma yükseltgenme basamağında S-seçimli 

davranmıştır. Daha sonra indirgenme tepkimesinde mikroorganizma R-seçimli 

davranarak; keton R-enantiyomerine indirgenmiş ve 24 saat süre sonunda %99 e.e ve 

%96 verim  elde edilmiştir. 
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Şekil 3.1 rac-1-feniletanolün stereoinversiyonu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 3.2 rac-1-feniletanolün zamanla stereoinversiyonu 

 

Çizelge 3.2 G. candidum IFO 5767 biyokatalizörlüğünde bazı sekonder alkollerin      

                 stereoinversiyonu 
 
Substrat  Verim (%) e.e (%) Konfigürasyon 

1-(o-Methylphenyl)ethanol 98 2 R 

1-(m- Methylphenyl)ethanol 90 19 R 

1-(p- Methylphenyl)ethanol 95 77 R 

1-(o-Chlorophenyl)ethanol 100 0 - 

1-(m- Chlorophenyl)ethanol 89 14 R 

1-(p- Chlorophenyl)ethanol 96 89 R 

1-(p-Methoxyphenyl)ethanol 79 89 R 

1-(2-Furyl)ethanol 65 92 R 

1-Phenylpropan-1-ol 96 25 R 

1-Phenylpropan-2-ol 95 14 R 

4-Phenylbutan-2-ol 88 74 R 

 

*1-feniletanol (1a) 

*Asetofenon  (2a) 
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G. candidum IFO 5767 mikroorganizması biyokatalizörlüğünde diğer sekonder 

alkollerin sonuçları incelenmiş ve 1-(p-Chlorophenyl)ethanol, 1-(p-Methoxyphenyl) 

ethanol, 1-(p-Methylphenyl) ethanol sekonder alkolleri için yüksek verim ve yüksek 

e.e’de R-enantiyomerinin elde edildiği görülmüştür. 

 

Nakamura vd. (2002) sekonder alkollerin R- ve S- enantiyomerlerinin yüksek 

enantiyoseçicilikte kiral sentezini G. candidum mikroorganizması biyokatalizörlüğünde 

incelemiştir. Önceden çoğaltılmış G. candidum mikroorganizması biyokatalizörlüğünde 

yükseltgenme ve indirgenme tepkimeleri; kurutulmuş G. candidum mikroorganizması 

biyokatalizörlüğünde de indirgenme  tepkimesi incelenmiştir.  

 

G. candidum mikroorganizması; 

 

 Yüksek büyüme hızı (24h) 

 Yeterli miktarda temin edilebilmesi 

 Alkol dehidrojenaz aktivitesinin yüksek olması nedeniyle sekonder alkollerin 

kiral sentezi için tercih edilmiştir. 

 

Çizelge 3.3 Çalışmada incelenen tepkime sistemleri 

 
Reaksiyon  Konfig. G.candidum Hücre  Tutuklama  Çözücü  Katkı 

maddesi 

Yükseltgenme  R IFO 4597 Önceden 

çoğ. 

+ Hekzan   Siklohekzan 

İndirgenme  S IFO 4597 Önceden 

çoğ. 

+ Hekzan 2-hekzanol 

İndirgenme  S IFO 5767 Önceden 

çoğ. 

+ scCO2 2-propanol 

İndirgenme  S IFO 4597 Önceden 

çoğ. 

_ H2O XAD 

reçinesi 
Derasemizasyon  R IFO 5767 Önceden 

çoğ. 

_ H2O Yok 

İndirgenme S IFO 4597 Kurutma  _ Tampon NAD(P)
+
 ve 

2-propanol 

veya 

siklopentanol 
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Çalışmada yükseltgenme ve indirgenme tepkimelerine çeşitli çözücüler ve katkı 

maddelerinin etkisi ayrı ayrı incelenmiştir. 

 

Çizelge 3.4 G. candidum IFO4597 biyokatalizörlüğünde yükseltgenme tepkimesi 

 

 

 

 

 

Substrat Verim (%) e.e (%) 

1- feniletanol 12 17 (R) 

29 43 (R) 

44 86 (R) 

51 99 (R) 

1-(2-Furyl)ethanol 50 96 (R) 

1-(o-Chlorophenyl)ethanol 13 14 (R) 

1-(m- Chlorophenyl)ethanol 52 97 (R) 

1-(p- Chlorophenyl)ethanol 46 74 (R) 

1-(o-Methylphenyl)ethanol 28 37 (R) 

1-(m- Methylphenyl)ethanol 50 99 (R) 

1-(p- Methylphenyl)ethanol 50 97 (R) 

1-(p-Methoxyphenyl)ethanol 50 99 (R) 

1-(o,p-Dichlorophenyl)ethanol 1 - 

1-Phenyl-2-propanol 44 76 (R) 

4-Phenyl-2-butanol 50 97 (R) 

1-Phenyl-1-propanol 16 17 (R) 
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Rasemik 1-feniletanolün G. candidum biyokatalizörlüğünde yükseltgenme tepkimesi 

öncelikle sulu ortamda gerçekleştirilmiştir. Sonuçlar çok düşük elde edilmiştir (%12 

verim, %17e.e). Daha sonra substratın çözünürlüğünü artırmak için hekzan ortamında 

tepkime gerçekleştirilmiş ve %43e.e ve %29 verim elde edilmiştir. Mikroorganizmaya 

tutuklama işlemi uygulanarak yüzey alanı genişletilip daha iyi etkileşim olması 

sağlanmış ve sonuçlarda yaklaşık 2 kat artış gözlenmiştir (%86ee ve %44 verim). Halen 

istenilen yüksek değerlere ulaşılamamasının nedeninin kofaktör rejenerasyonu 

eksikliğinden olabileceği düşünülerek ortama kosubstrat olarak siklohekzanon eklenmiş 

ve istenilen yüksek verim ve yüksek ee değerlerine ulaşılmıştır (%99ee ve %51 verim). 

Tüm bu koşullar sağlandıktan sonra diğer sekonder alkoller için tepkime 

gerçekleştirildiğinde bu sekonder alkoller içinde kısmen yüksek değerler elde edilmiştir. 

 

 

Şekil 3.3 rac-1-feniletanolün önceden çoğaltılmış tutuklanmış G.candidum  

    biyokatalizörlüğünde hekzanda ve katkı maddesi olarak siklohekzanon     

    eşliğinde yükseltgenme tepkimesinin mekanizması  
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Çizelge 3.5 G. candidum IFO4597 biyokatalizörlüğünde indirgenme tepkimesi 

                    

 

 

Ketonların suda çözünürlüğü alkollerden daha düşük olduğu için indirgenme tepkimesi 

hekzan ortamında gerçekleştirilmiş, fakat düşük sonuçlar elde edilmiştir. Yükseltgenme 

tepkimesinde olduğu gibi daha yüksek değerler elde etmek için tutuklama işlemi ve 

kosubstrat eklenerek bu işlemler sonucunda istenilen değerlere (%99e.e ve %73 verim) 

ulaşılmıştır. Bu koşullarda diğer ketonlarında indirgenme tepkimeleri incelenmiş ve 

bazılarında yüksek e.e elde edilmesine rağmen bazı ketonlarda düşük verim elde 

edilmiştir.  

 

 

Substrat Verim (%) e.e (%) 

Asetofenon  52 28 (R) 

2 - 

73 99 (S) 

2-Acetylfuran 81 99 (S) 

o-Chloroacetophenone 99 99 (S) 

m- Chloroacetophenone 88 99 (S) 

p- Chloroacetophenone 41 92 (S) 

o-Methylacetophenone 59 99 (S) 

m- Methylacetophenone 56 99 (S) 

p- Methylacetophenone 40 99 (S) 

p- Methoxyacetophenone 12 99 (S) 

o,p-Dichloroacetophenone 83 99 (S) 

1-Phenyl-2-propanone 97 99 (S) 

Benzylacetone 88 99 (S) 
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Yükseltgenme ve indirgenme tepkimelerinde hekzan ortamı kullanıldığında önceden 

çoğaltılmış tutuklanmış hücre kullanımının birçok avantajı olduğu görülmüştür; 

 

 Enantiyoseçiciliği artırmak için enzimleri izole etmeye gerek olmadığı anlaşılmıştır. 

 Tüm hücre kullanımı ile pahalı kofaktör ihtiyacına gerek kalmamıştır. 

 

G. candidum mikroorganizması biyokatalizörlüğünde indirgenme tepkimesi; 

 Süperkritik CO2; 

 XAD reçinesi; 

 Kurutulmuş hücre ortamlarında da incelenmiştir. 

 

Geotrichum candidum IFO5767 mikroorganizması biyokatalizörlüğünde indirgenme 

tepkimesinde çözücü olarak scCO2 kullanıldığında yüksek e.e değerleri elde edilmiştir. 

 

Çizelge 3.6 G. candidum IFO5767 biyokatalizörlüğünde scCO2 ortamında indirgenme   

                 tepkimesi 
 
 

Reaksiyon 

 

Konfig. 

 

G.candidum 

 

Hücre 

 

Tutuklama 

 

Çözücü 

 

Katkı 

maddesi 

 

İndirgenme 

 

S 

 

IFO 5767 

 

Önceden 

çoğaltılmış 

 

+ 

 

Süperkritik 

CO2 

 

2-propanol 

 

İndirgenme tepkimesinde ek bir alkol ya da organik çözücü eklenmeden XAD reçinesi 

ile sistemde elde edilecek sonuçlar araştırılmıştır. Oksijen atmosferinde XAD ile çok iyi 

sonuçlar (%36 verim, %10 e.e) elde edilmezken; argon atmosferinde XAD ile iyi 

sonuçlar (%94 verim, %81 e.e) elde edilmiştir. 

 

 

 

 



33 
 

Çizelge 3.7 G. candidum IFO4597 biyokatalizörlüğünde XAD ortamında indirgenme  

                tepkimesi 
 

 XAD ile indirgenme XAD olmadan indirgenme 

Substrat  Verim (%) e.e (%) Verim (%) e.e (%) 

4-Methyl-2-pantanone 19 86 (R) 82 99 (S) 

2-Octanone 36 60 (S) 82 99 (S) 

Asetofenon 36 10 (S) 6 69 (S ) 

Asetofenon 94 81 (S) 79 99 (S) 

Methyl phenoxymethyl ketone 99 4 (S) 86 99 (S) 

 

 

İndirgenme tepkimesinde G. candidum IFO4597 biyokatalizörlüğünde kurutulmuş 

hücre etkisine bakılmıştır. Kurutulmuş hücre ile gerçekleştirilen indirgenme 

tepkimesinde yüksek verim (% 89) ve yüksek e.e (% 99 e.e (S-) ) değerleri elde 

edilmiştir. 

 

Çizelge 3.8 G. candidum IFO4597 biyokatalizörlüğünde kurutulmuş hücre ortamında   

                 indirgenme tepkimesi 
 
Reaksiyon Konfig. G.candidum Hücre Tutuklama Çözücü Katkı maddesi 

İndirgenme S IFO 4597 Kurutulmuş  - Tampon  NAD(P)
+
 ve 2-

propanol veya 

siklopentanol 

 

 

Voss vd. (2007) bir sekonder alkol olan; rac-2-dekanolün biyokatalitik 

derasemizasyonunu; indirgenme ve yükseltgenme tepkimlerinde her iki adımda tek 

biyokatalizör ile tek bir biyoreaktörde gerçekleştirip, vereceği sonuçlar incelenmiştir. 

Bunun için Rhodococci spp. türlerinin liyofilize hali kullanılmıştır.  
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Şekil 3.4 rac-2-dekanolün derasemizasyonu 

 

Kofaktör rejenerasyonu için yükseltgenme basamağında ortama kosubstrat olarak  

aseton eklenmiş; indirgenme basamağında kosubstrat olarak  2-propanol eklenmiştir. 

 

Çizelge 3.9 Rhodococci liyofilize hücreleri biyokatalizörlüğünde rac-2-dekanolün   

                 derasemizasyonu 
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rac-2-dekanolün Rhodococci liyofilize hücreleri biyokatalizörlüğünde 

derasemizasyonunda  yükseltgenme basamağında kullanılan mikroorganizmaların çoğu 

seçimli davranmışlardır. Yükseltgenme basamağında ortama çeşitli derişimlerde aseton 

eklenerek tepkime gerçekleştirilmiştir. 16h süre sonunda yükseltgenme tamamlanarak 

indirgenme tepkimesi için ortama 2-propanol eklenmiştir. İndirgenme basmağında 

Rhodococci liyofilize hücrelerinin hepsi S-seçimli davranmış ve en iyi sonuç R. rubber 

DSM 44541 liyofilize hücresi ile %70 verim %93 ee elde edilmiştir.  

 

Derasemizasyon prosesinde daha iyi sonuç elde etmek için üç farklı strateji geliştirilmiş: 

 Çeşitli biyoreaktörler incelenmesi, 

 1. basamaktan sonra buharlaştırma yapılması, 

 Farklı reaksiyon koşulları incelenmesi pH, sıcaklık gibi. 

 

Çizelge 3.10 Çeşitli biyoreaktörlerle derasemizasyon işlemi  
 

Biyoreaktör Yükseltgenme sonrası verim 

(%) 

İndirgenme sonrası e.e 

(%) 

Eppendorf tube (1,5ml) 75 73 (S) 

Glass vial (8ml) 97 94 (S) 

GC-vial  (1,5ml) 87 72 (S) 

 

rac-2-dekanolün yükseltgenme ve indirgenme tepkimelerinde Eppendorf tube, Glass 

vial ve GC-vial biyoreaktörleri kullanılmıştır. Yapılan çalışmada 8ml Glass vial 

biyoreaktörü ile gerçekleştirilen  yükseltgenme ve indirgenme tepkimeleri sonucunda  

% 97 verim ve % 94 e.e elde edilmiştir. rac-2-dekanolün derasemizasyon tepkimesi için 

8ml Glass vial biyoreaktörü ile yüksek sonuçlar elde edilmiştir. 
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 : Aseton uzaklaştırılmadan 

 : Aseton uzaklaştırıldıktan sonra 

 

Şekil 3.5 Rhodococcus ruber DSM 44541 biyokatalizörlüğünde yükseltgenme  

                basamağından sonra buharlaştırma uygulanması 

 

Yükseltgenme basamağında ortama kosubstrat olarak eklenen asetonun; 

yükseltgenmeden sonra buharlaştırma işlemi ile ortamdan uzaklaştırılmasının etkisi 

incelenmiştir.  

 

Bu şekilde sisteme bir işlem daha eklendiğinden derasemizasyon sanki üç basamaklı 

gibi;  yükseltgenme-buharlaştırma-indirgenme haline dönüşmüştür. Ortamdan aseton 

uzaklaştırıldıktan sonra elde edilen e.e değerlerinde artış gözlenmiştir ve asetonun 

uzaklaştırılması derasemizasyon prosesine olumlu yönde etki yapmıştır. 

 

Çizelge 3.11 rac-2-dekanolün  Rhodococcus ruber DSM 44541 biyokatalizörlüğünde  

                    derasemizasyonunda farklı sıcaklık ve pH değerlerinin incelenmesi 
 

Sıcaklık (°C) pH Verim (%) e.e (%) 

30 2 74 72 (S) 

30 6 73 72 (S) 

30 7,5 73 72 (S) 

30 8,5 75 74 (S) 

30 10 73 71 (S) 

30 12 76 70 (S) 

25 7,5 39 67 (S) 

30 7,5 27 72 (S) 

40 7,5 34 89 (S) 
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Biyokatalitik reaksiyon için farklı pH ve farklı sıcaklık değerleri incelenerek optimum 

koşullar belirlenmeye çalışılmıştır. Genelde enatiyoseçicilik üzerine pH’ ın etkisi 

yoktur, sıcaklığın etkisi olabilir. Burda da sıcaklığın artırılması derasemizasyon 

işleminde pozitif etki yaparken; pH’ ın artırılması sonucunda ee değerlerinde bir 

değişiklik gözlenmemiştir. En iyi sonuçlar; T= 40°C ve pH= 7,5 koşullarında elde 

edilmiştir. 

 

Li vd. (2010) rac-1-feniletanolün derasemizasyonu yani (R)-1-feniletanolün (S)-1-

feniletanole stereoinversiyonu tek bir rektörde ; ters stereoseçimlilik gösteren 

Microbacterium oxydans ECU2010 ve Rhodotorula sp. AS2.2241 mikroorganizmaları 

(tüm hücre) biyokatalizörlüğünde; enantiyoseçimli yükseltgenme ve stereoseçimli 

indirgenme tepkimelerinin ard arda yapılmasıyla gerçekleştirilmiştir.  

 

 

 

Şekil 3.6 rac-1-feniletanolün M. oxydans ve Rhodotorula sp. biyokatalizörlüğünde  

               derasemizasyonu 

 

Derasemizasyon prosesinde tüm hücre kullandıklarından dolayı;  kofaktör 

rejenerasyonu hücre içerisinde gerçekleşmiş ve sisteme ek pahalı kofaktör veya 

oksidoredüktaz eklemeye gerek kalmamıştır.  

 

Öncelikle  liyofilize  Microbacterium oxydans ECU2010 ve Rhodotorula sp. AS2.2241 

mikroorganizmaları araştırılmıştır. Liyofilize hücreler ile gerçekleştirilen 

derasemizasyon sonucunda tatmin edici değerler elde edilememiştir. Elde edilen verim 

ve e.e sonuçları orta değerdedir. Liyofilizasyon işleminde hücre içi kofaktör 
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rejenerasyonunun etkilenebileceği düşünülmüştür. Derasemizasyonun taze hücrelerle 

yapılması uygun bulunmuştur. 

 

Çizelge 3.12 Microbacterium oxydans ECU2010 ve Rhodotorula sp. AS2.2241  

                    mikroorganizmaları biyokatalizörlüğünde (R)-1-feniletanolün (30mM)  

                    stereoinversiyonu 
 

 

Substrat 

 

Konsantrasyon 

(mM) 

 

M. oxydans 

ECU 2010 

(gL
-1

) 

 

Rhodotorula 

sp. AS2 2241 

(gL
-1

) 

 

Zaman 

(h) 

 

Verim 

(%) 

 

e.e 

(%) 

 

(R)-1-

feniletanol  

 

30 

 

20 

 

180 

 

32 

 

97,2 

 

99 

 

(R)-1-

feniletanol  

 

50 

 

20 

 

180 

 

48 

 

85,1 

 

93 

 

 

Şekil 3.7 (R)-1-feniletanolün zamanla stereoinversiyonu 

                   (Analizler GC’de yapılmıştır; 1-feniletanol (1a); Asetofenon (2a)) 

 

Substrat olarak 30mM (R)-1-feniletanol kullanıldığında Microbacterium oxydans 

ECU2010 ve Rhodotorula sp. AS2.2241 mikroorganizmaları biyokatalizörlüğünde 32h 

tepkime süresi sonunda %97 verim ve %99 e.e elde edilmiştir.  
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Daha yüksek ürün derişimi elde etmek için 50mM substrat derişimi incelenmiştir. Fakat 

substrat derişimi artırıldığında dönüşüm daha geç (48h tepkime süresi) gerçekleşmiş, 

%85,1 verim ve %93 e.e değerleri elde edilmiştir. 

 

Çizelge 3.13 Microbacterium oxydans ECU2010 ve Rhodotorula sp. AS2.2241  

                   mikroorganizmaları biyokatalizörlüğünde rac-1-fenil etananolün (30mM)  

                   stereoinversiyonu 
 

 

Substrat 

 

Konsantrasyon 

(mM) 

 

M. oxydans 

ECU 2010 

(gL
-1

) 

 

Rhodotorula sp. 

AS2 2241 

(gL
-1

) 

 

Zaman 

(h) 

 

Verim 

(%) 

 

e.e 

(%) 

 

rac-1-

feniletanol  

 

30 

 

20 

 

180 

 

24 

 

98,2 

 

99 

 

rac-1-

feniletanol  

 

70 

 

30 

 

270 

 

32 

 

96,7 

 

99 

 

 

Şekil 3.8 rac-1-feniletanolün zamanla stereoinversiyonu 

                  (Analizler GC’de yapılmıştır; 1-feniletanol (1a); Asetofenon (2a)) 

 

 

İkinci aşamada substrat olarak rac-1-feniletanol kullanıldığında R-enantiyomeri 8h 

sonra ilgili ketona yükseltgenmiştir. Oluşan keton S-enantiyomerine indirgenmiş ve S-

enantiyomerinin değeri 16h -32h süreleri arasında değişmemiştir.  
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Sonuç olarak da S-enantiyomeri %99 e.e ve %98 verimde elde edilmiştir. 15mM 

substrat derişiminde yükseltgenme basamağının daha hızlı gerçekleştiği sonucuna 

varılmıştır. Daha yüksek ürün derişimi elde etmek için substrat derişimi artırıldığında 

yine dönüşüm geç gerçekleşmiş ve verim düşmüştür.  

 

Derasemizasyon prosesinde Microbacterium oxydans ECU2010 mikroorganizması 

biyokatalizörlüğünde sadece yükseltgenme basamağının vereceği sonuçlar 

incelenmiştir. rac-1-feniletanol için %49,9 verim ve %99 e.e elde edilmiştir. Aynı 

mikroorganizma ile farklı substratlar incelendiğinde, hepsinde R-enantiyomeri 

yükseltgenmiş; %99 e.e’ta S-enantiyomeri ve %49,9 verim elde edilmiştir.  

 

Çizelge 3.14 Microbacterium oxydans ECU2010 mikroorganizması     

                   biyokatalizörlüğünde aril sekonder alkollerin seçici yükseltgenmesi 
 

 

Substrat 

 

Zaman (h) 

 

Verim (%) 

 

e.e (%) 

 

Konfigürasyon  

 

 

rac-1-feniletanol 

 

24 

 

49,9 

 

99 

 

S 

 

rac-1-(p-nitro-fenil)-etanol 

 

24 

 

49,9 

 

99 

 

S 

 

rac-1-(p-kloro- fenil)-etanol 

 

24 

 

49,9 

 

99 

 

S 

 

rac-1-(p-bromo- fenil)-etanol 

 

24 

 

49,9 

 

99 

 

S 

 

rac-1-(2-naftil)-etanol 

 

24 

 

49,9 

 

99 

 

S 

 

rac-1-piridin-3-naftil-etanol 

 

40 

 

49,9 

 

99 

 

S 
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Son olarak rac-1-feniletanol ile birlikte çeşitli aril sekonder alkollerin  Microbacterium 

oxydans ECU2010 ve Rhodotorula sp. AS2.2241 mikroorganizmaları 

biyokatalizörlüğünde derasemizasyon tepkimesi incelenmiştir. Substrat rac-1-feniletanol 

için derasemizasyon tepkimesi sonucunda %95 verim ve %99 e.e değerleri elde 

edilmiştir. Diğer sekonder alkoller içinde Microbacterium oxydans ECU2010 ve 

Rhodotorula sp. AS2.2241 mikroorganizmaları gerçekleştirilen derasemizasyon 

tepkimesi sonucunda yüksek verim ve yüksek e.e değerleri elde edilmiştir. İncelenen 

çalışmada Microbacterium oxydans ECU2010 ve Rhodotorula sp. AS2.2241 

mikroorganizmaları ard arda yükseltgenme ve indirgenme tepkimelerini katalizleyerek 

derasemizasyon tepkimesi için başarılı sonuçlar vermiştir. 

 

Çizelge 3.15 Çeşitli sekonder alkollerin Microbacterium oxydans ECU2010 ve   

                   Rhodotorula sp. AS2.2241 mikroorganizmaları (önceden çoğaltılmış)  

                   biyokatalizörlüğünde derasemizasyonu 

  

 

Substrat 

 

Verim (%) 

 

e.e (%) 

 

Konfigürasyon  

 

rac-1-feniletanol 

 

95,1 

 

99 

 

S 

 

rac-1-(p-nitro-fenil)-etanol 

 

98,2 

 

99 

 

S 

 

rac-1-(p-kloro- fenil)-etanol 

 

99 

 

99 

 

S 

 

rac-1-(p-bromo- fenil)-etanol 

 

98,1 

 

99 

 

S 

 

rac-1-(2-naftil)-etanol 

 

86,5 

 

99 

 

S 

 

rac-1-piridin-3-naftil-etanol 

 

99 

 

99 

 

S 
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

4.1 Materyal 

 

4.1.1 Mikroorganizma 

 

Çalışmada ticari olarak sağlanan Lactobacillus kefir NRRL B-183 ve Rhodotorula 

glutinis DSM 70398 mikroorganizmaları ile Pakmaya yaş hamur mayası biyokatalizör 

olarak kullanılmıştır.  

 

4.1.2 Kimyasallar 

 

Derasemizasyon tepkimesinde kullanılan tüm kimyasallar analitik saflıkta olup Sigma, 

Riedel ve Merck’ten temin edilmiştir. Kullanılan kimyasalların isimleri ve bazı 

özellikleri Ek 1 ve Ek2’de verilmiştir. 

 

4.2 Yöntem 

 

4.2.1 Rasemik 1-feniletanolün biyokatalitik derasemizasyonu ile enantiyomerik    

         saflıkta 1-feniletanol üretimi 

 

4.2.1.1 Mikroorganizma üretim koşulları 

 

Çevreye zarar vermemesi, ılımlı koşullarda yüksek hızda tepkime vermesi ve seçici 

olmasından dolayı enantiyomerlerin elde edilmesinde biyokatalizörler tercih 

edilmektedir. Çalışmada yükseltgenme basamağında kullanılacak Lactobacillus kefir ve   

indirgenme basamağında kullanılacak Rhodotorula glutinis mikroorganizmaları için 

besi ortamları hazırlanmıştır. Steril koşullarda üretilen mikroorganizmalar 

santrifüjlenerek tepkime ortamına eklenmiştir. 
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Şekil 4.1 Mikroorganizma ekimi 

 

4.2.1.2 Sıvı üretim koşulları 

 

Rasemik 1-feniletanolün yükseltgenme tepkimesi için alkol dehidrojenaz kaynağı olarak 

R-seçimli Lactobacillus kefir NRRL B-1839 mikroorganizması kullanılmıştır. 

Mikroorganizma üreme ortamının bileşimi çizelge 4.1’de görülmektedir. pH’ı  7’ye 

ayarlanan ortama 1/10 oranında aşılanan Lactobacillus kefir, 48 saat boyunca, 35
o
C’de 

orbital çalkalayıcıda çoğaltılmıştır. 

 

Çizelge 4.1 Lactobacillus kefir NRRL B-1839’a ait üreme ortamının bileşimi 

Kimyasal  Miktarı, g/L 

Glikoz.H2O  22 

Kazein pepton  10 

Sodyum asetat  5 

Et özütü  10 

Maya özütü  5 

Tween 80  1 

K2HPO4  2 

MgSO4.7H2O  0.2 

MnSO4.H2O  0.05 
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Asetofenonun indirgenme tepkimesi için alkol dehidrojenaz kaynağı olarak S-seçimli 

Rhodotorula glutunis DSM 70398 mikroorganizması kullanılmıştır. Mikroorganizma 

üreme ortamının bileşimi çizelge 4.2’de görülmektedir. Üreme ortamına 1/10 oranında 

aşılanan Rhodotorula glutunis, 48 saat boyunca, 30
o
C’de orbital çalkalayıcıda 

çoğaltılmıştır. 

 

Çizelge 4.2 Rhodotorula glutunis DSM 70398 ‘e ait üreme ortamının bileşimi 

Kimyasal  Miktarı, g/L 

Maya özütü  3 

Malt özütü  3 

Pepton  5 

Glikoz 10 

 

4.2.1.3 Katı üretim koşulları 

 

Rhodotorula glutunis DSM 70398 mikroorganizması öncelikle petri kaplarında 

hazırlanan katı besi ortamında çoğaltılmıştır. Katı besi ortamında çoğaltılan 

Rhodotorula glutunis DSM 70398 mikroorganizması sıvı besi ortamına öze ile ekim 

yapılarak üretilmiştir. 

 

Çizelge 4.3 Rhodotorula glutunis DSM 70398 ‘e e ait katı üreme ortamının bileşimi 

Kimyasal  Miktarı, g/L 

Maya özütü  3 

Malt özütü 3 

Pepton  5 

Glikoz 10 

Agar  15 
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4.2.1.4 Substrat çözeltisinin hazırlanması 

 

Substratın tepkimeye girebilmesi için öncelikle uygun bir çözücüde çözünmesi 

gereklidir. Çalışmada kullanılacak rac-1-feniletanol ve asetofenon MTBE’de çözülerek 

tepkime ortamına eklenmiştir. 

 

4.2.1.5 Biyotransformasyon ortamı 

 

Biyokatalizörler ile enantiyomerlerin elde edilmesinde yaygın olarak kullanılan 

rezolüsyon yönteminin düşük verim (%50)  sınırlamasını gidermek amacıyla, 

rezolüsyon tekniklerine alternatif olarak  %100 verim elde edilebilen derasemizasyon 

yöntemi geliştirilmiştir. Deneysel çalışmada çeşitli derasemizasyon yöntemleri 

içerisinde stereoinversiyon yöntemi kullanılmıştır. 

 

Çalışmada (S)-1-feniletanolü elde etmek amacıyla yükseltgenme ve indirgenme 

basamakları öncelikle teker teker incelenmiştir. Optimum koşullar belirlendikten sonra 

toplu tepkime gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.2) . 

 

 

Şekil 4.2  rac-1-feniletanolün derasemizasyon tepkimesi 
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Şekil 4.3 Yükseltgenme, indirgenme ve derasemizasyon tepkimelerinde izlenen adımlar 

 

Tepkimeler 250ml’lik kesikli biyoreaktörlerde 10ml çalışma hacminde pH kontrollü 

0,05M tris-HCl tamponunda, sıcaklık (30°C) ve karıştırma hızı kontrollü orbital 

çalkalayıcılarda yapılmıştır.  

 

İlk olarak 1-feniletanolün rasemik karışımı ve R-seçimli Lactobacillus kefir kullanılarak 

ardışık tepkimenin ilk basamağı olan yükseltgenme tepkimesi incelenmiştir. 
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Yükseltgenme tepkimesi biyotransformasyon ortamı: 

 

                                            250 ml biyoreaktör 

Şekil 4.4 Yükseltgenme tepkimesi biyotransformasyon ortamı 

 

Yükseltgenme tepkimesinde Lactobacillus kefir mikroorganizması biyokatalizörlüğünde 

substrat rac-1-feniletanolde bulunan (R)-1-feniletanolün, asetofenona dönüşmesi için 

deneysel çalışmalar yapılmıştır. Her iki adımda da dışarıdan kofaktör eklenmeden hücre 

içerisinde kofaktör rejenerasyonu yapılmıştır. Yükseltgenme tepkimesinde kosubstrat 

olarak oksijen kullanılarak kofaktör rejenerasyonu gerçekleştirilmiştir. Bunun için 

tepkime hacminden daha büyük biyoreaktör kullanılarak ortamdaki oksijenden 

yararlanılmıştır. Biyotransformasyon ortamına öncelikle santrifüjlenen Lactobacillus 

kefir (havalı+ hava kısıtlamalı) eklenerek tampon ortamında karıştırılmıştır. Daha sonra 

substrat eklenerek tepkime başlatılmıştır. Biyoreaktörler 30°C, 180 rpm karıştırma 

hızında orbital çalkalayıcılara konulmuştur. 

 

Yükseltgenme tepkimesinden sonra ikinci basamak olan indirgenme tepkimesi için 

incelemeler yapılmıştır. 
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İndirgenme tepkimesi biyotransformasyon ortamı: 

 

 

                                            250 ml biyoreaktör 

Şekil 4.5 İndirgenme tepkimesi biyotransformasyon ortamı 

 

İndirgenme tepkimesinde Rhodotorula glutinis mikroorganizması biyokatalizörlüğünde 

substrat asetofenonun, (S)-1-feniletanole dönüşmesi için deneysel çalışmalar 

yapılmıştır. Kofaktör rejenerasyonunun gerçekleşmesi için ortama kosubstrat olarak 

glikoz eklenmiştir. Öncelikle tepkime ortamına santrifüjlenen Rhodotorula glutinis 

mikroorganizması eklenerek tampon ile karıştırılmıştır. Daha sonra kosubstrat olarak 

kullanılacak glikoz tamponda çözünerek eklenmiştir. En son; substrat asetofenon 

eklenerek tepkime başlatılmıştır. Biyoreaktörler 30°C, 180 rpm karıştırma hızında 

orbital çalkalayıcılara konulmuştur. 

 

İki adımda incelendikten sonra; R-seçimli Lactobacillus kefir ve S-seçimli Rhodotorula 

glutunis mikroorganizmaları kullanılarak tepkime toplu halde gerçekleştirilmiştir. 
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Derasemizasyon tepkimesi biyotransformasyon ortamı: 

 

 

                                   250 ml biyoreaktör 

Şekil 4.6 Derasemizasyon tepkimesi biyotransformasyon ortamı 

 

Derasemizasyon tepkimesinde öncelikle iki adım için belirlenen koşullar baz alınarak 

çalışmalar yapılmıştır. Tepkime ortamına ilk olarak santrifüjlenmiş Lactobacillus kefir 

eklenerek tampon ortamında karıştırılmış; ardından santrifüjlenmiş Rhodotorula 

glutunis tampon ortamında karıştırılarak eklenmiştir. İndirgenmenin gerçekleşmesi için 

gerekli olan glikoz tamponda çözülerek eklenmiş ve son olarak substrat rac-1-

feniletanol eklenerek tepkime başlatılmıştır.  

 

4.2.1.6 Tepkime sonlandırma 

 

Tepkimeler belli süreler sonunda etil asetat ile sonlandırılarak tepkime ortamındaki 

maddeleri organik faza çekmek için ekstraksiyon işlemi uygulanmış ve işlem sonunda 

ortamdaki organik çözücü etil asetat döner buharlaştırıcı ile uzaklaştırılmıştır. Organik 

ve sulu fazlar ayrıldıktan sonra, organik faz yüksek basınçlı sıvı kromatografi (HPLC) 

ile analiz edilmiştir.  
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Şekil 4.7 Deneysel çalışma adımları 

 

4.2.1.7 Analiz yöntemi 

 

Tepkime sonunda organik ve sulu fazlar ayrıldıktan sonra organik faz yüksek basınç 

sıvı kromatografi ile analiz edilmiştir. Ürün analizi; taşıyıcı faz olarak, hegzan/2-

propanol (95/05) kullanılarak 0.90 mL/dk akış hızı, 10 μL enjeksiyon hacmi, 30°C, 

Chiralcell OB kolonunda (4.6 mm x 50 mm, Daicel Chemical Ind. Ltd. France) 254nm 

UV dedektör ile gerçekleştirilmiştir. Chiralcell OB kolonunda; asetofenon, (R)-1-

feniletanol ve (S)-1-feniletanol farklı kalma sürelerinde kolonu terk etmektedir. 

Çalışmada hem asetofenon hem de (R)-1-feniletanol ve (S)-1-feniletanol analizlenmiştir 

ve kalibrasyon doğruları oluşturulmuştur (EK 3-6) . Bu koşullarda gerçekleştirilen 

analize ait kromatogramlar EK 7-8’de verilmiştir. 
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5. BULGULAR VE TARTIŞMA 

 

5.1 Derasemizasyon Tepkimesi İle Enantiyomerik Saflıkta 1-feniletanol Üretimi 

 

Enantiyomerik saflıkta (S)-1-feniletanol; ilaç yapımında kullanılan bir girdi olması 

nedeniyle biyokimya alanında önemli bir yere sahiptir.  Bu çalışmada yükseltgenme ve 

indirgenme basmaklarının arda arda tek biyoreaktörde yapılmasıyla derasemizasyon 

tepkimesi gerçekleştirilmiştir. Derasemizasyon tepkimesi ile Alzheimer ilaçlarının 

yapımında kullanılan bir girdi olan (S)-1-feniletanolün  %100 dönüşüm ve %100 

enantiyomerik aşırılıkta üretimi gerçekleştirilmeye çalışılmıştır. Yüksek dönüşüm ve 

yüksek enantiyomerik saflık elde edilebilmesi için çeşitli parametrelerin etkisi 

incelenerek istenilen hedefe ulaşılmak istenmiştir. 

 

Derasemizasyon tepkimesini gerçekleştirebilmek için öncelikle yükseltgenme ve 

indirgenme basamakları ayrı ayrı ele alınmıştır. Çeşitli parametrelerin etkisi incelenerek 

yükseltgenme ve indirgenme basamakları için optimum koşullar belirlenmiştir. Elde 

edilen değerler birleştirilerek derasemizasyon tepkimesi gerçekleştirilmiştir. Tepkime 

sistemleri için yapılan örnek hesaplamalar EK 10’da verilmiştir. 

 

5.1.1 Yükseltgenme tepkimesi için yapılan deneyler 

 

Literatür araştırmasında enzim kaynağı olarak kullanılan Lactobacillus kefir’in, (R)-

enantiyomer açısından yüksek enantiyoseçimlilik ( %99 ) verdiği görülmüştür.  Bu 

araştırmadan yola çıkılarak yükseltgenme basamağı için Lactobacillus kefir 

mikroorganizması kullanılmıştır. Yükseltgenme tepkimesinde substrat olarak rac-1-

feniletanol kullanılmaktadır. Rac-1-feniletanol %50 R-alkol ve %50 S-alkol 

içermektedir. Bu adımda amaç; sadece R-alkolün asetofenona yükseltgenmesidir. R-

alkolün asetofenona istenilen dönüşüm (%50) ve enantiyomerik saflıkta (%100) 

yükseltgenmesi için gerekli parametreler incelenerek optimum koşullar belirlenmiştir.  
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Şekil 5.1 rac-1-feniletanolün yükseltgenme tepkimesi 

 

Tepkime sonunda R-alkolün asetofenona yükseltgenmesi ile ortamda %50 asetofenon 

oluşurken S-alkol tepkimeye girmemektedir.  

 

5.1.1.1 Havalı/Hava Kısıtlamalı üreme ortamı etkisi 

 

Yükseltgenme tepkimesi deneylerinde Lactobacillus kefir hücreleri 48 saat boyunca  

35°C’de orbital çalkalayıcıda çoğaltılmıştır. Üreyen mikroorganizmalar 4500 rpm, 

4°C’de 10 dakika santrifüjlennmiştir. 48h üreme süresi sonunda orbital çalkalayıcıdan 

alınan mikroorganizmalar santrifüjlenmiştir. Sanrifüjlenen mikroorganizmalar ile  

MTBE’de  çözünen substrattan (rac-1-feniletanol) belirli derişimlerde alınarak tepkime 

ortamına eklenmiştir. Tepkime 0,05M Tris-HCl tampon ortamında gerçekleştirilmiştir.  

 

Yükseltgenme tepkimesinde Lactobacillus kefir ADH ve NADH oksidaz enzim kaynağı 

olarak kullanılmaktadır. ADH enziminin ihtiyacı olan kofaktörün (NAD
+
) tepkime 

ortamında tükenmemesi için kofaktör döngüsü yapılmıştır. Bunun için 

biyotransformasyon ortamında kosubstrat olarak O2 kullanılmıştır. Tepkime hacmi 10ml 

olduğu için 250ml biyoreaktör kullanılarak O2 ihtiyacı karşılanmıştır. Oksijen NADH 

oksidaz enziminin katalitik etkisiyle H2O2’ye dönüşürken, NADH’ıda NAD
+
 ‘a 

indirgemektedir.  
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Geueke vd. (2003) ADH enziminin oksijensiz (hava kısıtlamalı) ortamda üretilen 

mikroorganizmalarda aktivitesinin daha yüksek olduğunu; NADH oksidaz enziminin ise 

oksijenli (havalı) ortamda üretilen mikroorganizmalarda aktivitesinin daha yüksek 

olduğunu tespit etmiştir.  

                

Tepkimenin gerçekleşmesinde gerekli olan bu iki enziminde hangi koşullarda daha iyi 

sonuç vereceği araştırıldı. Bunun için oksijenli ortamda üretilmiş kefir; oksijensiz 

ortamda üretilmiş kefir ve hem oksijenli hem oksijensiz ortamda üretilmiş kefirden 

belirli hücre derişimlerinde (C L.kefir =200g/L) tepkime ortamına (CS0 =1mM, pH=8 

(0,05M) Tris-HCl tamponu, T=30°C) eklendi. Yapılan deneyde ulaşılan % dönüşüm (X) 

ve % enantiyomerik aşırılık değerleri şekil 5.2’de verilmiştir. 

 

 

Şekil 5.2 Hücre üreme ortamının tepkime sistemine etkisi 

              (Cso =1mM, C L.kefir =200g/L, t=24h, pH=8 (0,05M) Tris-HCl tamponu,  T=30°C,  

                   KH=200 rpm )  
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Lactobacillus kefir’in üretildiği ortamın ADH ve NADH oksidaz aktivitesine etkisi için 

yapılan deneyde literatürde yapılan araştırmaya paralel bir sonuç elde edilmiştir. Şekil 

5.2’de 1mM başlangıç substrat derişiminde oksijensiz (hava kısıtlamalı) ortamda 

üretilmiş kefirden,  200g/L hücre derişiminde tepkime ortamına eklendiğinde düşük 

dönüşüm (%19) ve düşük enantiyomerik aşırılık (%3,43) elde edilmiştir. Aynı şekilde 

oksijenli (havalı) ortamda üretilmiş kefirden,  200g/L hücre derişiminde tepkime 

ortamına eklendiğinde de yine istenilen sonuca tam ulaşılamamıştır (%35 dönüşüm, 

%85 enantiyomerik aşırılık). Çünkü her iki ortamda da ADH ve NADH oksidaz ihtiyacı 

tam karşılanmamıştır. Elde edilen düşük sonuçların aksine her iki ortamdan da (havalı/ 

hava kısıtlamalı) eşit miktarda 100g/L havalı ortamda üremiş kefir, 100g/L hava 

kısıtlamalı  ortamda üremiş kefir alınıp tepkime ortamına eklendiğinde yüksek dönüşüm 

(%48) ve yüksek enantiyomerik aşırılık (%97) elde edilmiştir. Bu sonuçla; hem 

oksijenli ortamda üremiş kefirden alınarak yüksek NADH oksidaz aktivitesi sağlanmış, 

hem de oksijensiz ortamda üremiş kefirden alınarak yüksek ADH aktivitesi 

sağlanmıştır. Bundan sonraki yapılacak deneyler için, Lactobacillus kefir 

mikroorganizması hem oksijenli hem de oksijensiz ortamlarda ayrı ayrı üretilerek; her 

iki ortamda üretilmiş Lactobacillus kefir mikroorganizmasından alınarak tepkime 

ortamına eklenmiştir. 

 

5.1.1.2 pH etkisi 

 

Mikroorganizmaların gelişimini ve aktivitesini belirleyen önemli faktörlerden birisi de 

pH' dır. Ortamın asidik veya bazik oluşu, enzimleri etkiler. Bu durumda tepkime 

ortamında optimum pH değerinin belirlenmesi gerekmektedir. 

 

Enantiyomerik saflıkta (S)-1-feniletanol üretimi için incelenen yükseltgenme 

basamağında değişik pH’larda hazırlanan Tris-HCl tamponu (pH = 6 Tris-HCl tamponu, 

pH =7 Tris-HCl tamponu, pH = 8 Tris-HCl tamponu) ile pH etkisi incelenmiştir.  
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Şekil 5.3 pH’ın % dönüşüm ve % e.e’ye  etkisi 

              (Cso =1mM, C L.kefir =200g/L (havalı+ hava kısıtlamalı), t=24h, (0,05M) Tris- HCl tamponu,     

                   T=30°C, KH=200 rpm)  

 

 

Tepkimenin 24h süre sonunda sonlandırılmasından sonra,  pH=8 değerindeki 0,05M 

Tris-HCl tamponu ile istenilen enantiyoseçimlilikte R-, % 97 enantiyomerik aşırılıkta ve 

%48 dönüşüm değerinde iyi bir sonuç elde edilmiştir. Tepkime sisteminde 

yükseltgenme basamağı için kullanılacak 0,05M Tris-HCl tamponunun optimum pH 

değeri 8 olarak belirlenmiştir. 

 

5.1.1.3 Hücre (Lactobacillus kefir) derişimi etkisi 

 

Lactobacillus kefir mikroorganizması biyokatalizörlüğünde gerçekleştirilen 

yükseltgenme tepkimesi için optimum koşulların belirlenmesinde yapılan ilk iki 

çalışmada 1mM başlangıç substrat derişiminde çalışılmıştır. Yüksek ürün derişimi elde 

edebilmek için yüksek substrat derişimlerinde çalışılması gerekmektedir. 5mM substrat 

derişiminde hücre derişiminin etkisi araştırılmıştır. Hücre derişiminin tepkime 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

70 

80 

90 

100 

6 7 8 

%
 e

.e
, 

%
 X

 

pH 

% e.e 

% X 



56 
 

ortamında fazla bulunması kütle aktarım kısıtlamaları meydana getirirken, düşük hücre 

derişimi ise dönüşümün tam gerçekleşmemesine neden olur. Bu sebepten tepkime 

ortamında kullanılması gereken hücre derişiminin belirlenmesi gerekmektedir. 5mM 

substrat derişimde ulaşılan dönüşüm ve enantiyomerik aşırılık değerleri farklı hücre 

derişimlerinde incelenmiştir.  

 

   

 

Şekil 5.4 Hücre (Lactobacillus kefir) derişimi etkisi 

               (Cso=5mM, pH=8 (0,05M) Tris-HCl tamponu, T=30°C, t=24h, KH=200 rpm )  

 

5mM substrat derişiminde 200g/L hücre derişiminde %100 enantiyomerik aşırılık ve 

%50 dönüşüm elde edilerek optimum hücre derişimi belirlenmiştir. Hücre derişimi 

artırıldığında meydana gelen kütle aktarım kısıtlamalarından dolayı düşük sonuçlar %6 

enantiyomerik aşırılık ve %13 dönüşüm elde edilmiştir. 200g/L hücre derişimi; 

yükseltgenme tepkimesinde kullanılacak optimum L. kefir hücre derişimi olarak 

belirlenmiştir.  
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5.1.1.4 Farklı bir mikroorganizma türü maya için yapılan deneyler 

 

Yükseltgenme tepkimesinde farklı bir mikroorganizma türü olarak Pakmaya yaş hamur 

mayası kullanılmıştır. Lactobacillus kefir mikroorganizması üretimi; sterilleme koşulları 

ve üreme süresi açısından uzun bir zaman aldığından Pakmaya yaş hamur mayası ile 

denemeler yapılarak daha hızlı sonuçlar alınabilmesi düşünülmüştür.  

 

Öncelikle düşük substrat derişimi 1mM rac-1-feniletanol için değişik derişimlerde maya 

kullanılarak hücre derişimi ile ilgili inceleme yapılmıştır. 

 

 

 

Şekil 5.5 Hücre (Pakmaya yaş hamur mayası) derişimi etkisi 

              (Cso=1mM, pH=8 (0,05M) Tris-HCl tamponu, T=30°C, t=24h, KH=200 rpm)  

 

Maya hücresi kullanıldığında elde edilen sonuçlarda 200 g/L hücre derişiminde %100  

enantiyomerik aşırılık ve %50 dönüşüm elde edilmiştir.  
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Hücre derişimi belirlendikten sonra tepkime ortamı için farklı pH değerlerinde 

incelemeler yapılmıştır. 

 

 

 

Şekil 5.6 pH’ın % dönüşüm ve % e.e’ye etkisi 

               (Cso=1mM, Cmaya  =200g/L, (0,05M) Tris-HCl tamponu, T=30°C, t=24h,  

                   KH= 200 rpm)  

 

 

pH değeri için yapılan incelemede (0,05M) Tris-HCl tamponunda pH =8 değeri uygun 

bulunmuştur. Yapılan iki inceleme sonucunda (hücre derişimi ve pH) Lactobacillus 

kefir mikroorganizması ile yapılan koşullarda elde edilen sonuçlara yakın değerler elde 

edilmiştir Her iki mikroorganizma ile aynı koşullarda elde edilen sonuçların 

karşılaştırılması şekil 5.7’de görülmektedir.  
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Şekil 5.7 Lactobacillus kefir ve Pakmaya yaş hamur mayası sonuçlarının    

                karşılaştırılması 

              (Cso =1mM,  pH=8 (0,05M) Tris-HCl tamponu, T=30°C, t=24h, KH=200 rpm )  

 

 

1mM substrat derişiminde Lactobacillus kefir ve Pakmaya yaş hamur mayası ile elde 

edilen sonuçların birbirine yakın olması yükseltgenme tepkimesinde Pakmaya yaş 

hamur mayasının da kullanılabileceğini göstermiştir. Ancak yüksek ürün derişimi elde 

edilebilmesi için yüksek substrat derişiminde çalışılması gerekmektedir. Bu nedenle 

Pakmaya yaş hamur mayası ile yüksek substrat derişimleri için incelemeler yapılmıştır. 
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Şekil 5.8 Substrat derişimi etkisi 

              (Cmaya =200g/L,  pH=8 (0,05M) Tris-HCl tamponu, T=30°C, t=24h, KH=200 rpm  )   

  

 

5mM, 7mM, 10mM, 12mM farklı substrat derişimlerinde Pakmaya yaş hamur mayası 

ile yapılan deney sonucunda substrat derişimi arttığı sürece dönüşüm ve enantiyomerik 

aşırılık değerlerinde azalış gözlenmiştir. Ekmek mayası ile yüksek substrat 

derişimlerine çıkılamamıştır.  

 

Lactobacillus kefir mikroorganizması ile 5mM substrat derişiminde iyi sonuçlar elde 

edildiği için Pakmaya yaş hamur mayası kullanılarak aynı derişimde iyi sonuç elde 

edilmeye çalışılmıştır. Bunun için farklı hücre derişimlerinde Pakmaya yaş hamur 

mayası kullanılarak 5mM substrat derişiminde incelemeler yapılmıştır. 
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Şekil 5.9 Hücre derişimi etkisi 

              (Cso=5mM, pH=8 (0,05M) Tris-HCl tamponu, T=30°C, t=24h, KH=200 rpm )  

 

Farklı hücre derişimlerinde (200g/L, 300g/L, 500g/L) istenilen dönüşüm ve 

enantiyomerik aşırılık değerlerine ulaşılamamıştır. Pakmaya yaş hamur mayası 

yükseltgenme basamağında düşük substrat derişiminde (1mM) iyi sonuçlar vermiştir. 

Fakat yüksek substrat derişimlerinde istenilen dönüşümü gerçekleştirememiştir. Yapılan 

deneysel çalışmalar sonunda yüksek ürün derişimi elde edilemediği için yükseltgenme 

basamağında Pakmaya yaş hamur mayası kullanımı uygun bulunmamıştır.  

  

5.1.1.5 Yükseltgenme basamağı için optimum koşullar 

 

Rac-1-feniletanolün L.kefir mikroorganizması biyokatalizörlüğünde asetofenona 

yükseltgenmesi için yapılan deneysel çalışmalar sonunda optimum koşullar 

belirlenmiştir. 10ml tepkime hacminde, pH =8 (0,05M) Tris-HCl tampon ortamında, 

5mM substrat derişiminde ve 200g/L (havalı+havsız) L.kefir mikroorganizması 

biyokatalizörlüğünde %50 dönüşüm ve %100 enantiyomerik aşırılık elde edilmiştir. 
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Çizelge 5.1 Yükseltgenme tepkimesi için elde edilen optimum koşullar 

 

Tepkime 

 

Substrat 

 

Cso 

(mM) 

 

CL.kefir 

(g/L) 

 

pH 

 

t(h) 

 

T(°C) 

 

% X 

 

% 

e.e 

 

Yükseltgenme 

 

rac-1-

feniletanol 

 

5 

 

200 

(havalı+ hava 

kısıtlamalı) 

 

8 

 

24 

 

30 

 

50 

 

100 

(R-) 

 

5.1.2 İndirgenme tepkimesi için yapılan deneyler 

 

Kurbanoğlu vd. (2010) asetofenonun indirgenme tepkimesi için S- enantiyoseçimlilik 

gösteren Rhodotorula glutinis mikroorganizmasının kullanılabileceğini göstermiştir. Bu 

çalışmada; rac-1-feniletanolün derasemizasyon tepkimesinin ikinci basamağı olan 

indirgenme tepkimesinde, biyokatalizör olarak Rhodotorula glutinis mikroorganizması 

kullanılmıştır. Asetofenonun Rhodotorula glutinis mikroorganizması 

biyokatalizörlüğünde  (S)-1-feniletanole %100 enantiyomerik aşırılık ve %100 

dönüşümde indirgenmesi için optimum koşulları belirlemek amacıyla deneysel 

çalışmalar yapılmıştır. 

 

 

Şekil 5.10 Asetofenonun indirgenme tepkimesi 
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İndirgenme tepkimesinde substrat olarak asetofenon kullanılmaktadır. Asetofenonun 

tamamının Rhodotorula glutinis mikroorganizması biyokatalizörlüğünde (S)-1-

feniletanole dönüşmesi istenilmektedir. 

 

5.1.2.1 Tepkime ortamına kosubstrat olarak eklenen 2-propanol’ün etkisi 

 

İndirgenme tepkimesinde kullanılacak olan Rhodotorula glutinis mikroorganizması 

ADH enzimi içermektedir ve alkol dehidrojenazlar kofaktör gerektiren enzimlerdir. 

Mikroorganizma içinde yeterli miktarda enzim olsa dahi kofaktör miktarı yetersizse 

ilgili tepkimeler yürümeyecektir. Tepkimelerin devamlılığı açısından kofaktör 

rejenerasyonu son derece önemlidir. Bunun için tepkime ortamına kosubstrat olarak 2-

propanol eklenerek kofaktör rejenerasyonu gerçekleştirilmeye çalışılmıştır. ADH 

enzimini vasıtasıyla kosubstrat 2-propanol asetona dönüşürken ; indirgenmiş durumdaki 

NAD
+
 kofaktörü NADH’a yükseltgenmektedir. Bu şekilde kofaktör rejenerasyonu 

sağlanmaktadır. Fakat oluşan aseton enzim için olumsuz etki yaratabilmektedir.  

  

                     Asetofenon                      (S)-1-feniletanol 

                                       

                                     NADH               NAD
+ 

 

                           Aseton                                 2-propanol 

  (ADH) 

 

Şekil 5.11 Kosubstrat 2-propanol ile indirgenme tepkimesi 

 

Asetofenonun indirgenmesinde kosubstrat olarak 2-propanol kullanımında elde edilen 

sonuçlar şekil 5.12’de gösterilmiştir. 

 

L.kefir (ADH) 
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Şekil 5.12 Kofaktör rejenerasyonu için tepkime ortamına 2-propanol ilave edilmesi 

                (Cso= 5mM, CR.glutinis= 40g/L, pH= 8 (0,05M) Tris-HCl tamponu, Kosubstrat(2-propanol) =   

                      0,077ml, T= 30°C, KH= 200 rpm)  

 

Tepkime ortamına 2-propanol ilavesinde tepkime süresi uzun tutulmasına rağmen 

yüksek değerlere ulaşılamamıştır. Zamanla dönüşümde azda olsa bir artış 

gözlenmektedir fakat beş gün sonunda en fazla %24 dönüşüm elde edilebilmiştir. 

Kosubstrat olarak kullanılan 2-propanol sonucunda aseton oluşumu, enzime toksik etki 

gösterdiği için düşük bir sonuç elde edilmiştir.  

 

5.1.2.2 Tepkime ortamına kosubstrat olarak eklenen glikozun etkisi 

 

Kofaktör rejenerasyonu için kosubstrat olarak 2-propanol kullanıldığında istenilen 

sonuçlar elde edilmediği için farklı bir kosubstrat olarak glikoz incelenmiştir.  

 

Şekil 5.13’de hem glikoz varlığında gerçekleştirilen sonuç hem de aynı koşullar için 2-

propanol ile yapılan sonucun karşılaştırılması verilmiştir. 
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Şekil 5.13 Tepkime ortamına glikoz ilavesi ve 2-propanol ile karşılaştırılması 

                (Cso= 5mM, CR.glutinis= 40g/L, pH= 8 (0,05M) Tris-HCl tamponu, kosubstrat1(2-propanol)=   

                      0,077ml, kosubstrat2 (glikoz)= 20g/L, T= 30°C, t= 24h, KH=200 rpm )  

 

24h süre sonunda hem enantiyomerik aşırılık hem de dönüşüm için elde edilen 

sonuçlara bakıldığında glikoz bulunan ortamda, 2-propanol bulunan ortama göre daha 

iyi sonuçlar gözlenmiştir. Tepkime ortamında 2-propanol kullanıldığında oluşan aseton 

enzime toksik etki göstererek yeterli dönüşümün oluşmamasına neden olmuştur. Bu 

sebepten 2-propanol ile rejenerasyon az bir miktarda gerçekleşebilmiştir. Kofaktör 

rejenerasyonunun gerçekleşebilmesi için hem dönüşüm hem de enantiyomerik aşırılık 

değerlerinde ki sonuçlara bakıldığında tepkime ortamında glikoz kullanımının uygun 

olduğu bulunmuştur. 

 

5.1.2.3 Tepkime ortamında glikoz derişiminin etkisi 

 

Kofaktör rejenerasyonu için tepkime ortamına farklı derişimlerde 20g/L, 30g/L, 40g/L 

glikoz eklenerek ve hiç glikoz eklenmeden glikoz derişim etkisi incelenmiştir.  
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Şekil 5.14’de 5mM substrat derişiminde, farklı derişimlerde ki glikoz varlığında ve 

glikoz olmadan elde edilen sonuçlar verilmiştir. 

 

 

Şekil 5.14 Kosubstrat glikoz derişiminin etkisi  

                (Cso = 5mM, C R.glutinis = 40g/L, pH= 8 (0,05M) Tris-HCl tamponu, T= 30°C, t= 24h,  

                     KH= 200 rpm)  

 

Yapılan deneysel çalışma sonucunda görüldüğü gibi tepkime ortamında glikozun 

olmaması dönüşümün düşük olmasına neden olmuştur. Çünkü glikoz olmadığında, 

tepkime ortamındaki ADH enziminin ihtiyaç duyduğu kofaktörü hızla tükenmekte ve 

tepkimenin devamlılığı mümkün olmamaktadır. Bu sonuç indirgenme tepkimesinin 

gerçekleşmesi için kofaktör rejenerasyonunun yapılması gerektiğini göstermiştir. 

Tepkime ortamındaki glikoz miktarı artırıldığında dönüşümde artış olmuştur yani 

istenilen kofaktör rejenerasyonu gerçekleşmiştir. Glikoz derişimi 30g/L ve 40g/L 

değerlerinde iyi sonuçlar vermiştir. Glikozun ortamda fazla bulunması ile inhibisyon 

meydana getirebilme durumu göz önünde bulundurularak optimum glikoz derişimi 

30g/L olarak belirlenmiştir. 
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5.1.2.4 Hücre (Rhodotorula glutinis) derişimi etkisi 

 

Çalışmada daha yüksek sonuçlar elde edebilmek için belirlenen optimum glikoz 

miktarında farklı hücre derişimleri incelenmiştir. 

 

Şekil 5.15’da 5mM substrat derişiminde ve 40 g/L, 80 g/L, 120 g/L, 150g/L farklı hücre 

derişimlerinde elde edilen dönüşüm ve enantiyomerik aşırılık sonuçları verilmiştir. 

 

 

Şekil 5.15 Hücre (Rhodotorula glutinis) derişimi etkisi  

                (Cso = 5mM,  pH= 8 (0,05M) Tris-HCl tamponu, Cglikoz = 30g/L, T= 30°C, t= 24h,  

                     KH= 200 rpm)  

 

Hücre derişiminin artırılması ile birlikte dönüşümde de artış gözlenmiş ve en iyi sonuç 

150g/L hücre derişiminde elde edilerek tepkime ortamında kullanılacak optimum hücre 

derişimi tespit edilmiştir. Çünkü 40g/L, 80g/L, 120g/L hücre derişimleri kullanıldığında 

biyotranformasyon için gerekli enzim miktarı yetersiz kalmıştır. Hücre miktarının 

artırılması tepkimeyi hızlandırmış, 150g/L hücre derişiminde %100 enantiyomerik 

aşırılık ve %98 dönüşüm ile istenilen sonuca ulaşılmıştır. 
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5.1.2.5 İndirgenme basamağı için optimum koşullar 

 

Asetofenonun (S)-1- feniletanole yüksek enantiyomerik aşırılık ve dönüşümde 

indirgenmesi için optimum koşullar belirlenmiştir. Derasemizasyon tepkimesinde 

yükseltgenme ve indirgenme tepkimeleri tek bir biyoreaktörde gerçekleştirilecektir. Bu 

sebepten her iki tepkime için de tepkime ortamı parametrelerinin birbirine uyumu çok 

önemlidir. İndirgenme tepkimesi gerçekleştirilirken, yükseltgenmede belirlenen 

optimum koşullar (t= 24h, pH= 8, T= 30°C, Cso= 5mM) baz alınarak diğer 

parametrelerin etkisi incelenmiştir. 10ml tepkime hacminde, pH= 8 (0,05M) Tris-HCl 

tampon ortamında, 5mM substrat derişiminde, 30g/L kosubstrat (glikoz) derişimi ve 

150g/L Rhodotorula glutinis mikroorganizması biyokatalizörlüğünde %98 dönüşüm ve 

%100 enantiyomerik aşırılık elde edilmiştir. 

 

Çizelge 5.2 İndirgenme tepkimesi için elde edilen optimum koşullar 

 

Tepkime 

 

Substrat 

 

Cso 

(mM) 

 

CR.glutinis 

(g/L) 

 

Cg 

(g/L) 

 

pH 

 

t (h) 

 

T(°C) 

 

% x 

 

% e.e 

 

İndirgenme 

 

Asetofenon 

 

5 

 

150 

 

30 

 

8 

 

24 

 

30 

 

98 

 

100 (S-) 

 

5.1.3 Derasemizasyon tepkimesi  

 

Yükseltgenme ve indirgenme tepkimeleri ayrı ayrı incelendikten sonra derasemizasyon 

tepkimesine geçilmiştir. İki farklı mikroorganizma ile tek bir biyoreaktörde 

gerçekleştirilecek derasemizasyon tepkimesinin her iki adımı için optimum koşullar ayrı 

ayrı belirlenmiştir. Belirlenen koşullar altında rac-1-feniletanolün derasemizasyon 

tepkimesi incelenmiştir. Bu amaçla; tampon ortamına L.kefir, R.glutinis, rac-1-

feniletanol, glikoz eklenerek derasemizasyon tepkimesi gerçekleştirilmiştir. 

 

Derasemizasyon tepkimesinde substrat rac-1-feniletanoldür. Tepkime sonunda R-

alkolün tamamının S-alkole dönüşmesi istenilmektedir. İlk adımda L. kefir 
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mikroorganizması ile R-alkol asetofenona yükseltgenmektedir. Ardından oluşan 

asetofenon, R. glutinis mikroorganizması ile S-alkole indirgemektedir. Bu tepkime 

sisteminde istenilen ürünün %50’si (S-alkol) zaten ortamda bulunmaktadır. Amaç; diğer 

%50’sinin (R-alkol) dönüşümünü gerçekleştirerek %100 S-alkol elde etmektir.  

 

Şekil 5.16’de gerçekleştirilecek rac-1-feniletanolün derasemizasyon tepkimesi 

görülmektedir. 

 

 

Şekil 5.16 Derasemizasyon tepkimesi 

 

5.1.3.1 Tepkime süresinin etkisi 

 

Derasemizasyon tepkimesinin iki adımı içinde farklı mikroorganizmalar 

kullanıldığından aynı biyoreaktörde verecekleri sonuç çok önemlidir. Tepkimeler ayrı 

ayrı birbirinden bağımsız incelendiğinde mikroorganizmalar istenilen tepkimeleri 

gerçekleştirebilmiştir. Fakat; aynı biyoreaktörde kullanıldıklarında tepkime sistemi için 

negatif bir etki oluşmaması gerekmektedir. Derasemizasyon tepkimesinde öncelikle; her 

iki tepkime için ayrı ayrı belirlenen optimum koşullarda, tepkime süresinin etkisi 

incelenmiştir. 
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Şekil 5.17’de 5mM substrat derişiminde elde edilen bağıl miktar yüzdeleri ve 

enantiyomerik aşırılık yüzdeleri verilmiştir. 

 

 

Şekil 5.17 Derasemizasyon tepkimesinde tepkime süresi etkisi 

                (Cso= 5mM, Cg= 30g/L, CL.kefir = 200g/L, CR.glutinis = 150g/L, pH= 8, T= 30°C,  

                     KH= 200 rpm ) 

 

Derasemizasyon tepkimesi için yapılan ilk incelemede şekil 5.17’de elde edilen 

sonuçlarda tepkimenin birinci basamağı olan yükseltgenme basamağı 

gerçekleşmemiştir. Başlangıçta ortamda bulunan %50 R-alkol miktarında; 24h, 48h ve 

72h tepkime süreleri sonunda çok az bir azalma olması, L. kefir mikroorganizmasının, 

R-alkolü asetofenona dönüştüremediğini göstermiştir. Bu sebepten enantiyomerik 

aşırılık değerleri çok düşük elde edilmiştir. R-alkolde bir dönüşüm gerçekleşmediğinden 

asetofenon oluşmamış ve S-alkolde herhangi bir artış gerçekleşmemiştir. Tepkimenin 

ilk basamağı olan yükseltgenme tepkimesi gerçekleşmemiştir. İlk basamak 

gerçekleşmediği için R. glutinis mikroorganizmasının ikinci basamakta vereceği sonuç 

gözlemlenememiştir. Çünkü ortamda asetofenon oluşmamıştır. R. glutinis 
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mikroorganizması ortamda oluşacak asetofenonu S-alkole dönüştürmesi 

beklenmektedir.  

5.1.3.2 Derasemizasyon tepkimesine L. kefir hücre derişiminin etkisi 

 

Yapılan ilk incelemede elde edilen sonuçlarda R-alkol asetofenona yükseltgenmediği 

için yükseltgenme tepkimesinde farklı hücre derişimlerinin etkisi incelenmiştir. Çünkü 

aynı biyoreaktörde her iki mikroorganizmanın da kullanılması hücre derişimlerine bağlı 

olarak kütle aktarım kısıtlamaları meydana getirmiştir.  

 

Şekil 5.18’da 40g/L, 60g/L, 100g/L, 150g/L ve 200g/L hücre derişimlerindeki 

Lactobacillus kefir (havalı+hava kısıtlamalı) mikroorganizmasının etkisi incelenmiştir. 

Derasemizasyon tepkimesinde mikroorganizma (Lactobacillus kefir) derişimi 

değiştirilirken diğer değerler sabit tutulmuştur. 

 

 

Şekil 5.18 Derasemizasyon tepkimesine Lactobacillus kefir hücre derişiminin etkisi  
                      (Cso= 5mM, CR.glutinis = 150g/L , Cg= 30g/L, pH= 8, T= 30°C, t= 72h,  

                      KH= 200rpm)  
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Farklı hücre derişiminde gerçekleştirilen derasemizasyon tepkimesinde, yüksek hücre 

derişimlerinde (150g/L, 200g/L); iki farklı mikroorganizmanın derişimin yüksek 

olmasının yarattığı kütle aktarım kısıtlamalarından dolayı yüksek dönüşüm elde 

edilememiştir. Tepkime ortamında L.kefir derişimi daha düşük tutulduğunda 60g/L’de; 

R-alkol asetofenona yükseltgenmiştir. R-alkolün ortamda azalarak asetofenona 

dönüşmesi ile enantiyomerik aşırılık artmıştır. Asetofenonun oluşması ile R. glutinis 

mikroorganizmasıda etkisini göstererek asetofenonun S-alkole dönüşümünü 

gerçekleştirmiştir. Hücre derişimi etkisinin incelenmesi ile derasemizasyon tepkimesi 

sonucunda %83 S-alkol ve %71 enantiyomerik aşırılık elde edilmiştir. 

 

5.1.3.3 Karıştırma hızı etkisi 

 

Tepkime ortamında substrat ile biyokatalizörün etkileşimini artırabilmek için karıştırma 

hızı önemli bir parametredir. Fakat mikroorganizmalar kayma kuvvetine karşı hassastır. 

Karıştırma hızının ve karıştırıcı tipinin seçimine dikkat edilmesi gerekmektedir. 5mM 

substrat derişiminde 150, 200 ve 250 rpm karıştırma hızlarında derasemizasyon 

tepkimesi incelenmiştir. 

 

 

Şekil 5.19 Derasemizasyon tepkimesine karıştırma hızının etkisi 

               (Cso= 5mM, CL.kefir = 60g/L, CR.glutinis = 150g/L, Cg= 30 g/L, pH= 8, T= 30°C, t= 72h)  
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Karıştırma hızının artırılması; tepkime sonunda S-alkol ve enantiyomerik aşırılık 

değerlerinde artışa neden olmuştur. Çünkü yüksek karıştırma hızı kütle aktarım 

kısıtlamalarını azaltmıştır. Artan karıştırma hızı ile birlikte R-alkol azalarak S-alkol ve 

enantiyomerik aşırılık artmıştır. 250 rpm karıştırma hızında %93 S-alkol ve %91 

enantiyomerik aşırılık elde edilerek karıştırma hızının artırılması derasemizasyon 

tepkimesinde 5mM substrat derişimi için başarılı sonuç vermiştir. 

 

5.1.3.4 Substrat derişimi etkisi 

 

Biyotransformasyon proseslerinde ayırma masraflarını düşürebilmek ve prosesi daha 

ekonomik yapabilmek için, yüksek ürün derişimine ulaşılmak istenir. Yüksek ürün 

derişimi elde edilebilmesi için yüksek substrat derişimlerinde çalışılmalıdır.  

 

5mM, 10mM ve 15mM substrat derişimlerinde 24h, 48h ve 72h tepkime sürelerinde 

sonlandırılan deneysel çalışma sonucunda elde edilen değerler şekil 5.20’de verilmiştir. 

 

 

Şekil 5. 20 Substrat derişiminin zamanla ürün derişimi üzerine etkisi 

                (CL.kefir  = 60g/L, CR.glutinis = 150g/L, Cg= 30g/L, pH= 8,  T= 30°C, KH= 250 rpm )  
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5mM substrat derişiminde 24h, 48h ve 72h tepkime süreleri sonunda alınan örneklerde 

zamanla dönüşümün artarak 72h sonunda 4,5mM ürün (S-alkol) derişimi elde edildiği 

görülmektedir. Fakat; 10mM ve 15mM substrat derişimlerinde faklı zamanlarda alınan 

örneklerde dönüşüm açısından bir artış gözlenmemiştir. 72h tepkime süresi sonunda 

10mM substrat derişiminde 5,6 mM S-alkol; 15mM substrat derişiminde 7,5mM S-alkol 

elde edilmiştir.  

 

Her bir substrat derişimi (5mM, 10mM ve 15mM ) için zamanla elde edilen bağıl miktar 

yüzdeleri ve enantiyomerik aşırılık yüzdeleri aşağıdaki grafiklerde verilmiştir. 

 

Şekil 5.21’de 5mM substrat derişimi için 24h, 48h ve 72h tepkime süreleri sonunda elde 

edilen bağıl miktar yüzdeleri ve enantiyomerik aşırılık yüzdeleri verilmiştir. 

 

 

Şekil 5.21 5mM substrat derişiminde zamanla % bağıl miktar ve % e.e  

               (CL.kefir = 60g/L, CR.glutinis = 150g/L, Cg= 30g/L, pH= 8, T= 30°C, KH= 250 rpm )  
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Şekil 5.22’de 10mM substrat derişimi için 24h, 48h ve 72h tepkime süreleri sonunda 

elde edilen bağıl miktar yüzdeleri ve enantiyomerik aşırılık yüzdeleri verilmiştir. 

 

 

Şekil 5.22 10mM substrat derişiminde zamanla % bağıl miktar ve % e.e.  

                (CL.kefir  = 60g/L, CR.glutinis = 150g/L, Cg= 30g/L, pH= 8, T= 30°C, KH= 250rpm )  

 

Şekil 5.23’de 15mM substrat derişimi için 24h, 48h ve 72h tepkime süreleri sonunda 

elde edilen bağıl miktar yüzdeleri ve enantiyomerik aşırılık yüzdeleri verilmiştir. 
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Şekil 5.23 15mM substrat derişiminde zamanla % bağıl miktar ve % e.e.  
               (CL.kefir = 60g/L, CR.glutinis = 150g/L, Cg= 30g/L, pH= 8, T= 30°C, KH= 250rpm )  

 

Kullanılan mikroorganizmalar biyokatalizörlüğünde; yüksek substrat derişimleri 10mM 

ve 15mM için istenilen dönüşüm gerçekleşmemiştir. 10mM substrat derişiminde %56 

S-alkol ve %22 enantiyomerik aşırılık, 15mM substrat derişiminde %45,1 S-alkol ve 

%21,52 enantiyomerik aşırılık elde edilmiştir. Zamanla farklı substrat derişimlerinde ki 

sonuçlarda; 72h süre sonunda, 5mM substrat derişiminde, % 90 S-alkol ve % 91 

enantiyomerik aşırılık elde edilmiştir. 5mM substrat derişimi için çalışmanın daha 

uygun olduğu görülmüştür.      

  

Çizelge 5.3  5mM substrat derişiminde derasemizasyon tepkimesi sonucu 

Cso % (S)-1-feniletanol % e.e Konfigürasyon 

rac-1-feniletanol % 90 % 91 S 
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Derasemizasyon tepkimesinde 5mM substrat derişimde; zamanla (24h, 48h, 72h) 

gerçekleşen dönüşümler şekil 5.24 ‘de verilmiştir. 

 

 
Şekil 5.24 Derasemizasyon grafiği 

               (Crac–1-FE = 5mM, C L.kefir = 60g/L, C R.glutinis = 150g/L, Cg= 30g/L, pH= 8, T= 30°C, t= 72h,  

                    KH= 250 rpm)  

 

 

Şekil 5.24 ‘de derasemizasyon tepkimesinde başlangıçta 5mM substrat bulunmaktadır. 

Bu durumda ortamda 2,5mM R-alkol ve 2,5mM S-alkol mevcuttur. Lactobacillus kefir 

mikroorganizması biyokatalizörlüğünde, R-alkolün asetofenona dönüşerek zamanla 

azaldığı görülmektedir. İlk adımda R-alkol asetofenona yükseltgenmiştir. Oluşan 

asetofenon, biyotransformasyon ortamında bulunan diğer mikroorganizma Rhodotorula 

glutinis biyokatalizörlüğünde tepkimeye girerek S-alkole dönüşmektedir. Asetofenon 

azalarak S-alkol artmaya başlamıştır. Asetofenon S-alkole indirgenmiştir. S-alkol 

başlangıçta 2,5mM iken, asetofenonun tepkimeye girmesiyle birlikte ikinci günde 

artmaya başlamıştır. Sonuç olarak hem R-alkol hem de asetofenon tepkime ortamında 

biterek ürün olarak 4,5mM (S)-1-feniletanol elde edilmiştir.  
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6. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

Alzheimer ilaçlarının yapımında kullanılan bir girdi olan (S)-1-feniletanol ilaç 

endüstrisinde önemli bir yere sahiptir. Bu tez çalışmasında; enantiyomerik saflıkta (S)-

1-feniletanolün üretilebilmesi için derasemizasyon yöntemi incelenmiştir. 

Derasemizasyon tepkimesi; mikroorganizma içerisindeki enzim kaynağına bağlı olarak 

tek mikroorganizma veya iki mikroorganizma ile gerçekleştirilebilmektedir. 

Biyotransformasyon tepkimelerinde ilk düşünülecek şey mikroorganizma seçimidir. 

Hangi substrat ile hangi ürün oluşacağı biliniyorsa ilgili mikroorganizmanın tepkimeyi 

en yüksek verimle katalizlemesi istenir. Substratın enzimle etkileşmesi içinde ortamda 

öncelikle çözünmesi gereklidir. Substratın çözünmesi için seçilen çözücünün 

mikroorganizmaya zarar vermemesi gerekmektedir.  

 

Deneysel çalışmalarda öncelikle, derasemizasyon prosesinde; yükseltgenme ve 

indirgenme tepkimelerini katalizleyecek uygun mikroorganizma seçimi için araştırmalar 

yapılmıştır. Her iki tepkime için farklı enantiyoseçimliliğe sahip Lactobacillus kefir ve 

Rhodotorula glutinis mikroorganizmalarının iyi sonuç verdiği belirlenmiştir. 

Tepkimelerde Lactobacillus kefir mikroorganizması R-seçimlilik gösterirken, 

Rhodotorula glutinis mikroorganizması S-seçimlilik göstermektedir. Lactobacillus kefir 

ve Rhodotorula glutinis rac-1-feniletanolün derasemizasyon tepkimesi için istenilen 

seçimlikleri gösterdiklerinden, kullanılacak uygun mikroorganizmalar olarak 

seçilmiştir. 

  

Derasemizasyon tepkimesi iki basamaktan oluşmaktadır. Bu sebepten öncelikle ayrı 

ayrı iki basamak için optimum koşullar belirlenmiştir. Yükseltgenme basmağında 

substrat, rac-1-feniletanol; indirgenme basamağında substrat, asetofenondur. Her iki 

substrat da tepkime ortamına MTBE çözücüsünde çözülerek eklenmiştir. Kullanılan 

çözücü türü (MTBE) mikroorganizmaya zarar vermeyecek şekilde seçilmiştir.  

 

Yükseltgenme ve indirgenme basamaklarında kullanılacak olan Lactobacillus kefir ve 

Rhodotorula glutinis mikroorganizmaları için gerekli besi ortamları hazırlanarak steril 
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koşullarda üretilmiştir. Önceden çoğaltılmış olan mikroorganizmalar santrifüjlenip 

tepkime ortamına eklenmiştir. Tüm hücre kullanımı enzim saflaştırması gerektirmediği 

ve kofaktör rejenerasyonunu hücre içerisinde yaptığı için büyük kolaylık sağlamıştır. 

 

Yükseltgenme tepkimesinde, rac-1-feniletanolün asetofenona %100 enantiyomerik 

aşırılık. ve %50 dönüşümde yükseltgenmesi istenilmektedir. R-seçimli Lactobacillus 

kefir biyokatalizörlüğünde gerekli reaksiyon parametreleri incelenerek belirlenen 

optimum koşullar Csubstrat = 5mM, pH= 8, T= 30°C,  C L.kefir = 200g/L, tepkime süresi= 

24h olarak belirlenmiştir. Belirlenen bu koşullar ile %100 enantiyomerik aşırılık ve 

%50 dönüşüme ulaşılmıştır. (R)-1-feniletanolün, asetofenona yükseltgenmesinde 

ulaşılabilecek maximum dönüşüm olan %50 değeri elde edilmiştir 

 

İndirgenme tepkimesinde asetofenonun (S)-1-feniletanole %100 enantiyomerik aşırılık 

ve %100 dönüşümde indirgenmesi için S-seçimli Rhodotorula glutinis 

mikroorganizması kullanılmıştır. İndirgenme tepkimesi, yükseltgenme tepkimesi için 

belirlenen optimum koşullar Csubstrat = 5mM, pH= 8, T= 30°C, tepkime süresi= 24 h ile 

gerçekleştirilmiştir. Çünkü derasemizasyonda bu iki tepkime basamağı tek bir 

biyoreaktörde gerçekleştirilecektir. Bu sebepten iki tepkime sisteminin koşulları birbiri 

ile uyum sağlamak zorundadır. Aynı koşullar ile gerçekleştirilen indirgenme 

tepkimesinde incelenen parametreler (kosubstrat, glikoz, hücre derişimi) ile optimum 

koşullar  CR.glutinis = 150 g/L, Ckosubstrat= 30g/L belirlenerek %98 dönüşüm ve %100 

enantiyomerik aşırılık elde edilmiştir.  

 

Her iki basmakta da ayrı ayrı yapılan incelemeler sonucunda elde edilen değerler 

kullanılarak derasemizasyon tepkimesi gerçekleştirilmiştir. Derasemizasyon 

tepkimesinde, her iki mikroorganizma ile tek biyoreaktörde gerçekleştirilen ilk deneyde 

yükseltgenme tepkimesi gerçekleşmemiştir. Bunun nedeni; iki hücrenin aynı ortama 

konulması sonucu oluşan yüksek hücre derişiminin sebep olduğu kütle aktarım 

kısıtlamasıdır. Hücre derişimi düşünülerek yapılan deneyler sonucunda 60g/L L.kefir ve 

150g/L R.glutinis derişimlerinde %83 S-alkol ve %71 enantiyomerik aşırılık değerleri 

elde edilmiştir. Ortamın yoğun olması nedeniyle karıştırma hızının etkisi araştırılarak 
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dönüşümdeki artış gözlenmiştir. Karıştırma hızı artırılması ile 250 rpm’de 5mM substrat 

derişiminde %91 enantiyomerik aşırılık ve %90 (S)-1-feniletanol elde edilmiştir. 

Yüksek ürün derişimi elde edebilmek için farklı substrat derişimleri 10mM ve 15mM 

‘da çalışmalar yapılmıştır ancak; yüksek substrat derişimlerinde mikroorganizmalar 

istenilen dönüşümü gerçekleştirememiştir. 

Sonuç olarak 

 

Gerçekleştirilen tepkime sisteminde; biyokatalizör olarak tüm hücre mikroorganizma 

kullanımı ve derasemizasyon prosesi kullanımı birçok avantaj sağlamıştır. 

 

Çevreye zarar vermeyen, ılımlı koşullarda ve yüksek hızda tepkime veren, 

enantiyomerler arasında seçici davranan biyokatalizörler ile biyotransformasyon 

gerçekleştirilmiştir. Yükseltgenme ve indirgenme tepkimelerinde tüm hücre 

biyokatalizörleri kullanılmıştır. Tüm hücre kullanımı ile enzimlerin aktivite göstermek 

için ihtiyaç duydukları protein yapıda olmayan kofaktörler hücre içerisinde mevcuttur. 

Dışarıdan kofaktör eklenmesine ihtiyaç duyulmamaktadır. Kofaktörler pahalı 

olduklarından, tepkime sonucu tükendiklerinden hücre içi kofaktör rejenerasyonu 

ekonomik kolaylık sunmuştur. Her iki tepkime sistemi tek bir biyoreaktörde 

derasemizasyon prosesi ile gerçekleştirilmiştir. Bu yöntemin başarısı; kinetik 

rezolüsyon sınırlamalarını ortadan kaldırarak iki enantiyomeri farklı tepkime hızlarında 

ve farklı seçimliliğe sahip iki mikroorganizma biyokatalizörlüğünde ayırabilmesidir. 

Kinetik rezolüsyonda teorik verim %50’yi geçememekte ve kalan substratın üründen 

ayrılması güç olabilmektedir. Bu çalışmada derasemizasyon prosesi bu kısıtlamalar 

aşılarak  %90 (S)-1-feniletanol elde edilmiştir. 
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