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Bu caligmada nitro ve piridil gruplarinin etkisinin lipaz katalizli enantiyose¢imli tepkimedeki

etkilerini gozlemlemek igin, nitro, piridil ve her iki grubu bulunduran kaliks[4]aren tiirevleri (5, 6, 9, 10)

sentezlendi. Sentezlenen bilesiklerin yapilari spektroskopik teknikler (FTIR, *H NMR ve *C- NMR) ile

aydinlatildi.

Sonra foksiyonlu kaliks[4]aren bilesikleri Fe;O, varliginda lipaz immobilizasyonu yapilarak

rasemik flurbiprofen metil esterinin enantiyose¢cimli hidroliz tepkimelerinde kullanildi. Reaksiyonlar

normal faz kiral kolon kullanilarak iriinlerin enantiyomerik kompozisyon analizi ve enantiyomerik

fazlaliklar1 sivi kromatografisi teknigi (HPLC) ile yapildi.

Anahtar Kelimeler: Kaliksaren, sol-jel, enantiyosegimlilik, flurbiprofen
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In order to determine the effects of nitro and pyridyl moieties on the lipase catalyzed
enantioselective reactions, various calix[4]arene derivatives-functionalized with nitro, pyridine and both
of functional groups (5,6,9,10) have been synthesized. Structures of all synthesized compounds have
been characterized using spectroscopic techniques (FTIR, *H NMR and **C- NMR).

Different functionalized calix[4]arene derivatives and Fe;0O, magnetic nanoparticles were used as
additives for the encapsulation of lipase. Then, these encapsulated lipases were performed as effective
catalysts for the enantioselective hydrolysis reaction of (R/S)-flurbiprofen methyl ester. Moreover, the
effects of reaction parameters such as temperature and pH on the catalytic affinities of the encapsulated

lipases were also discussed.

Keywords: Calixarene, sol-gel, enantioselective, flurbiprofen
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1. GIRIS

Insanoglu, gecen her giin teknolojiyi gelistirmekte ve ekonomik faaliyetlerde
bulunmaktadir. Teknolojinin gelismesiyle beraber gevre kirliligi biiyiik bir sorun haline
gelmistir. Supramolekiiler kimya bu sorunlarin giderilmesi amaciyla, yeni sentetik
metodlar ve ayirma teknikleri gelistirmistir. Yavas yiiriiyen yada hi¢ ylirlimeyen
kimyasal tepkimelerin hizin1 ve {riin segiciligini artirmak amaci ile bir¢cok calisma
yapilmaktadir. Organik tepkimelerin hizin1 artirmada en yaygin olarak katalizorler
kullanilmaktadir. Bunlar organokatalizorler ve biyokatalizorlerdir. Biyokatalizorlerin
aktivitesini artirmak amaci ile supramolekiil olarak baslangigta siklodekstrinler (Bender
1978 , Szejtle 1998) ve tag eterler (Petersen 1967 , 1988 a0 jzatt 1992 ) kullanilmustir.
Son yillarda ise kaliks(n)arenler kullanilmaktadir. Kaliksarenler, halkali yapida olmasi,
kolaylikla tiirevlendirilebilmesi ve farkli biiyiikliikte molekiil boslugu olusturabilmesi
nedeniyle katyon, anyon ve notral molekiiller i¢in iyi birer tasiyicidirlar (Bohmer 1995).

Bundan dolay1 genis uygulama alanina sahip olmuslardir.

1.1. Kaliksarenler

Supramolekiiler kimyanin siklodekstrinler ve tag eterlerden sonra iigiincii kusak
bilesigi olarak bilinen kaliksarenler, halkali bir yapiya sahip olmasindan dolay1 anyon,
katyon ve notral bilesikler ile konuk-konak tiirii kompleks yapabilmektedirler. Bunun
yani sira, kaliksarenler bir fenol tiirevi oldugundan organik kimyada fenolik bilesiklerin
verdigin pek cok reaksiyonu verebilme 6zelligine sahiptir. Fenolik bilesiklerin aksine
kaliksarenler sadece halka boslugu sayesinde uygun molekiil/iyonlar ile secimli
kompleks olusturmaz ayni zamanda fenolik birimler iizerinden veya fenolik halkalarin
para pozisyonundan fonksiyonlanmis gruplarda bu tiir komplekslesmede kooperatif etki

denilen olayla komplekslesmeye katki saglar.
1.1.1. Kaliksaren tarihcesi

Kaliksarenlerin sentezi, ilk kez bir Alman organik kimyacis1 Adolph Von

Baeyer (Baeyer 1872) tarafindan 1872°de yapildi. Fazlaca sert, recinemsi ve



kristallenemeyen bir madde elde edilmis (Baeyer 1872, Gutsche 1989). Fakat o
zamanlarda ki enstriimental tekniklerin yetersizliginden dolayr yapisi tam olarak
aydinlatitlamamistir.  Leo Hendrick Baekeland fenol-formaldehit reaksiyonunu
gelistirerek buldugu elastiki kati bir regineniyi ilk fenoplast olarak isimlendirmis ve
ticari piyasada "bakalit" adiyla pazarlanmistir (Baekeland 1908). Ticari piyasada ilgi

odag1 olan bakalitin bulunmasiyla, fenol-formaldehit kimyasi git gide biiylimiistiir.

Sekil. 1.1. Fenolik re¢ine (Bakalit)

1941 yilinda Avusturyali kimyaci1 Alois Zinke ve Erich Zeigler p-ter-biitilfenol
ve sulu formaldehiti bazik ortamda etkilestirip, erime noktas1 340°C, ¢oziiniirliigii az
olan, yiiksek molekiil agirlikli halkali tetramerik yapida bir madde elde etmisler (Zinke
ve Ziegler, 1944). Ancak o giiniin analitik Sl¢limlerinin sinirli olmasindan dolay:
yapisini tam olarak aydinlatilamamistir (Zinke 1944).

Cornforth, p-ter-biitil fenol ile sulu formaldehiti reaksiyona sokarak kimyasal
formiilleri ayn1 (C11H140), fakat erime noktalar1 farkli olan iki ayri iiriin izole etmistir
(Gutsche 1989). Cornforth bu bilesiklerin ayni bilesik olabilecegini ancak iki farkl
konformasyonda bulunduklarindan dolay1 iki farkli erime noktasina sahip olduklarini
bildirmistir (Gutsche 1989).

Gutsche ve arkadaslari, Zinke ve Ziegler’in elde ettikleri iirlinlin yalnizca
tetramer olmadigini belirterek bu tirliniin tetramer, hekzamer, oktamer ve bir miktarda
lineer oligomer karigtmi oldugunu sdylemislerdir. Gutsche, p-ter-biitilfenol ile
formaldehiti uygun kosullar altinda reaksiyona sokarak halkali tetramer, hekzamer ve

oktamer sentezlerini gergeklestirmek icin cesitli yontemler gelistirip saf olarak ve



yiiksek verim ile bu bilesikleri sentezlemeyi basarmistir (Gutsche, 1990, 1993). Gutsche
ve arkadaslar1 halkali pentamer ve heptamer yapilarini da saf olarak fakat diisiik verimle

elde etmislerdir (Stewart ve Gutsche, 1993).

1 T
OH HO OH HO

p-ter-Biitilkaliks[4]aren

p-t-butilkaliks[4]aren p-t-butilkaliks[6]aren p-t-butilkaliks[8]aren

Sekil. 1.2. p-ter-Biitilkaliks[4]aren (halkali tetramer), p-ter-Biitilkaliks[6]aren (halkali hekzamer) ve p-
ter-Biitilkaliks[8]aren (halkali oktamer)

X T
OH HO OH HO l

$ Ho_ 1@ OH  on
a4
OH
4

Sekil. 1.3. p-ter-Biitilkaliks[4]arenin farkli gosterilisi



1.1.2. Kaliksarenlerin isimlendirilmesi

Sistematik adlandirmaya gore halkali tetramer "Pentasiklo-[19.3.1.371.%131 1>19]-
oktakosa-1-(25),3,5,7(28),9,11,13(27),-15,17,19(26),21,23-dodesan 25,26,27,28-tetrol"
olarak adlandirilmaktadir (Gutsche 1989, Sayin 2008). "Midwest Regional Meeting of
the American Chemical Society" kongresinde Gutsche kaliksarenlerin sistematik olarak
isimlendirilmesinde daha kolay bir yol izlenmesi gerektigini sdylemistir (Gutsche
1975). Gutsche, halkali oligomer iiriiniinii, ta¢ seklindeki bir yapiya benzeterek bu
trlinii aromatik halkayir belirten "chalice (kaliks)" kelimesi ve "aren™ kelimesinin
birlesiminden olusan kaliksaren olarak adlandirmayi tercih etmistir (Gutsche 1978).

Farkli boyuttaki halkali oligomerlerin tiirevleri arasinda karigikliga sebebiyet
vermemek i¢in Gutsche ve ark. 'kaliks' ve 'aren' kelimeleri arasina parantez i¢inde say1
ile yapidaki aromatik birimlerin sayisinin belirtilmesi ve {iriin hangi fenolden elde
ediliyorsa iiriiniin isminin bagina p-siibstitiie eki getirerek adlandirmada biiyiik kolaylik
saglanacagini belirtmiglerdir (Gutsche 1990). Dolayisiyla tetramer yapidaki bu bilesik,
5,11,17,23-tetra-tert-alkil-25,26,27,28-tetrahidroksi kaliks[4]aren yada kisaca p-alkil-

kaliks[4]aren olarak adlandirilmistir.



5,11,17,23-Tetra-ter-bdtil-
25,26,27,28-tetrahidroksikaliks[4]aren

5,11,17,23,29,35,41,47-Okta-ter-bdtil-
49,50,51,52,53,54,55,56-oktahidroksikaliks[8]aren

5,11,17,23,29,35-Heksa-ter-btil-
37,38,39,40,41,42-heksahidroksikaliks[6]aren

Sekil. 1.4. p-ter-Biitilkaliks[4]aren, p-ter-biitilkaliks[6]aren ve p-ter-biitilkaliks[8]aren yapilart
ve numaralandirilmasi

1.1.3. Kaliksarenlerin Sentezi

Genis kullanim alanina sahip kaliksarenler son yillarda biiyiik bir ilgi gormekte
ve lizerinde sikga g¢alisma yapilan bir arastirma konusu haline gelmektedir. Gutsche’nin
p-tert-biitilkaliks[4]aren (Gutsche ve Igbal 1990), p-tert-biitilkaliks[6]aren (Gutsche
1990) ve p-tert-biitilkaliks[8]aren (Munch ve Gutsche 1990) olarak tekrarlanan
birimlere sahip tert-biitilkaliks[n]arenler i¢in tek-basamakli sentez metotlarinin
yapilmasi yeni kaliksaren tlirevlerinin ¢ogalmasina sebeb olmustur.

p-tert-biitilkaliks[4]arenin sentezi asagidaki gibidir.



OH
H
+ HCHO ——

R

R = tert-biitil R = tert-biitil

Sekil 1.5. p-tert-Biitilkaliks[4 ]aren’in sentezi

1.1.4. p-ter-Biitilkaliks[n]arenlerin Sentezi Uzerine Kullanilan Bazin Etkisi

Kaliksarenlerin sentezi yillarca arastirilip sicakligin, ¢oziictiniin, kullanilan bazin

kaliksarenlerin sentezi lizerindeki etkisi arastirilmistir.

p-ter-Biitilkaliks[4]aren sentezinde baz miktar1 ve baz tiirii bliylik bir onem
tasimaktadir. Optimum miktarda baz kullanilmas: gerekir. Halkali oktamer ve
tetramerin sentezinde katalitik oranda baz kullanmamiz gerekirken halkali hekzamer
sentezinde de stokiyometrik oranda baz kullanilmaktadir (Gutsche, 1981, 1984,
Dhawan, 1987).

Dolayisiyla tetramer, hekzamer ve oktamerin sentezi i¢in birbirinden farkli alkali
metal hidroksitleri kullanilmaktadir. Halkali hekzamer sentezinde RbOH veya CsOH
kullandigimizda ¢ok yiiksek verim elde edilirken ayni zamanda halkali tetramer ve
oktamer sentezinde de LiOH veya NaOH kullanildiginda da yiiksek verim elde
edilmektedir.

1.1.5. Kaliksarenlerin Elde Edilisi ve Reaksiyon Mekanizmasi

Fenol-formaldehit’in baz Kkatalizli reaksiyon mekanizmasi yillarca Onemli
arastirma konusu olmustur. ilk olarak bir karbon niikleofili olan fenoksit iyonu

olugsmaktadir. Bu niikleofil formaldehitin karbonil karbonu ile kolayca reaksiyona girer:



R R
+ <f =0 — H 7L> —
- CH,OH
CH,0O
OH

Biraz daha etkin sartlarda reaksiyon, Michael prosesindeki gibi fenolat iyonlari

ile o-kinonmetit ara {irlinlerinin reaksiyona girmesiyle beraber diarilmetil bilesikleri

olusur;
- h R R
AN HO
| N C OH
ZCH,0H CH,
OH O.

Lineer -
Oligomerler “
OH

Biitiin oligomerlerin olusumunda o-kinonmetitlerin ara {iriin olarak ortaya ¢iktig1
bilinmekteydi (Gutsche 1989). Hidroksimetil fenollerin diger bir reaksiyonu ise

diarilmetanlarin yerine, dibenzil eterlerin dehidratasyonla olusum mekanizmasidir.

R R R
R ——
—H,0
: CH,OH CH,OCHS :
OH OH OH

Bu sebeble meydana gelen kaliksarenler karisimi oligomerizasyonun farkli

asamalarinda olusan difenil metan tiirii ve dibenzil eter tiirii bilesikleri icermektedir.



Asagida gosterilen I-1V bilesiklerin (R=H ve CH,OH) hepsi, bir dizi 6zel sartlar

altinda tamamen benzer {iriin karisimlarini verir (Dhawan 1987).

t-Bu t-Bu t-Bu t-Bu t-Bu t-Bu
R CHOH ¢ O O CH,OH R O g ! CH,0H
OH OH OH OH OH OH
(1) () (111
t-Bu t-Bu t-Bu t-Bu
R ‘ g e g CH,O0H
OH OH OH OH

(Iv)

Sekil 1.6. On iiriiniin (precursor) bilesimleri

Ara {iiriin olarak olusan bu 4 farkli bilesik yiiksek sicaklikta benzer iiriin

karisimlarina doniiserek halkali yapidaki kaliksarenleri olusturur (Dhawan 1987).

1.1.6. Kaliksarenlerin Konformasyonlari

Kaliks[4]arenler, yapisinda bulunan aril halkalarinin yonlenmeleri sonucu dort
farkli konformasyonlarda bulunurlar. Bunlar1 “koni”, “kismi koni”, “1-2 karsilikli” ve
“1-3 karsilikli” olarak soyleyebiliriz. Bir kaliks[4]arenin hangi konformasyonda
oldugunu ancak bu bilesigin kopriit Ar-CH,—Ar protonlarinin '"H NMR spektrumlarina
bakarak anliyabiliriz. (Cizelge 1.1).

izelge 1.1. Kaliks[4]aren’ in Ar-CH,-Ar protanlarinin 'H NMR spektrumlari
g p p

Konformasyon Ar-CHy-Ar protonlari
Koni Bir ¢ift dublet
Kismi Koni iki cift dublet (1:1) veya bir ¢ift dublet ve bir singlet (1:1)
1,2-Karsilikli Bir singlet ve iki dublet (1:1)
1,3-Karsilikli Bir singlet




C(CH3)3

Ar-CH,-Ar
—

\ Ar-H

)

5 3
'H-NMR Spektrumu

Ar-CH,-Ar

—
OH l A_(CH3)3

2 OHOH
OH
Kismi Koni 1H-NMR Spektrumu
C(slish
ArH  Ar-CHyAx_
v H AN
5 3
1,3-Karsihikh "H-NMR Spektrumu
C(CHy)3
Ar-CH,-Ar AN

1,2-Karsihkh TH-NMR Spektrumu

Sekil 1.7. p-t-biitilkaliks[4]aren’in konformasyonlari ve "H NMR spektrumlari

1.1.7. Kaliksarenlerin Fonksiyonlandirilmasi

Kaliksarenlerin, bu kadar onemli hale gelmesinin sebebi farkli fonksiyonel
gruplar kullanilarak kolaylikla modifikasyona wugratilabilmesidir. Kaliksarenlerin
fenolik -OH gruplarinin bulundugu dar olan kismina ‘‘lower rim’’ (alt kenar) denilirken

aril halkalarinin para pozisyonunun bulundugu genis olan kismana ise “‘upper rim’’ (list
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kenar) ismi verilmektedir. Bunlar iizerinden fonksiyonlandirilarak genis bir uygulama

alanina sahip olur.

Sekil 1.8. Kaliksarenlerin fenolik-O ve fenolik birimlerin p-konumu kisimlari

1.1.7.1. Kaliksarenlerin fenolik-OH iizerinden fonksiyonlandirilmasi

Kalikarenlerin fenolik birimlerin p-konumu fiizerinden fonksiyonlandirilmasi
olduk¢a zor ve ugrastiriciyken fenolik-O {izerinde fonksiyonlandirilmasi ise oldukca
basitdir. Kaliksarenlerin fenolik-O kismindaki OH gruplart farkli  gruplarla

etkilestirilerek farkli ve g¢esitli eter ve ester tiirevleri senteztenebilmektedir.

4
OH
R=CH,COR
R=COCHS,
R=COCgHs R-CH,COOR
4 R=H,COONH,
OR OR 4
Esterifikasyon Williamson Eter Sentezi

Sekil 1.9. Kaliksarenlerin fenolik —OH den fonksiyonlandirilmasi
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1.1.7.2. Kaliksarenlerin para-pozisyonlarindan fonksiyonlandirilmasi

Kaliksarene bagl ter-biitil gruplarinin toluen/AlCl; ortaminda dealkilasyonu
sonucu kaliksarenlerin fenolik gruplarin p-pozisyonuna birgok fonksiyonel grubun
baglanmasin1  saglar. Kaliksarenlerin p-pozisyonlarindan fonksiyonlandirilmasi
cogunlukla bromlama, iyotlama, nitrolama, siilfolama, klor siilfolama, klormetilleme,

acilleme, diazolama ve formiilasyondur.

R R=CH,CH,NH,
R= CH,CH,CN
R= CHO
CHyNR, on 74 R= CH=NOH FHR - poyy

p-Claisen Cevrilmesi
R= CH3
=CgH
OH OH 4R 6r15
Elektrofilik Substitiisyon / p-Klor Metilasyon
H / CH,NU  Nii=CN

OH =4 Nii= OCHs
Nii= N3
OH 4
OH 44 Ni=H
Dealkilasyon p-Kinon Metit Metodu

Sekil 1.10. Kaliksarenlerin para-pozisyonlarindan fonksiyonlandirilmasi

1.1.8. Kaliksarenlerin Kullanim Alanlari

Molekiil ve iyon tasiyici kaliksarenler
Kromotografik uygulamalarda kaliksarenler
Membran ve sensor teknikleri

Enzim-mimik olarak kaliksarenler

NN

Katalizor calismalarinda kaliksarenler



e Molekiil / Iiyon Tasiyic1 Kaliksarenler

Kaliksarenler yapisindaki halka boslugundan dolay1 farkli sekildeki cogu
molekiil veya iyonlarla kompleks yapma oOzelligindedir. Bu yiizden kaliksarenler

molekiil ve iyon tasiyici olarak sik¢a kullanilmaktadir. Bu bilesikler endo- ve ekzo-

kompleks seklindedir.

Memon ve ark. (2001), baz1 kalikscrown iyonoforlarini ve bunlarin polimerlerini

sentezleyip, metal tasima 6zelliklerini incelemistir (Sekil 1.11.) .

R= CH,CONH(CH,),NH ; n:1
R= CH,CONH(CH,),NH ; n:2

= 7 Z
—®—0 _O0 O o
£, )
_ }nu _

R= CH,CONH(CH,),NH ; n:1
R= CH,CONH(CH,),NH ; n:2

Sekil 1.11. Kaliks[4]crown iyonoforlari ve polimerleri

Akkus ve ark. (2009), amino grubu iceren kaliks[4]azacrown bilesigini
sentezledikten sonra Na*, K*, Cs*, Cu*? Co™ Cd™ Ni*?, Hg"® ve Pb* gibi metal
katyonlarina kars1 s1vi-sivi ekstraksiyon 6zelligini aragtirmislardir. Yapilan arastirmanin

sonucunda bu bilesigin kullanilan tiim metal katyonlarina karst duyarli oldugu

bulunmustur (Sekil 1.12.).

f(CHZ)El NH,

Sekil 1.12. Amino grubu i¢eren kaliks[4]azacrown bilesigi
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Sahin ve Yilmaz (2012), bir naftilamit siibstitiie kaliks[4]aren bilesigini
sentezleyerek bu bilesin floresans 6zelliginden yararlanarak metal iyonlarina karsi
davranisini gozlemlemislerdir. Bu bilesigin Na®, Li", Mg+2, Ni*?, Ba*2, Cu*?, Pb™ ve
Zn*? metal iyonlar: arasinda en ¢ok Cu*? iyonuna karsi duyarli oldugu belirtilmistir

(Sekil 1.13) .

Sekil 1.13. Cu™ iyonuna kars1 duyarh naftilamit siibstitiie kaliks[4]aren bilesigi

Sayin ve ark. (2010), koni konformasyonda pridil gruplariyla fonksiyonlu
kaliks[4]aren tiirevini sentezleyerek silika iizerine kovalent bagla immobilize etmistir.
sentezlenen bu kaliksaren polimerinin farkli pH aralifindaki dikromat ve arsenat

anyonlariyla olan komplekslesme 6zellikleri incelenmistir (Sekil 1.14.) .



= H,AsO, /HCr,0;

e HO,
@ 0 ek

Sekil 1.14. Kaliks[4]aren dikromat ve arsenat iyonu reseptorii

e Sabit faz olarak kaliksarenlerin kromotografide kullanilmasi

Erdemir ve Yilmaz (2010), sentezlenen 1,3-konformasyonuna sahip
kaliks[4]aren tiirevini immobilize ederek kolon dolgu maddesi olarak kullanmislardir.
HPLC de elde edilen bu kolanla bazi aromatik hidrokarbonlar, fenolik bilesikler,

aromatik aminler ve bazi ilag karisimlarini1 ayirmada kullanmiglardir (Sekil 1.15).
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NH2
i )
H,N NH,

1-naftilamin 4-aminobifenil 4, 4-diaminodifenilmetan

o
O N2 N NH,
HZNO@ @ 4 4-diaminodifenileter

. H
O Anilin N
4-trifenilmetil anilin ©/ \©

Difenilamin

Sekil 1.15. Aminleri ayirmada kloropropilsilikajele immobilize edilmis kaliks[4]aren tiirevinin kolon
dolgu maddesi olarak kullanilmast

Erdemir ve Yilmaz (2011), kaliks[4]crown-5 makrosiklik bilesigine bagl silika
sabit fazin1 hazirlamislardir. Daha sonra aromatik aminler, fenoller ve ilaglarin ayrimi
icin kromotografik bir yontem gelistirmede kullanmislardir. Bunun sonucunda bazi
aromatik aminler, fenoller ve ilaglarin hazirlanan kaliksaren bazli sabit faz ile basarili

bir sekilde ayrildigini tespit etmislerdir (Sekil 1.16.).

5N

Qo)

APS Q‘B o

O™~

OH OJ\COOCH3
©/KCOOCH3 >\/©/LCOOCH3 OO COOCH,
H,CO

Mandelik asit 2-fenoksi propiyonik Puprofen metil Naproksen metil
metil ester asit metil ester ester ester

Sekil 1.16. Ilaglar1 ayirmadakullamilan kaliks[4]crown-5 bilesigi baglanmus silika sabit fazi
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e Kaliksarenlerin sensor (iyon secici elektrot, ISE) ve membran tekniklerinde

kullanilmasi

Sahin ve Yilmaz (2011), fenolik-O’nin 1,3 pozisyonunda piren grubu tasiyan
florojenik p-ter-biitilkaliks[4]aren bilesigini sentezlemislerdir. Kaliks[4]arenin piren
amin tiirevlerinin, sirastyla Pb*? ve Cu* iyonlart i¢in secimli bir sensor olarak rol

oynadigimi belirtmislerdir (Sekil 1.17.).

M+2
2 M+2
\

Sekil 1.17. Pb* ve Cu*? iyonu igin sensér dzellikteki kaliks[4]aren bilesigi

e Enzim-mimik olarak kaliksarenler

Enzim mimik yapisinin ana fikri, enzimin aktif bolgesine benzer kaliksaren bazli
sentetik bir model yapmaktir. Bu durumda molekiil, diger fonksiyonel gruplarla beraber
baglanan substratlar i¢in bir bosluk bulunduracaktir. Boylece substratlarda etkilesim,

katalitik olarak substratlarin iirlinlere donlismesini saglayacaktir (Breslow, 1995) .
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/\X 2<:>S
substratlar
allc1-substrat uriin
Alici kompleksi Alici

Sekil. 1.18. Enzim-mimik modeli

Dospil ve Schatz (2001), p-konumundaki farkli pozisyonlarda imidazol gruplari
tasityan kaliks[4]arenler sentezlemislerdir. Sentezlenen bu maddelerin tampon
cozeltilerde p-nitrofenil esterlerden p-nitrofenolii aciga ¢ikaran enzim gibi

davrandiklarini gozlemlemisler (Sekil 1.19.).

\)_R katalizor

MeOH/ H,0 veya

o MeCN/ MeOH OH
> — R-COOH

R = Ph, PNB
R = Me, NPA

Sekil 1.19. p-Konumunda farkl: sekillerde imidazol grubu tagiyan kaliks[4]arenler

Tabakci ve ark. (2012), aciltransferaz mimik olabilecek imidazol veya triazol
gruplartyla fonksiyonlanmis kaliks[4]arenleri sentezleyerek bunlarin enzimatik
performanslarini arastirmuslardir. Imidazol grubuyla fonksiyonlu kaliks[4]aren' in
triazol grubuyla fonksiyonlu kaliks[4]arenden daha etkin bir agiltransferaz mimik

oldugu bulunmustur ( Sekil 1.20. ) .
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OZN‘©7OH

iiriin

Triazol fonksiyonlu
kaliks[4]aren /_\ H A

l (Tri)im 02 0 Nimcmii)

o) O)
Mimik (reseptor) + {

HO OH
HO OH \

(Tri)im Im(Tri)

HO OH
OH HO OH HO HO OH

. Mimik (reseptor)
Imidazol fonksiyonlu
kaliks[4]aren

Sekil. 1.20. Agiltransferaz modeli olarak enzim-mimik ¢aligmalarinda kaliksarenler

o Katalizor cahismalarinda kaliksarenlerin kullanilmasi

Bozkurt ve ark. (2008), cinchona alkaloitlerden tiiretilen kaliksaren bazl kiral
faz-transfer katalizorii sentezlemislerdir. Bu kiral kaliks(4)aren’in katalitik 6zelligini,
N-(difenilmetilen)glisin etil ester ile benzil bromiir arasindaki alkilasyon reaksiyonunu
kullanarak degerlendirmislerdir. Ayrica reaksiyonun verimine ve enantiyosec¢imliligine

etki eden diger faktorleri de incelemislerdir (Sekil 1.21).

n=1273
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clr o
+
i BnBr, PTC )Pi H* FaN 0/\
X ' > 0 —_—
—>
Ph N/\n/ o~ P N ~~
0 0

Sekil 1.21. Kaliksaren bazli kiral faz-transfer katalizorii

Akceylan ve Yilmaz (2011), bu calismada faz transfer katalizorii olarak
kaliks[4]arenin  N-etilpiperazin, diallilamin ve 4-benzilpiperidin tiirevlerini
sentezlemiglerdir. Kaliksar[4]arenin N-etilpiperazin tiirevinin katalizor olarak

kullanildig1 esterlesme reaksiyonunda en iyi verim elde edilmistir (Sekil 1.22.).

Sekil 1.22. Esterlesme reaksiyonunda kaliks[4]arenin katalizor olarak kullanilmasi

1.2. Enzimler ve Genel Ozellikleri

Enzimler, canli sistemde gergeklesen protein yapili biyokimyasal reaksiyonlar
icin kullanilan biyokatalizorlerdir. Bunlar kimyasal katalizorlere gore daha diisiik
sicaklikta (genellikle 20-40 °C), sulu ¢ozeltilerde 1limli kosullar altinda ve atmosfer
basincinda reaksiyonlar1 katalizleme &zelligine sahiptirler. Genel olarak optimum pH

aralig1 5-8’ dir. Biyokatalizorlerde rasemizasyon, izomerizasyon, bozulma, ve yeniden



20

diizenlenme gibi yan reaksiyonlar goriilmez. Biyokatalizor tepkimeleri, kimyasal

katalizorlere kiyasla 10%-10% kat daha hizli Kataliz Ozelligi gosterir ayrica kimyasal

katalizorler genellikle % 0,1-10 derisim araliginda kullanilirken, biyokatalizorler ise

aym katalitik etkiyi 10 - 10 derisiminde gosterir (Tiryaki, 1993; Kennedy, 1995;

Faber, 2000; Bakkal, 2006).

Enzimler canli ortamlarda oldugu gibi, canli olmayan ortamlarda da etkinlik

gosterebildikleri i¢in, bir¢ok proseste kullanilirken ayn1 zamanda endiistriyelde de genis

bir ¢alisma konusu olmustur (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Enzimlerin Kullanim Alanlar1 (Telefoncu, 1997)

Enzim

Kullanim alanm1

Penisilin amidaz, oksidaz

Eczacilikta

Kolesterol oksidaz

T1p’ ta kolesterol tayininde

Proteazlar, lipaz, amilaz

Deterjan sanayinde

Rediiktaz, amilaz, fosfataz, oksidazlar

Analitik amagli analizlerde

Laktaz, mikrobiyal proteazlar

Siit ve siit tirtinleri endiistrisinde

Katalaz, amilaz

Tekstil sanayinde

Pektinaz, seliilaz, limonaz

Meyve suyu sanayinde

Proteaz, lipaz

Deri sanayinde

Amilaz, glukoz izomeraz

Nisasta endiistrisinde

Ksilenaz

Kagit endiistrisinde

Amilaz, amiloglikozidaz, pentosanaz

Ekmek sanayinde

Papain, katalaz

Et sanayinde

Termolizin Aspartam tiretiminde
1.2.1. Lipazlar
Lipazlar, baz1  bitkilerde, insan, hayvansal organizmalarda ve

mikroorganizmalarda bulunan, mono-, di- ve triacil gliserollerin karboksil ester

baglarinin boliinmelerini katalizleyen enzimlerdir.

Triagilgliserol

—OH
0]
/J\/\/\/\
OH + 3Ho
—OH
Gliserol Yag asidi

Sekil 1.23. Lipazlarin genel semasi
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Lipazlar, bir¢ok nedenden dolayr genis bir kullanim alani bulmustur. Bunun
sebebi esterlesme, transesterlesme ve hidroliz tepkimelerini diisiik sicaklikta
katalizlemeleri, susuz ortamda kararli ve aktif olmalar, yiiksek katalitik giice sahip ve
ucuz olmalari, yan iiriin olmayisi verilebilir.

Lipazlar birgok yapisal nedenden dolayr endiistriyelde genis bir kullanim alani

bulmustur. Bunlar1 asagidaki gibi siralayabiliriz.

v" Deterjan endiistrisinde kullanimi
v Gida endiistrisinde kullanimi1
v Tlag endiistrisinde kullanimi

v" Organik sentezlerde kullanim1

Lipaz enziminin bir¢ok ¢esidi bulunmaktadir. Asagida belirtilen bu enzim
cesitlerinden yiiksek aktivitede olmasi ve maddi olarak ucuz olmasindan dolay1 Candida

Rugosa tercih edilmistir.

Phycomyces nitens
Porcine pancreas
Humicola lanuginosa
Aspergillus niger
Candida cylindracea
Candida antarctica

DN N N NN

Candida rugosa

1.2.2. Candida Rugosa Lipaz (CRL)

CRL, Histidin, Serin ve Glutamin (His-Ser- Glu) tigliisiinden olusan ve sporsuz,
tek hiicreli, yiiksek verimli lipaz {iretiminden dolayr sik¢a kullanilan bir
mikroorganizmadir. 31 aminoasitten olusan bir kapaga sahiptir ( Benjamin ve Pandey,
1998; Paiva ve ark..2000; ). Kapagin i¢ yiizeyi yani aktif bolgeye bakan kismi
hidrofobik, diger kismi yani dis yiizeyi ise hidrofilik yapidadir (Tejo ve ark., 2004).
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Kapak acgik ve kapali olmak iizere iki farkli konformasyon gostermektedir. Burda
kapagin gorevi enzimin aktif konumuna substrat girigini saglamasina yardimci olmaktir
(Secundo ve ark., 2003). A¢ik olmasi halinde enzim aktif ve enantiyosec¢imliligi yiiksek
iken kapali olmasi halinde ise enzim inaktif ve enantiyosecimliligi diisiik o6zellik
gostermektedir.

Lipazlar arasinda, Candida Rugosa lipaz yaygin olarak yag hidrolizinde,
esterifikasyonda, transesterlesmede ve enantiyose¢imli biyodoniisiimlerde ¢ok sikca
kullanilmaktadir (Bezbradica ve ark., 2006; Santos ve Castro, 2006; Ting ve ark., 2006).

1.2.3. Lipazlarin Genel Ozellikleri

e Optimum pH
Cogunlukla yiiksek pH enzimin etkinliginin azalmasina neden olur. Enzimin en
yiikksek verimle c¢alistigi pH araligmma optimum pH denilmektedir. Cogu enzimin pH
araligi 4,5-8,5 tur.

e Optimum sicakhk
Cogunlukla lipazlarin en yiiksek aktivite gosterdikleri sicaklik araligi 30-40 °c

dir. Enzimlerin en yliksek verimle ¢alistig1 sicaklik araligina optimum sicaklik denilir.

e Lipazin aktivasyonu ve inhibisyonu
Agir metal iyonlar1 lipaz aktivitesini inhibe ederken, alkali metal iyonlarmninda

lipaz aktivetisini artirdigini sdyleyebiliriz.

e lizoelektrik nokta(pI)
Net yiikii sifir olan noktaya izoelektrik nokta denir. Proteinlerin ¢oziiniirliiglini
etkiledigi icin izoelektrik nokta biiyilk dneme sahiptir. Bu noktaya yakin proteinler
suda daha az ¢Oziiniirken, bu noktadan uzaklastik¢a da suda daha fazla ¢oziinmektedir.

Bunun sebebi bu noktadan uzaklasildik¢a iyonlagmis gruplarinin sayisinin artmasidir.
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e Aktivite
Enzimin aktivitesi birim zamanda doniistiiriilen substratin mol sayisidir. Yani bir
enzim birimi Unit = 1 pmol/dak. Bir mikromol (1 umol) substrati optimum sartlarda bir
dakikada iiriine ¢eviren enzim miktaridir.

Immobilize lipaz aktivitesi:

Immobilize lipaz aktivitesi

Lipaz aktivite (Ufg destek maddesi) Immobilize lipaz miktari

Immobilize lipaz aktivitesi

Spesifik Aktivite (U/mg protein) Immobilize lipazin protein miktari

Aktivite verimi (%) Immobilize lipazin spesifik aktivitesi

— — — x 100
Serbest lipazin spesifik aktivitesi

1.2.4. Enzim immobilizasyonu

Enzimler, canl hiicrelerde sentezlenen protein yapisinda maddelerdir. Enzimler
suda ¢Oziindiikleri i¢in katalizOr olarak kullanilan serbest enzimin aktivitesinin
azalmadan geri kazanilmasi ne yazik ki miimkiin degildir. Serbest enzim, kolayca
istedigimiz zaman reaksiyon igerisinden uzaklastirilamayinca bu konu hakkinda ¢6ziim
bulmak i¢in bircok bilim adamini harekete gegirmistir. Bundan dolayr enzim
immobilizasyonu iizerine ¢alisilmistir.

Enzim immobilizasyonu, enzimin tekrar kullanilabilirligini ve enzimlerin
aktivitesinin kararliligin1 artirmak i¢in giivenilir bir yol haline gelmistir (Chang ve ark.
,2008). Farkli metotlarla ¢6ziinmez hale getirilmis olan immobilize enzimlerin serbest
enzimlere gore bazi Ustiin taraflar1 vardir. Bunlari asagidaki gibi siralayabiliriz
(Telefoncu, 1997);

e Reaksiyon sonunda ortamdan kolayca uzaklastirabildigimiz gibi triinlerin de
enzimler ile kirletilmesi s6z konusu olmaz.
e Serbest enzimlere kiyasla daha kararlidir.

e Enzimin kendi kendini par¢alama (autolysis) olasilig1 yok olur.
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e Cevre kosullarindan (pH,sicaklik v.s. ) etkilenmeleri azalir.
e Mekanistik ¢alismalar i¢in kullanim1 kolaylasir.

e Uriin olusumunu kontrol altinda almamiz1 saglar.

e Bircok kez ve uzun siirede kullanilma olanagina sahip olur.

e Bazi durumlarda serbest enzimden daha yiiksek bir aktivite gosterebilmektedir.

1.2.5. immobilizasyon Yontemleri

ENZIM IMMOBILIZASYON YONTEMLERI

Baglama Tutuklama
Capraz Tasvici Enzim Mik
— Tasyiciya baglama— S Jelde ikro
baglama kopolimerizasyonu ttuklama  kapslleme

baglama baglama

Sekil 1.24. immobilizasyon ydntemlerinin siniflandirilmasi

1.2.5.1. Tasiyiciya Baglama Yontemleri

Tastyiciya baglama yonteminde enzim igin uygun tasiyici Sistem se¢imi oldukga
onem arz etmektedir. Baglanma kimyasal (kovalent veya iyonik) veya fiziksel

(adsorbsiyon) yolla olabilir.

Cizelgel.3. Enzim immobilizasyonunda en yaygin kullanilan tasiyicilar (Etci, 2011)

Anorganik Dogal polimerler Sentetik polimerler
Kil, cam Seliiloz Polistiren tiirevleri

Silikajel Nisasta Poliakrilamid
Hidroksiapatit Jelatin M. anhidrid polimerler
Aktif karbon Albumin Siklodekstrin polimerleri
Bentonit Agar ve agaroz Vinil ve alil polimerler
Titandioksit Karragenan Oxiranlar
Metaller Dextran Naylon
Nikeloksit Kollagen Metakrilat
Pomza tasi Kitin kitosan I. Degistirici regineler
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Enzim immobilizasyonunda kullanilacak tagiyicida aranan nitelikler;

Ucuz olmasi

Rejenere olabilmesi

Kimyasal ve termal stabilite

Kovalent baglamada kullanilacak tasiyicilarin 1liman kosullarda reaksiyon
verecek fonksiyonel gruplar bulundurmasi

Suda ¢oziinmemesi

Gozenekli (pordz) yapisi

Hidrofilik karakter

Mikroorganizmalara kars1 direncli olma

Mekanik stabilite ve uygun partikiil formu

Zehirsiz olmasi

Kovalent baglanma

Enzimin tasiyiciya kovalent bagla baglanmasinda dikkat edilmesi gereken

onemli bir husus, baglanmanin enzim aktivitesi i¢in zorunlu gruplar iizerinden

olmamasi ve baglanma sirasinda sterik engeller teskil edilmemesidir (Telefoncu, 1997).

Kovalent baglama enzim zincirindeki aminoasitlerin tasidigi fonksiyonel gruplar

tizerinden baglanmaktadir.

Sekil.1.25. Kovalent baglama (Guisan, 2006)
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b. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon yontemi, suda ¢oziinemeyen bir adsorbanin enzim ¢o6zeltisi ile
karistirtlip belli bir siire ekilestikten sonra, enzimin fazlasinin iyice yikanarak ortamdan
uzaklastirilmasina dayanir. Enzimin tasiyiciya baglanmasi sirasinda Van der Waals
kuvvetleri, hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesimler rol oynamaktadir. Enzim
immobilizasyonunda en ¢ok tercih edilen adsorbanlar; nisasta, aktif karbon, silikajel,
CaCOg, gozenekli cam, diatome topragi, kiil, kollodyum, bentonit, hidroksiapatit, gluten
ve kalsiyum fosfattir. Adsorbsiyon yonteminin avantaj yonleri; enzim immobilizasyon
yonteminin basit olmasi, degisik bigim ve yiikteki tastyicilarin segme olanaginin olmasi
ve bir yandan immobilizasyon yapilirken diger yandan da enzim saflastirilmasina
olanak saglamasidir (Knezevi¢, 2004; Andrade ve Hlady, 1986; Etci, 2011).

Yontemin dezavantajlari; immobilizasyon islemi kolay olsada optimal kosullarin
saptanmast ¢ok giic ve ugrastiricidir. Eger enzim ile tasiyict arasinda kuvvetli bir
baglanma yoksa bu halde desorpsiyon sonucu enzim serbest hale gectigi gibi ayni

zamanda da tiriinlerin kirlenmesine sebep olmaktadir (Telefoncu, 1997).
c. Iyonik Baglama

Bu yontemde ise iyon degistirme 6zelligine sahip suda ¢oziinmeyen tasiyicilara
enzimin iyonik olarak baglanmasidir. Iyonik baglanma 1lmli kosullarda
gergeklestiginden dolayr enzimin konformasyonunda ve aktif merkezinde degisiklige
sebebiyet vermez. Ancak enzim ile tasiyici arasindaki bagin kovalent bagdaki kadar

giiclii olmamasindan dolay1 enzim kagis1 s6z konusu olur (Telefoncu, 1997; Karaca
2006) (Sekil 1.26).
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COO° COO-

Sekil.1.26. Iyonik baglama

1.2.5.2.Capraz Baglama Yontemleri

Capraz baglanma derecesi ve immobilizasyon, protein ve reaktif
konsantrasyonuna, pH’a ve immobilize edilecek enzime bagimlidir (Telefoncu, 1997).

Bu yontem ile enzim immobilizasyonu dort farkli sekilde yapilmaktadir:

a) Enzimin yalniz bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

b) Enzimin ikinci bir protein varliginda bifonksiyonel reaktif ile reaksiyonu

¢) Enzimin suda ¢ozlinen bir tagtyicida adsorpsiyonundan sonra bifonksiyonel reaktif ile
reaksiyonu

d) Enzimin bifonksiyonel reaktif tarafindan aktive edilmis polimer tasiyict ile
reaksiyonudur.

En cok tercih edilen capraz baglama reaktifleri; glutaraldehid, klorformat,
karbonildiimidazol, heterosiklik halojeniirler, bisoksiranlar, divinilsulfanlar, p-
benzokinonlar, gecis metal iyonlar1 ve epiklorhidrinlerdir. Capraz baglama reaksiyonu
ilimh kosullarda gerceklesemediginden dolayr 6nemli 6lgiide aktivite kaybi olmaktadir

(Telefoncu, 1997; Oztiirk, 2006) (Sekil 1.27).
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Aktif amino gruplari

‘B AL
— . 2 9 9

capraz bagli IME

Sekil.1.27. Capraz bagl immobilize enzimler (Cao, 2005)

1.2.5.3. Tutuklama Yontemleri

Tutuklama yontemi, enzim molekiiliiniin fiziksel veya kimyasal yontemle
herhangi bir tasiyiciya baglanmadan belirli bir ortamda tutulmasi demektir. Tutuklama
islemlerinde enzim molekiillerinin, polimer matris igindeki kafeslerde, yari gegirgen
membranlar iginde, mikrokapsiilleme ve misellerde tutulur. Bu yontemin kovalent
baglama ve g¢apraz baglama immobilizasyonundan farkli kilan husus, enzim
molekiiliiniin kimyasal veya fiziksel olarak herhangi bir tasiyiciya baglanmamis

olmasidir (Telefoncu, 1997).
a) Sol-jel tutuklama

Sol-jel tutuklama yontemine gére immobilize olmug enzimin kararliligina, enzim
konsantrasyonu, pH, iyonik kuvvet ve diger immobilizasyon sartlarinin 6nemi biiyiiktiir.
Bu prosesde baglayici silan bilesikleri olarak alkil ve alkoksi silan bilesikleri tercih
edilmektedir. Sol-jel yontemi, enzim varliginda alkoksi silanlarin asit veya baz katalizi
ile yapilir (Hench ve West, 1990; Brinker ve Scherer, 1990)

Isopropanol, polivinilalkol, siklodekstrinler veya siirfektanlar gibi katki
maddelerinin lipaz immobilizasyonu iizerinde sol-jel tutuklama yonteminin etkisini
artirmaktadir. Bu sekilde heterojen biyokatalizérlerin kullanilmasiin amaci; organik
¢oziiclilerde ve iyonik sivilarda esterifikasyon veya transesterifikasyon reaksiyonlarini
gerceklestirmektir (Etci, 2011).

Yontemin uygulanmasi kolay ve tekrarlanabilirligi oldukga yiiksek oldugu i¢in

genis bir kullanim alanina sahiptir.
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Bu konuda diger bir gelisme ise sol-jel islemi sirasinda manyetik demir oksitin
lipaz immobilizasyonunda kullanilmasidir. Boylece tekrar kullanilabilirligine biiyiik

pratiklik getirilmistir (Reetz ve ark., 1998; Reetz, 2006; Guisan, 2006) (Sekil 1.28).

miknatis

Sekil 1.28. Manyetik Fe;O4 nanopartikiiller a) manyetik alan olmadigi durum b) manyetik alan altinda

oldugu durum
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Lipaz enzimini ilk kez H. Brandenberger tarafindan 1956 yilinda kovalent
baglama yontemi ile iyon degistirici regine lizerine immobilize etmis (Iwai ve
ark.1964), ancak lipazin ester hidrolizinde veya ester sentezinde kullanilmasi ile ilgili

calismalar1 Iwai ve arkadaslar tarafindan (1964) da c¢alismaya baslamistir (S6kmen,
2005).

Zeng ve ark. (2005), yaptiklar1 ¢alismada FeCl,, ve FeCls’den yola ¢ikarak bazik
ortamda azot atmosferinde manyetik 6zellik gosteren Fe;O4 manyetik nanopartikiileri

sentezlemislerdir (Sekil 2.1).

_OH
pH~10
N, atmosferinde "~OH
80°C

Sekil 2.1. Fe;0, Manyetik nanopartikiillerin sentezi

Daha sonra bu nano partikiilleri amino alkil trimetoksisilan ile etkilestirerek
silika-bazl1 alkil amino grubu Fe3;O4 manyetik nanopartikiilleri elde etmislerdir (Sekil
2.2).

\O R n
OH \ Si(OC_H,)
— 2''5/4
. /o—Si’\(/‘)n NH, » 0| Fe;0,0
FesOs Y g
OH _ %1 NaF /
H,N o /OS|JVV\
< \

Sekil 2.2. Alkil amino-Fe;O4 Manyetik nanopartikiillerin sentezi

Lei ve ark. (2009), bu caligmada oleik asit ile modifiye olmus FesO4
nanopartikiillerini sentezledikten sonra glisidil metakrilat, metakrilik asit ve di-vinil
benzen ile etkilestirilerek manyetik mikrokiireler hazirlamiglardir. Daha sonra domuz
pankreasindan iretilen triagilgliserol, kovalent baglarla bu mikrokiire Yyuzeyinde
bulunan aktif epoksit gruplarindan immobilize edilmistir. Elde edilen immobilize

lipazin serbest lipaza gore daha yiiksek optimum sicakliga sahip oldugu ve cok daha iyi
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bir termal ve pH kararlilik sergiledigi gozlemlenmistir. Ayrica manyetik 6zelliginden
dolay1r ¢ok iyi bir tekrar kullanim sergiledigide bildirilmistir. Bunlarin disinda bu

immobilize lipaz esterlesme reaksiyonunda etkin bir katalizor olarak kullanilmistir.

CHj
CH;3 .
| E—— NH
WCHZ—/C CHZ—C WUWCHZ—CHWW 2
O=—=C
| COOH [
O— CHy—HC— CH; Pz
N
vuuvuvun CH——CHynvvnnn
CH;
I |
A CHy—— C arvururuurusuunuuuusuusuuun CH, C vvuvvuuuuwn CHy CHunnnnn
O—=C
| x
COOH |
O— CH,—— CH——CH, Z
OH NH——E vy CH——CHy e

Sekil 2.3. Manyetik mikrokiirelerin sekli ve lipazin kovalent immobilizasyon reaksiyonu

Tutar ve ark. (2009), yaptiklar1 bir ¢calismada dogal bir iiriin olan sporopollen’e
Candida Rugosa lipazi immobilize edereck farkli pH ve sicakliktaki aktivitesini
incelemislerdir. Immobilize edilmeyen lipaz ve immobilize lipazin optimum pH’mnin
sirayla 6.0 ve 7.0 oldugu goriilmistiir. Ayn1 zamanda immobilize edilmeyen lipaz ve
immobilize lipazin sicakliga bagl aktivitelerinin de sirasiyla 35°C ve 40°C oldugu

gorilmiistiir.

Yilmaz ve ark. (2010) Candida Rugosa lipaz enzimini sol-jel tutuklama
metodunu kullanarak tetraetoksisilan (TEOS) ve oktiltrietoksisilan (OTES) varliginda
sporopollenin’e immobilize etmislerdir. Daha sonra hazirlanan immobilize lipazin
katalitik 6zellikleri incelenmis ve bulunan sonuclar dogrultusunda resemik naproksenin

enantiyose¢imli ¢aligmalarinda kullanmiglardir (Sekil 2.4).
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COOH
H,CO
/ S)-Naproksen
COOCH3 (S)-Nap
H,CO

OO COOCH,

H,CO
(R)-Naproksen metil ester

Sekil 2.4. Naproksen metil ester

Yilmaz ve ark. (2011), bir baska ¢alismada cam boncuklari aminopropil grubu
tasiyan silika ile etkilestirilerek aminopropil grubu tasiyan cam boncuklar1 elde
etmislerdir. Elde edilen bu cam boncuklarin glutaraldehitle reaksiyon sonucunda
serbest dialdehit grubu bulunduran ve enzim immobilizasyonunda kullanilabilecek yeni
materyaller elde etmislerdir. Sentezlenen bu yapilar rasemik naproksen metil esterinin
enantiyose¢imli hidroliz ¢alismalarinda kullanilmistir. S-naproksen igin %98 ee degeri
ile immobilize lipazin (E>400) vyiiksek enantiyose¢imlilige sahip oldugunu

gozlemislerdir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Cam boncuk yiizeyine enzim immobilizasyonu gosterimi

Ozyilmaz ve Sayin (2013), yaptiklar1 caligmada seliiloz ve ¢itosan biopolimerleri
lizerine uygun kaliksaren tlirevini immobilize ederek yeni biopolimerler elde
etmiglerdir. Candida Rugosa lipaz enzimini sol-jel metodunundan yararlanarak
tetractoksisilan (TEOS) ve oktiltrietoksisilan (OTES) varliginda yeni biopolimere
immobilize etmislerdir. Hazirlanan bu materyaller, Rasemik naproksen metil esterinin
enantiyose¢imli hidroliz ¢alismalarinda kullanilmistir. Kaliksaren bazli meteryalin,

rasemik naproksenin enantiyosec¢imliliginin yiiksek (E=300) oldugu gozlemislerdir.

Ozyilmaz ve Sayin (2013), yaptiklar1 bir diger calismada manyetik Fe3O4
nanopartiikiiline bagli kaliks[4]aren’in dipridin tiirevini, Candida Rugosa lipaz ile
immobilize edildikten sonra, p-nitro fenil palmitatin (p-NPP) hidrolizi ile aktivitesi
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Ol¢iimleri ve bu immobilize lipaz rasemik naproksen metil esterinin enantiyosecimli
hidroliz tepkimelerinde kullanilmistir. Immobilize lipazin katalitik akitivitelerinin ve

enantiyoseg¢iciliginin (E>400) yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 2.6).

H,CO
/ (S)-Naproksen
OO COOCH, Lipaz Organik Faz
H,CO

N
fo COOCH;,
/ Hy co
P

(R)-Naproksen metil ester

Sekil 2.6. Naproksen metil esterinin ekstraksiyon ile ayrilmasi

Yilmaz ve grubu (2015), yaptiklar1 bir ¢alismada kaliks[4]aren’in hidrazin ve
karboksil asit tiirevlerini hazirlayarak bu bilesikleri ve Fe3O4 nanopartikiilleri bir katki
maddesi olarak sol-jel prosediiriine gére Candida Rugosa lipazin enkapsilasyonunda
kullanmislardir. Enkapsiile edilen bu lipazlar rasemik naproksen metil esterinin
enantiyo sec¢imli hidrolizinde ve ayni zamanda p-nitro fenil palmitatin (p-NPP)
hidrolizinde katalizor olarak kullanmiglardir. Elde edilen sonuglarda kaliks[n]aren
tirevleri ve FesO,4 nanopartikiil enkapsiile lipazlarin serbest lipaza gore daha yiiksek

doniisiim ve enantiyosegimlilik gosterdigi gozlemlenmistir (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7. (R/S)-Naproksen metil esterinin enantiyose¢imli hidrolizinin sematik gosterimi

Yilmaz ve grubu (2014), yaptiklart lipaz immobilizasyonunda hem serbest hem
de kovalent bagl kaliks[8]arenleri Fe3O, nanopartikiilii varliginda sol-jel metodunu
kullanarak Candida Rugosa lipazinin enkapsilasyonunda katki maddesi olarak
kullanmislardir. Fe3O4 nanapartikiiller sentezledikleri kaliks[8]aren okta valerik asit ile
se¢imli olarak bir karboksil gurubundan birisine baglayarak elde ettikleri kaliks[8]aren
FesO4 nanapartikiillere immobilize ettikten sonra sol-jel enkapsilasyon islemine gore
katki maddesi olarak kullanmislardir. Calismanin bir baska kisminda ise Fe3O4
nanopartikiiller kaliks[8]aren okta valerik asit tirevi ve Candida Rugosa lipazi
varliginda immobilize edilerek enantiyo se¢imliliklerini rasemik naproksen metil
esterinin hidroliz reaksiyonunda kullanmiglardir. Kaliks[8]arenin kovalent bagh
enkapsiile edildigi lipazlarin bes kez kullanimdan sonra bile baslangi¢ aktivitesinin %86

diistiigii gozlenmistir (Sekil 2.8).
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Candida rugosa lipase Enc-C[8]-C4-COOH@Fe30,

Sekil 2.8. Enkapsiile lipazlarin hazirlanmasi. Reaksiyon sartlari: (i) fosfat tamponu (pH 7.0), polivinil
alkol, NaF, isopropil alkol, tetrametoksi silan, oktil-tri-metoksi silan
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Enstriimental Teknikler

'"H-NMR ve ®C-NMR spektrumlari Varian 400 MHz spektrometre ile alindu.
FTIR spektrumlari ATR problu Perkin Elmer 1605 FTIR System Spectrum
spektrofotometresinden alindi. UV-vis. Olgtimlerinde Shimadzu 160A UV-Visible
spektrofotometresi kullanildi. Sentezlenen bilesiklerin erime noktasi tayinleri, EZ-Melt
marka erime noktasi tayin cihazi ile yapildi. HPLC o6lg¢iimleri Chiralcel OD-H (25 cm,
4.6 mm) kiral kolonu kullanilarak Agilent 1200 HPLC modeli ile gergeklestirildi.
Elementel analizler (C, H, N, S) CHNS-932 (LECO) elementel analiz cihazi ile yiiksek
sicaklikta (1000-1100 °C) yakma yoluyla bilesiklerdeki element yiizdeleri tayin edildi.
Santrifiij islemleri Sigma 2-16 PK sogutmali santrifiij cihazi ile yapildi. Sentez
tepkimelerinin ilerleyisi ITK (DC Alufolien Kieselgel 60 Fas4 (Merck)) ile takip edildi.
Kolon kromatografisi ¢alismalarinda silika jel 60 (Merck, tanecik biiytikliigii 0.040-
0.063 mm, 230-240 mesh) kullanildi. Tim sulu ¢ozeltiler, Millipore Milli-Q Plus su
aritma cihaziyla saflagtirilan saf su ile hazirlandi. Sentezlerde kullanilan baslangig
materyalleri ve reaktifleri analitik saflikta Sigma, Merck veya Aldrich firmalarindan

temin edilerek kullanildi.
3.2. Kimyasal Sentezler
Bu ¢aligmada sentezlenen bazi bilesikler literatiirdeki metotlara gore geri kalan

bilesikler (5, 8, 9 ve 10) ise ilk kez sentezlendi. Bu calismada kullanilan 1-10 nolu

bilesiklerin sentezi agsagida sirasiyla yer almaktadir.
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3.2.1. p-ter-Butilkaliks[4]aren (1) " in sentezi (Gutsche 1990)

HCHO

NaOH - T
OHHO OHHO

)

Sekil. 3.1. p-ter-biitilkaliks[4]aren (1)

OH

1 L lik iki boyunlu bir balona p-ter-biitilfenol (100 g, 0.665 mol), % 37" lik
formaldehit (62.3 mL, 0.83 mol) ve NaOH (1.2 g, 0.03 mol) ilave edilerek 110-120 °C'e
ayarli bir yag banyosunda 1.5-2 saat 1sitildi. Sar1 renkli bir kati bir kiitle elde edildikten
sonra, reaksiyonun sicakligi oda sicakligma diisiiriiliir ve 800 mL difenil eter ilave
edilir. Bu siispanse karisim 1 saat oda sicakliginda karistirilir, reaksiyon sirasinda
olusan suyun ortamdan uzaklastirilmasinda kolaylik saglamasi igin azot gazi ve bir
ksilol cihazi takilarak karigim 1sitildi. Su ¢ikis1 tamamlandiktan sonra bu karigim 1.5-2
saat daha geri sogutucu altinda kaynatildi. Sonra bu reaksiyon karisimi oda sicakligina
getirilerek 500 mL etil asetat ile etkilestirildi. Olusan ¢okelek siiziilerek iki kez 100 mL
etil asetat ile, bir defa 200 mL asetik asit ile ve son olarak su ile nétral pH'a kadar
yikandi. Ham iiriin toluenden kristallendirilerek 61.6 g saf p-ter-biitilkaliks[4]aren elde
edildi. E.n.; 342-344 °C (lit., 344-346 °C). 'H-NMR (CDCls): & 1.20 (s, 36H, Bu'), 3.45
(d, 4H, Ar-CH,-Ar), 4.25 (d, 4H, Ar-CH»-Ar), 7.05 (s, 8H, ArH), 10.35 (s, 4H, -OH).

3.2.2. Kaliks[4]aren (2)" in sentezi (Gutsche 1990)

OH OHOH HO
L \

\ T
OH HO OH HO

(1) @)

Sekil. 3.2. Kaliks[4]aren dealkillenme tepkimesi
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p-ter-Biitilkaliks[4]aren 1 (52.4 g, 70.71 mmol) 675 mL kuru toluende ¢oziilerek
tizerine fenol (32 g, 340 mmol) ilave edildi. AICl3 (76 g, 570 mmol) 10 ar dakika ara ile
iic kisim halinde reaksiyon karigimina ilave edilerek 4 saat azot atmosferinde oda
sicakliginda karigtirildi. 0.2 M HCl ilavesi ile reaksiyon durdurularak organik faz ayrilir
ve su ile notral pH'a kadar yikandi. Organik faz MgSQO, tlizerinden kurutuldu ve toluen
indirgenmis basing altinda uzaklastirildi. Elde edilen ham {iriin CHCl3-MeOH ile
kristallendirildi. Verim: % 78; E.n.: 313-315 °C (lit., 315-318 °C). *H-NMR (CDCls): 6
3.35 (d, 4H, Ar-CHj-Ar), 4.23 (d, 4H, Ar-CH,-Ar), 6.67 (t, 4H, ArH), 7.45 (d, 4H,
ArH), 10.16 (s, 4H, -OH).

3.2.3. 5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,27-dimetoksikarbonilmetoksi-26,28-
dihidroksi-kaliks[4]aren (3) (Collins, 1991)

Metilbromasetat

|

Aseton
OH OH oH HO K2COs

@)

@)

Sekil. 3.3. 5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,27-dimetoksikarbonilmetoksi-26,28-dihidroksi-
kaliks[4]aren (3)

500 mL lik iki boyunlu balona 2 g (3.0 mmol) p-ter-biitilkaliks[4]aren, 0.82 g
(5.9 mmol) potasyum karbonat ve 6.0 mmol metil bromasetat 100 mL aseton igerisinde
ilave edilerek 24 saat geri sogutucu altinda karistirildi. Oda sicakligina getirilen karigim
stiziildii ve evaporatorde ¢oOziicli uzaklastirildi. Elde edilen katt madde etanol ile
kristallendirilerek saf iiriin 3 %63.4 verimle sentezlendi. E.n: 202-207°C. FTIR
(ATR):1750 cm™(C=0). 'H NMR (CDCls): & 0.97 (s, 18H, Bu'"), 1.24 (s, 18H, Bu'),
3.35 (d, 4H, J= 12.6 Hz, ArCH,Ar), 3.85(s, 6H, OCHjs), 4.45 (d, 4H, J= 12.6,
ArCHAr), 4.78 (s, 4H, OCH,CO), 6.85 (s, 4H, ArH), 7.05 (s, 4H, ArH), 7.10 (s, 2H,
OH).
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3.2.4. 5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,27-dihidrazinamitkarbonilmetoksi-
26,28-dihidroksi-kaliks[4]aren (Alekseeva 2000)

N2H4'H20

CH,Cl,/ CHzOH

© @

Sekil. 3.4. 5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,27-dihidrazinamitkarbonilmetoksi-
26,28-dihidroksi-kaliks[4]aren (4)

5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,27-dimetoksikarbonilmetoksi-26,28-dihidroksi-
kaliks[4]aren (3 g, 3.783 mmol) ve 1 mL hidrazin mono hidrat' in diklormetan/metanol
(48 ml/24 ml) igerisindeki karigimi {i¢ giin oda sicakliginda karigtirildi. Reaksiyonun
ilerleyisi hem ITK dan (EtOAc/heksan, 2 /1) hemde FTIR spektroskopisi (1750 cm™
deki ester karbonil bandiin 1684 cm™ deki amid karbonil bandina déniisiimii) ile takip
edilerek baslangic maddelerinin {iriine dontisiimii gozlendi. Reaksiyon karigiminin
¢oziiciileri evaparasyon ile uzaklastirildi, geriye kalan kati ham {irlin saf su ile notral
pH a kadar yikandi ve vakumlu etiivde kurutuldu. Ham idriin CH3;OH den
kristallendirilerek saflastirildi. Verim; 1.6 g (% 53.3). E.N.; 330-333 °C. FTIR : viax
(ATR): 3389, 3342, 3048, 2954, 2872, 1684 cm™. 'H NMR (400 MHz CDCls): § 1.02
(s, 18H, t-Bu), 1.26 (s, 18H, t-Bu), 2.15 (d, 4H, J= 1.6 Hz, NH,), 3.42 (d, 4H, J=13.3
Hz, ArCHAr), 4.11 (d, 4H, J=13.2 Hz, ArCH,Ar), 4.63 (s, 4H, OCH,), 6.92 (s, 4H,
ArH), 7.10 (s, 4H, ArH), 7.70 (s, 2H, OH), 9.61 (brs, 2H, NH). CsgHesN4Os icin
analitik hesaplanan: C; 72.70, H; 8.13, N; 7.06. Bulunan: C; 71.58, H; 8.27, N; 7.01.
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3.2.5. 5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,27-(4-(4-nitrofenil)-1-ditiyosemikarbazit)
karbonilmetoksi-26,28-dihidroksi-kaliks[4]aren (5)

CH,Cl,

(4)

©)

Sekil. 3.5. 5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,27-(4-(4-nitrofenil)-1-ditiyosemikarbazit)karbonilmetoksi-26,28-
dihidroksi-kaliks[4]aren (5)

0.5 g (0.6304 mmol) 5,11,17,23-tetra-ter-biitil-25,27 dihidrazinamitkarbonilme-
toksi-26,28-dihidroksi—kaliks[4]aren' in CH,Cl, (10 mL) deki karisimina 4-nitrofenil
izotiyosiyanat (0.91 g, 5.0432 mmol) ilave edilir. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda
4.5 saat karigtiktan sonra ¢okelen iiriin siiziiliir, CH,Cl; ile yikanir ve vakum altinda
kurutulur. Verim: 0.6 g (% 82.5). E.N= 184-187 °C. FTIR : vmax (ATR): 3448, 2955,
2869, 1708, 1332 cm™; *H NMR (400 MHz DMSO0-d6): § 1.10 (s, 18H, t-Bu), 1.18 (s,
18H, t-Bu), 3.43 (d, 4H, J=12.8 Hz, ArCH,Ar), 4.35 (d, 4H, J=12.8 Hz, ArCH,Ar), 4.73
(s, 4H, OCHy), 7.12 (brs, 8H, ArH), 7.88-7.92 (m, 4H, ArH), 8.17-8.20 (m, 6H, NH ve
ArH), 10.01-10.64 (m, 6H, NH ve OH). *C NMR (100 MHz, DMSO): & 31.32 (-CHs,
Bu'), 31.82 (-CHs5, BuY), 34.05 (-C, BU'), 34.38 (Ar-CH,-Ar), 34.45 (-C, Bu"), 73.57
(ArO-CHy-), 112.82, 122.55, 124.31, 124.95, 125.38, 125.88, 126.29, 126.85, 127.51,
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127.81, 133.04, 133.34, 141.81, 145.83, 147.67 ve 150.20 (ArC), 169.01 (C=0), 181.04
(C=S). CsH72Ng010S; i¢in analitik hesaplanan: C; 64.56, H; 6.29, N; 9.71, S; 5.56.
Bulunan: C; 64.35, H; 6.33, N; 9.82, S; 5.44.

3.2.6. 5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,27-bis(2-nitropiridil-2-ilamin)etilaminkar-
bonil-metoksi)-26,28-dihidroksikaliks[4]aren (6) (Sayin 2015)

02N OZN
XX : N
\ _N N~

CH,Cl,/ CH;0OH

(6)

Sekil. 3.6. 5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,27-bis(2-nitropiridil-2-ilamin)etilaminkar-
bonil-metoksi)-26,28-dihidroksikaliks[4]aren (6)

Diester tiirevi 3 (1 g, 1.261 mmol)' iin 18 mL CH,CI,/CH3OH (2/1, v,v) den
olusan ¢oziicii karigimi igindeki ¢ozeltisine 2-(2-aminoetilamin)-5-nitropiridil ilave
edildi. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda 34 saat karistirildi. Reaksiyon ITK ile takip
edildi ve tamamlandiktan sonra karigimin ¢oziiciileri evaporator ile uzaklastirilarak
kalan kat1 ham iiriin nétral pH a kadar saf su ile yikandi ve kurutuldu. Daha sonra kolon
kromatografisi (SiO,, CH,Cl,/CH3OH, 10/1) ile saflastirilarak %52 verimle bilesik 6
elde edildi. E.N.; 274-275 °C. FTIR (ATR) cm™ : 3450 (-OH), 3380 (-NH), 1670
(C=0), 1481 (N-O asimetrik gerilme), 1291 (N-O simetrik gerilme). *H NMR (400
MHz, DMSO): § 1.06 (s, 18H, Bu") , 1.14 (s, 18H, Bu") , 3.28 (d, 4H, J = 13.2 Hz,
ArCHyAr), 3.35-3.58 (m, HOD ¢akisik, 10H, -CH,- and Ar-NH), 3.91 (d, 4H, J = 13.2
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Hz, ArCH,Ar), 4.47 (s, 4H, OCHy,), 6.99 (s, 4H, ArH), 7.08 (s, 4H, ArH), 7.46 (brs, 2H,
OH), 8.11 (brs, 2H, ArH), 8.25 (s, 2H, ArH), 8.79 (brs, 2H, ArH), 8.94 (brs, 2H, NH).
3C NMR (100 MHz, DMSO): & 31.26 (-CHj, Bu'"), 31.80 (-CHs, Bu'), 34.04 (Ar-CH,-
Ar), 34.47 (-C, Bu'), 34.49 (-C, Bu'), 38.05 (-N-CH,), 72.40 (ArN-CHy), 74.83 (O-CH,),
125.74 (ArC), 125.90 (ArC), 126.29 (ArC), 127.17 (ArC), 127.53 (ArC), 133.16 (ArC),
133.29 (ArC), 134.59 (ArC), 141.99 (ArC), 146.96 (ArC), 147.91 (O-CAr), 150.04 (O-
CAr), 168.49 (N-CAr, Pyr), 169.72 (C=0). CgH76NgO1p i¢in analitik hesaplanan: C,
68.11; H, 7.01; N, 10.25. Bulunan (%): C, 68.26; H, 6.97; N, 10.32.

3.2.7. 25,27-Dimetoksikarbonilmetoksi-26,28-dihidroksi-kaliks[4]aren (7) (Unob,
1998)

o/ \O

O o) O
J (4 \ K,CO4 m
i B \

) /0%

(7)

Sekil. 3.7. 25,27-Dimetoksikarbonilmetoksi-26,28-dihidroksi-kaliks[4]aren (7)

Kaliks[4]aren (12.72 g, 30.00 mmol), K,COs; (4.45 g, 32.00 mmol),
BrCH,CO,CH3 (9.64 g, 63.00 mmol) ve aseton (600 mL)' dan olusan karisim 24 saat
geri sogutucu altinda kaynatilir. Coziicliler kuruluga kadar evaporatoratasyon ile
uzaklastirilir ve kalan kat1 metanol ile etkilestirilerek saflastirilir. Verim: %72 (12.36 g).
E.N.; 213-215 °C. FTIR (ATR) cm™: 1758 (C=0). 'H NMR (400 MHz, CDCls): § 3.40
(d, 4H, J = 13.2 Hz, ArCHAr), 3.88 (s, 6H, -OCHs), 4.47 (d, 4H, J = 13.2 Hz,
ArCHyAr), 4.75 (s, 4H, OCHy), 6.66 (t, 2H, J = 7.6 Hz, ArH), 6.74 (t, 2H, J = 8.0 Hz,
ArH), 6.91 (d, 4H, J = 7.6 Hz, ArH), 7.06 (d, 4H, J = 7.6 Hz, ArH), 7.57 (s, 2H, -OH).

3.2.8. 25,27-Bis(3-hidroksipropil)amitkarbonilmetoksi-26,28-dihidroksi-
kaliks[4]aren (8)
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Sekil. 3.8 25,27-Bis(3-hidroksipropil)amitkarbonilmetoksi-26,28-dihidroksi-kaliks[4]aren (8)

Diester tiirevi 7 (1.5 g, 2.638 mmol) ve 3-hidroksipropilamin (1.59 g, 21.104
mmol)' nin 30 mL toluen/MeOH (1/1, v,v) ¢oziicii sistemindeki karigimi 2 saat geri
sogutucu altinda kayanatilir. Reaksiyon karisimi oda sicakligina getirilir ve ¢oziiciiler
evaporatasyon ile uzaklastirilir. Elde edilen iiriin nétral pH a kadar saf su ile yikanir ve
kurutulur. Ham iiriin MeOH den kristallendirilerek saflastirilir. Verim: %76. E.N.: 244-
246 °C. FTIR (ATR) cm™: 1661 (C=0). 'H NMR (400 MHz, CDCls): § 1.71 (brs, 2H, -
OH), 1.83 (p, 4H, J= 6.4 Hz, -CH,-), 3.54 (d, 4H, J= 13.2 Hz, ArCH,Ar), 3.62 (q, 4H,
J= 6.4 Hz, -CH,-0), 3.69 (t, 4H, J= 6.0 Hz, -CH,-N), 4.17 (d, 4H, J= 13.2 Hz,
ArCHyAr), 4.65 (s, 4H, ArO-CHy), 6.48 (t, 2H, J= 7.6 Hz, ArH), 6.89 (t, 2H, J= 7.2 Hz,
ArH), 7.02 (d, 4H, J= 7.6 Hz, ArH), 7.14 (d, 4H, J= 7.6 Hz, ArH), 8.15 (s, 2H, Ar-OH),
9.03 (t, 2H, J=5.6 Hz, -NH). C33H42N,0s i¢in analitik hesaplanan: C, 69.71; H, 6.47; N,
4.28. Bulunan (%): C, 69.77; H, 6.30; N, 4.36.

3.2.9. 25,27-Bis(3-(p-nitrofenilkarbamat)propil)amitkarbonilmetoksi-26,28-
dihidroksi-kaliks[4]aren (9)
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DCM, 25 °C
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©

Sekil. 3.9 25,27-Bis(3-(p-nitrofenilkarbamat)propil)amitkarbonilmetoksi-26,28-dihidroksi-kaliks[4]aren
9)

25,27-Bis(3-hidroksipropil)amitkarbonilmetoksi-26,28-dihidroksi-kaliks[4]aren

(8) (0.2 g, 0.305 mmol) ve 4-nitrofenil izosiyanat (0.5 g, 3.05 mmol) m 10 mL DCM
¢Oziicii sistemindeki karigimi 4 saat boyunca geri sogutucu altinda kaynatilir. Reaksiyon
karisimi oda sicakligina getirilir ve ¢oziiciiler evaparatdrde uzaklastirilir. Elde edilen
tirtin notral pH a kadar saf su ile yikanir ve vakumda kurutulur. Ham {irtin MeOH’ de
kristallendirilerek saflastirilir.Verim: 0.24 g (%81). E.N.;253-255 °C. FTIR (ATR) cm™:
1734 (C=0, karbamat), 1664 (C=0, amit), 1495 (N-O asimetrik gerilme), 1297 (N-O
simetrik gerilme). *"H NMR (400 MHz, DMSO): & 1.93-1.99 (m, 4H, -CHy-), 3.44-3.49
(m, 8H, ArCH,Ar ve O-CH,), 4.20-4.24 (m, 8H, ArCH,Ar ve N-CH,), 4.57 (s, 4H,
ArO-CH,), 6.59 (t, 2H, J = 7.2 Hz, ArH), 6.81 (t, 2H, J = 7.2 Hz, ArH), 7.05 (d, 4H, J =
7.6 Hz, ArH, kaliks), 7.13 (d, 4H, J = 7.6 Hz, ArH, kaliks), 7.64 (d, 4H, J = 9.2 Hz,
ArH), 8.14 (d, 4H, J = 8.8 Hz, ArH), 8.33 (s, 2H, -NH), 8.59-8.61 (m, 2H, -NH), 9.64-
9.73 (m, 2H, -OH). *C NMR (100 MHz, DMSO): & 28.99 (-CH,-), 30.93 (N-CHy-),
35.82 (Ar-CHz-Ar), 63.18 (O-CH-), 74.64 (ArO-CH,-), 119.96 (ArC), 125.39 (ArC),
125.58 (ArC), 126.20 (ArC), 126.84 (ArC), 127.81 (ArC), 129.20 (ArC), 129.60 (ArC),
134.04 (ArC), 141.97 (ArC-N), 146.16 (ArC-NO,), 146.11 (O-CAr), 152.27 (O-CAr),
153.58 (C=0, karbamat), 168.35 (C=0, amit). Cs;H5oNgO14 igin analitik hesaplanan: C,
63.54; H, 5.13; N, 8.55. Bulunan (%): C, 63.46; H, 5.07; N, 8.62.



3.2.10. 5,11,17,23-tetra-4-(etilaminometil)piridil-25,26,27,28-tetrahidroksi
kaliks[4]aren (10) (Mermer 2012)

Sekil. 3.10 5,11,17,23-tetra-4-(etilaminometil)piridil-25,26,27,28-tetrahidroksi kaliks[4]aren (10)

2.350 mmol kaliks[4]arenin 75 mL THF igerisindeki ¢ozeltisine 3.8 mL
glasiyel asetik asit, 11.751 mmol 4-(etilaminometil)piridin ve 1.3 mL % 37’lik
formaldehit ilave edilir. Reaksiyon karisimi 16 saat oda sicakliginda karistirilir. Sonra
sonrasi olusan katilar siiziilerek uzaklastirilir. Siiziintii vakum altinda uzaklastirilarak
olusan kati kissm 30 ml suda ¢0ziiliir. Daha sonra sulu ¢6zeltiye %10 luk K,COs
¢ozeltisi ile edilerek pH 8.0 yapilir. Cokelek siiziiliip vakum altinda kurutulur. Ham
irtin CH,CI/Et,0 ile etkilestirilerek saflastirilir. Olusan sar1 renkli ¢okelti stiziiliir ve
etitvde kurutulur. Verim: %71.1 (1.7 g), E.n. > 350 °C. *H NMR (400 MHz, DMSO):
6=1.02 (t, 12H, J= 7.2 Hz, CHj3), 1.75-1.92 (m, 8H, CH,), 3.26-3.44 (m, 20H, CHy,
ArCH,Ar), 4.18-4.25 (m, 4H, ArCH,Ar), 6.97 (s, 8H, Ar-H), 7.27 (brs, 10H, Ar-H,
OH), 8.49 (d, 8H, J= 5.6 Hz, Ar-H). **C NMR (100 MHz, DMSO): & 12.06 (-CHs),
33.31 (Ar-CH,-Ar), 47.02 (N-CH,-), 55.91 (N-CH2-Pyr), 57.19 (N-CHj-Ar), 123.70
(ArC), 127.85 (ArC), 130.57 (ArC), 149.47 (ArC, Pyr), 149.74 (ArC, Pyr), 149.95 (O-
CAr). Analitik Hesaplanan: CgsH72NgO4: C, 75.56; H, 7.13; N, 11.01 % Bulunan: C,
75.32; H,8.02; N, 11.10 % ..
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3.2.11. Manyetik Fe3O,4 nanopartikiiliiniin sentezi (Zeng, 2005)

/OH
Fe;O,

N

OH

1 M FeCl, ve 1,75 M FeClj3 ¢ozeltileri 1:1 oraninda alinir ve 250 mL’lik ¢
boyunlu reaksiyon balonunda geri sogutucu altinda N, atmosferinde 60°C ye kadar
1s1tilir. Reaksiyon ortami 60 °C’ye ulastiginda % 25 NH4OH ile pH ~ 10-11’¢ ayarlanir.
Ortam bazik oldugunda demir oksit partikiillerinin olugmasi ile birlikte reaksiyon ortami
koyu kahverengi renge déniisiir. Bu asamadan sonra reaksiyon 80°C de 1 saat daha geri
sogutucu altinda 1sitilir. Reaksiyon sonunda manyetik nanopartikiiller bir miknatis
yardimiyla su icerisinden alinir ve yine deiyonize su ile pH ndtral oluncaya kadar
yikanir. Nanopartikiiller vakumlu etiivde 70°C’de 12 saat kurutulur. Koyu kahverengi
FesO, partikiilleri elde edilir. FTIR: (Fe304) Fe-O band1 578 cm™ de goriildii.

3.2.12. Sol-gel metoduna gore Lipaz immobilizasyonu
o Kaliksarenlerin Sol-jel tutuklama metodu (Reetz, 2003)

245 mg Candida rugosa lipazi, 1,56 mL fosfat tamponu igerisinde (0,05 M, pH
7,0) kanistirildi. Karigim tizerine 0,1 g kaliksaren, 0,1 g Fe3O4, 400 pL polivinil alkol
(%4 wilv), 200 uL NaF ¢ozeltisi (0,1 M) ve 400 pL isopropil alkol ilave edilerek
karistirilip homojenize edilir. Daha sonra 460 pL tetrametoksisilan (TMOS, 0,5 mmol)
ve 3144 uL oktil trietoksisilan (2,5 mmol) konularak karistirilir. 1-2 dk sonra jel
olusumu baslar. Olusan bu jelatimsi karisim bir gece +4°C de bekletilerek 10 mL distile
su ve 10 mL izopropil alkol ile yikandi. Yikama ¢ozeltileri Bradford metoduna gore

protein tayininde kullanildi. Daha sonra karisim liyofilizatorde kurutuldu.

e Protein miktar1 (Bradford, 1976)
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Serbest ve immobilize lipaz igerisindeki protein miktar1 Bradford metoduna gore
bulunur. Bunun i¢in standart olarak Bovin serum albumin (BSA)’in belirli
konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlanarak bu ¢ozeltilerin 0,1 mL’si 3 mL Bradford
reaktifi (Coomassie Brilliant Blue G-250) ile etkilestirilip 595 nm dalga boyundaki
absorbanslari dlgiiliir. Standart olarak, absorbans-protein miktari (mg/ml) grafigi ¢izilir

ve yapilan protein ¢alismalarinda bu grafik referans alinir (Sekil 3.11).

1,2

y=1,1373x-0,0192
R?=0,9995

—f—Seri 1

—— Dogrusal (Seri 1)

0 T T T T T 1
0] 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Sekil 3.11. Standart protein miktar1 (mg/ml)- absorbans grafigi (Amax =595 nm)

e Aktivite Tayini (Hung, 2003; Chiou, 2004)

1 mL pH 7,0 fosfat tampon ¢ozeltisi i¢erisindeki serbest lipaz veya immobilize
lipaz karisimina 1 mL p-NPP ¢ozeltisi (2-propanol igerisinde hazirlanilir) ilave edilerek
oda sicakliginda 5 dk karigtirilir. Ardindan reaksiyon 2 mL 0,5 N Na,COj ilavesiyle
durdurulur.  Karisim  santrifiiy — edilerek, enzimatik  aktivite = UV-visible
spektrofotometresinde, agiga ¢ikan p-nitrofenol’iin (p-NP) 405 nm dalga boyundaki
absorbansi Olgiiliir. Bu absorbans degeri standart olarak gizilen p-NP (mol/litre)
kalibrasyon grafiginde yerine konularak agiga ¢ikan p-NP’in miktar1 spektrofotometrik
olarak tespit edilir. Lipazin 1 Unit (U)’1, dakikada 1 pmol p-NPP hidroliz etmek i¢in
gerekli olan lipaz miktaridir. Bu verilerden yararlanilarak serbest ve immobilize

lipazlarin aktiviteleri belirlenir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Standart p-NP (p-nitrofenol)- absorbans grafigi (Amax=405 nm)

e Optimum pH tayini

Serbest ve immobilize enzim, farkli pH degerlerinde (pH 4,0-9,0) 50 mM
sodyum fosfat tamponunda bir saat inkiibe edildikten sonra standart 6l¢iim kosullarinda

aktivite dl¢timleri yapildi
e Optimum sicakhik tayini
Serbest ve immobilize enzimin aktifligine, sicakligin etkisini incelemek amaci

ile serbest ve immobilize enzim farkli sicakliklarda (25-50°C) fosfat tamponu iginde 20

dk karistirilip sogutulur. Daha sonra aktivite tayin etme metoduna gore 6l¢timler yapilir.
3.2.13. HPLC ¢alismalari
¢ Enantiosecimli Tepkimelerin Genel Prosediirii (Cernia, 2002)
5 mL’lik vial igerisine 2 mL serbest enzim ¢ozeltisi (0,78 1mg/mL, pH 7.0, 0,05
M fosfat tamponu ) ya da serbest lipaz’a esdeger Unit’de immobilize lipaz konulur.

Daha sonra iizerine 100 uL (R/S)-Flurbiprofen metil esterinin izooktandaki ¢ozeltisi (20

mM) ilave edilir ve 48 saat 35 °C de ¢alkalamal1 inkiibatdr igerisinde karistirilir ve
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Karisgim {izerine 2 mL izooktan konularak ekstraksiyon yapilir. Izoktan fazinda
tepkimeye giren numune, HPLC cihazina verilerek (R/S)-Flurbiprofen metil esterinin
(R)- Flurbiprofen ya da (S)- Flurbiprofen’e enantiyomerik olarak doniistimii belirlenir.

Bunun igin Kiral bir kolon olan Chiralcel OD-H kolon, n- hekzan / 2-propanol
[trifloroasetikasit 100/0,1/0,1 oraninda tasiyici fazinda 1 ml/ dk akis hizinda
gerceklestirilmis ve UV dedektorde (A = 254 nm) okunur.

A
R-flurbiprofen v | ! rlr"-,l v S-flurbiprofen

nn

Sekil.3.13. (R/S-flurbiprofen) bilesigin HPLC diyagrami
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Supramolekiiler kimyada makrosiklik bilesiklerin, kullaniminin genis ve yaygin
olmasi nedeniyle, her gegen giin 6nemi artmaktadir. Son yillarda bu bilesiklerden en
cok kullanilanlardan birisi kKaliksarenlerdir. Bunun sebebi kaliksarenlerin diger
bilesiklere gore daha yiiksek verim ile kolay sentezlenebilmesidir, ayrica daha kolay ve
yaygin modifiye edilebilmektedir. Bu calismada amag, pridil ve nitro grubu tasiyan
kaliks[4]aren tiirevlerinin hazirlanip, bir profen tiirii olan rasemik flurbiprofen metil
esterinin enantiyose¢imli tepkimelerin g¢alismasinda kullanilmasidir. Segilen profen
tiirevinin enantiyose¢imliligi tizerine pridil ve nitro gruplart tasiyan kaliksaren

bilesiklerinin etKisi arastirilacaktir.

HCHO

NaOH = T
OHHO OHHO

1)

OH

Baslangi¢c maddesi olan p-ter-biitilkaliks[4]aren 1 literatiire (Gutsche 1990) gore
sentezlendi. "H-NMR spektrumunda &: 3.45 ppm’de ve &: 4.25 ppm’de goriilen dublet 4
protonun ArCH,Ar grubuna ait oldugu gézlendi. Bu sonuglar p-ter-biitilkaliks[4]aren’in

olustugunu gostermektedir.

OH OHOH HO
L \

\ T
OH HO OH HO

(1) @)

Daha sonra kaliks[4]aren 2" in dealkillenmesi diger bir baslangic maddesi olarak
literatiire (Gutsche, 1990) gore sentezlendi. 'H-NMR spektrumunda 3.35 ppm ve 4.23
ppm’de goriilen bir ¢ift dublet pikinin ArCH,Ar grubuna ait oldugu goézlendi. Ayrica t-
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biitil grubuna ait 1.20 ppm’de goriilen singlet pikin (s, 36H, Bu') kayboldugu

gbzlenmistir. Bu sonuglar Kaliks[4]aren 2' nin sentezinin olustugunu dogrulamaktadir.

Metilbromasetat

Aseton
OH OH oH HO KoCO3

@
©)

Sentezlenen p-tert-biitilkaliks[4]aren ile metilorom asetat uygun miktarlarda
almarak K,;CO;3; varliginda kuru aseton igerisinde literatiire gore (Collins 1991)
etkilestirilerek p-tert-biitilkaliks[4]aren diester tiirevleri sentezlendi. Bilesik 3%iin *H-
NMR spektrumunda 8: 3.85 ppm’de goriilen singlet 6 protonun OCH3 grubuna, 6: 4.78
ppm’de goriilen singlet 4 protonun OCH,CO grubuna ait oldugu gézlendi. Bu sonuglar

diester tiirevinin olustugunu gostermektedir.

N2H4'H20

\

CH,Cl,/ CH30H

®3) ()

Bilesik 3’tin hidrazin mono hidrat ile diklormetan/metanol (2:1) igerisinde oda
sicakliginda etkilestirilerek %53 verimle p-tert-biitilkaliks[4]arenin  diamid 4
(Alekseeva 2000) tiirevine doniistiigiinii "H-NMR spektrumunda 3.85 ppm’de goriilen 2
adet OCHjs singlet pikin kayboldugu, 2.15 ppm’de goriilen (N-NHz) amin ve 9.6
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ppm’de goriilen (-NH-N) amid grubuna ait piklerin olusumundan anliyabiliriz. Ayrica
bu bilesigin FTIR spektrumunda 1750 cm™ deki ester karbonil bandinin 1684 cm™ deki
amid karbonil bandina dontisimii ile takip edilerek baslangi¢ maddelerinin iiriine

dontigiimii gézlendi.

CH,Cl,

(4)

®)

Daha sonra bilesik 4' in CH,Cl, igerisinde 4-nitrofenil izotiyosiyanat
etkilestirilerek bilesik 5 sentezlendi. Bu bilesigin *H-NMR spektrumunda 8.17-8.20
ppm’de nitro grubuna bagli oldugu halkaya ait protonlar (m, 6H, NH ve ArH) ve **C
NMR spektrumunda 169.01 ppm’de (C=0), 181.04 (C=S) piklerin gbzlemlenmesi bize

bilesigin sentezlendigini kanitlamaktadir.



H N
7\
CH,Cl, / CH;0OH

(6)

p-tert-biitilkaliks[4]aren diester 3 bilesigi 2-(2-aminoetilamin)-5-nitropiridil ile

etkilestirilerek literatiire gore (Sayin 2015) bilesik 6 sentezlendi. Bu bilesigin *H-NMR

spektrumunda 8.94 ppm’de nitro grubuna bagh oldugu halkaya ait protonlar ve FTIR
spektrumunda 3450 cm™ de -OH, 3380 cm™ de -NH, 1670 cm™ de C=0 bandlarmin

olusmasi bilesigimizin oldugunu dogrulamaktadir.

/ \o
O © o) 0]
SEI LS \O)J\/Br é oronS
T
(2)
(7)

Bilesik 7, K,CO3 varliginda BrCH,CO,CHj ile Kaliks[4]arenin etkilesmesiyle
literatiire gore (Unob, 1998) sentezlenmektedir. Bilesigin *H-NMR spektrumunda 3.88

ppm’de goriilen metil grubuna (-OCHjs) ait sinyalin olmasi diester tiirevinin olustugu

dogrulanmaktadir. Ayrica FTIR spektrumunda 1758 cm™ de C=0O bandinin goriilmesi

maddemizin sentezlendigini dogrulamaktadir.
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o/ \O %

0
0
o)
T
o

(8)

Bilesik 7 toluen/metanol ortaminda 3-hidroksipropilamin ile tepkimeye
sokularak bilesik 8 sentezlendi.Bu bilesigin 'H-NMR spektrumunda 3.69 ppm’de
goriilen triplet piklerin -CH,-N protonlarina ve 9.03 ppm’ de goriilen triplet piklerin ise
amit (-NH) protonlarina aittir. Ayrica FTIR spektrumunda 1661 cm™ C=0 pikinin

goriilmesi bilesiginin oldugunu dogrulamaktadir.

/
0 o)
OZNO—N:C:O ;O O:<\

N

DCM, 25 °C g
O>:
N

NO, NO,

©)

8 nolu bilesik 4-nitrofenilizosiyonat ile tepkimeye sokularak 9 nolu bilesik
sentezlendi. Bu bilesigin 'H-NMR spektrumunda 8.33 ppm’de nitro grubuna ait
sinyallerin ve *C NMR spektrumunda 153.58 ppm karbamat(C=0) ve 168.35 ppm

amit (C=0), piklerinin gozlemlenmesi bilesigimizin olustugunu dogrulamaktadir.
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Ayrica FTIR spektrumunda 1734 cm™ de karbamat, 1664 cm™ de amit bandlarinin

olusmastyla bilesik dogrulandi.

HCHO, THF

(10)
Bilesik 10 literatiire gore (Mermer 2012) sentezlendi. Bu bilesigin ‘H-NMR
spektrumunda 1.02 ppm’de metil protonlarina ait 12 protonun gozlenmesi ve *C NMR
spektrumunda pridin halkasina ait karbonlarin 149.47, 149.74 ppm’de go6zlenmesi

bilesik 10’ nun olustugunu dogrulamaktadir.

~10 80°C
FeCl; 4 FeCl, 4+ NH,OH pH~10 >

N, atmosferinde

Fe3O4 manyetik nanopatikiiller, FeCl, ve FeCls ile su igerisinde literatiire gore
(Zeng,2005) etkilestirilerek sentezlendi. Bunlarin IR spektrumunda 568 cm™gériilen Fe-

O bandina ait titresim yapinin olustugunu gostermektedir.
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4.1.  Sol-Jel Teknigine gore Lipaz Immobilizasyonu

Bu ¢alismada kullanilan Candida Rugosa lipaz, sol-jel tutuklama metoduna gore
FesO, varliginda 5, 6, 9 ve 10 nolu bilesikler kullanilarak immobilize edildi.
Immobilize enzimin lipaz aktivitesi, spesifik aktivitesi ve aktivite verimi asagida verilen

esitliklerden hesaplandi.

= kaliks[4]aren turevi

Sekil 4.1. Sol-jel metodu ile lipaz immobilizasyonu gosterimi

Immobilize lipaz aktivitesi

Lipaz aktivite (U/g destek maddesi)= Immobilize lipaz miktari

Immobilize lipaz aktivitesi

Spesifik Aktivite (U/mg protein) Immobilize lipazin protein miktari

Aktivite verimi (%) _ Immobilize lipazin spesifik aktivitesi 100
Serbest lipazin spesifik aktivitesi




Bilesik 5, 6, 9, ve 10 ile Fe3O,4 nanopartikiillerinin varhginda lipaz aktivitesi

Cizelge 4.1. Optimum reaksiyon sartlarinda serbest ve immobilize lipazlarin aktivitesi

Spesifik
Tutuklanan Tutuklanan Linaz Aktivitesi Aktivite
Protein Protein (UF/) ) (U/ mg-
(mg/g) Yiizdesi (%) g protein)
Lipaz®.: 28.5 58 95 3.3
5 17.7 48 83 4.7
6 21.8 78 117 54
9
20.9 66 77 3.7
10 28.2 85 74 2.6
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®Destek maddeleri kullanmadan tutuklanmis serbest lipaz

Cizelge 4.1’de goriildiigii gibi immobilize bilesiklerin spesifik aktiviteleri
kaliksaren tiirevlerinin kullamilmadigi zaman serbest enzimin 3,3 gdzlenirken, 5 i¢in
4.7, 6 igin 5.4, 9 i¢in 3.7 ve 10 i¢in 2.6 olarak gozlendi. Bu sonuglara baktigimizda 5, 6,
nolu bilesikler —-NO, grubu tasimakta ancak birbirine ¢ok yakindan benzememektedir. 5
nolu bilesik ayrica tiyoiire grubu bulundurmaktadir. Bu grubun N-H protonlarinin ¢ok
1yi hidrojen bag1 yaptig1 bilinmektedir. 6 nolu bilesikte hem —NO, hem de pridil halkas1
bulundurmaktadir. Ayrica nitro grubunun bagli oldugu halka kaliks[4]aren birimine —
NH- grubu ile baghdir. Ozellikle bu yapmin c¢ok iyi kompleks yapabilecegi
goriilmektedir. Lipaz enziminin —COOH, -SH ,imidazol ve lisin gruplar ile
kompleksleserek enzimin konformasyonunun korunmasinda ve  aktivitesinin
artirllmasina  yardimer olabilecektir. Oncelikle Candida rugosa enziminin aktif
merkezini histidin-serin-glutamin tgliisiinden olusan ve 31 amino asitten olusan bir
kapaga sahiptir ( Benjamin ve Pandey, 1998; Paiva ve ark..2000; Bakkal, 2006).
Kapagin aktif bolgeye kalan kismi hidrofobik o6zellikte, diger yiizeyi ise hidrofilik

ozelliktedir (Tejo ve ark., 2004). Kapak acik iken enzim aktiftir.Bu kaliksaren tiirevleri
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yukarida verilen gruplarla kuvvetli hidrojen bagi yapan fonksiyonel gruplara sahip
oldugundan enzimin kapagmin agik kalmasini saglayarak enzimin aktivitesinin
artmasini saglamaktadirlar. Candida rugosa lipaz enzimi suda ¢6ziindiigli zaman kapagi
kapal1 ve hidrofilik kisim suya dogu doniiktiir. Kullanilan kaliksaren tiirevleri kapaktaki
amino asitlerle kompleksleserek kapagin kapanmasini 6nlemektedirler. Diger kaliksaren
tirev (9) bunun i¢in daha az uygun bir tiirev iken, (10) ise kismen suda ¢6zlindiigiinden
etkili olmamistir ve enziminin aktif merkezlerini ve konformasyonunu daha iyi

korumadigini gostermektedir.
Optimum pH

Enzim aktivitesinde pH’in biiyiik bir 6nemi vardir. Bu caligmada serbest ve
immobilize lipazlar i¢in optimum pH belirlendi. 0.05 M fosfat tampon c¢ozeltisi
icerisinde serbest ve immobilize edilen lipazlar p-nitrofenilpalmitat ile etkilestirilerek
hidrolitik aktivitelerine pH’nin etkisini gézlemlemek amaci ile farkli pH’larda (pH=4-9)
gerceklestirilen tepkimelere ait relatif aktivite degerlerinin pH ile degisim grafigi ¢izildi.
Bu ¢alismalarda hidrolitik aktivite tayini pH=7.0 de p-nitrofenilpalmitatin hidrolizi ile
gergeklestirildi. Hidroliz sonucu olusan p-nitrofenol’iin miktari spektrofotometrik tayin
edilerek enzimin aktivitesi hesaplandi Serbest lipazin optimum pH’s1 7.0 olarak bulundu

(Sekil 4.2).

0
I lipaz

H3C(H2C)14C—o©—NOZ _waz CH3(CH,);,COOH  + ozN—©~0H
H,0

-NP
p-NPP P

405 nm

Sekil 4.2. p-Nitrofenilpalmitatin hidrolizi

Grafik incelendiginde 6 nolu bilesigin optimum pH’1 7.0 iken, 5, 9 ve 10, nolu
bilesiklerin optimum pH’1 8.0 olarak bulundu (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. 9, 10, 6 ve 5 nolu bilesikleri i¢in lipaz aktivitesi tizerine pH’nin etkisi

Immobilizasyon ile pH’in farklilik gdstermesi lipazin konformasyonundaki
degisiklik, kullanilan polimerin yapisi, immobilizasyon metodu ve lipaz yiizeyindeki

yik yogunlugu ile ilgili oldugunu sdyleyebiliriz (Liu, 2005; Wu, 2006).
Optimum sicakhik

Serbest ve immobilize edilen lipazlarin aktivitesi lizerine sicakligin etkisinin ne
oldugunu incelemek amaci ile farkli sicaklik degerlerinde (25-50°C), 50 mM fosfat
tamponunda (pH 7,0) 20-25 dk araliklarla serbest ve immobilize enzimin aktiviteleri
Olglilerek optimum sicaklik degerleri belirlendi. Aktivite oOlgiimleri pH 7’de
gerceklestirilip serbest lipazin optimum sicakligi 35°C olarak bulundu.

Grafik incelendiginde 5 nolu bilesik i¢in optimum sicaklik 35°C iken, 6, 9, 10,
nolu bilesik i¢in 40°C olarak bulundu. Bu sonuglar 6, 9, 10 bilesiklerinin yiiksek

sicaklikta enzimin aktivitesinin korunmasini saglamstir. (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. 5, 6, 9 ve 10 nolu bilesikleri icin lipaz aktivitesi iizerine sicaklifin etkisi

4.2. immobilize Lipazlarin Enantiyosecimli Tepkimelerde Kullanilmasi

Sol-jel tutuklama metoduna gére immobilize edilen lipazlarin enantiyosegimlilik
oranini belirlemek igin hazirlanan 5, 6, 9 ve 10 bilesikleri ile rasemik Flurbiprofen metil
esterinin enantiyose¢imli hidrolizi yapildi.

Tepkime HPLC ile izlendi, elde edilen maddelerin enantiyomerik kompozisyon
analizi ve enantiyomerik fazlaliklari (%ee) yiiksek basingli sivi kromatografisinde

(HPLC) kiral kolonlar ile belirtildi. Sonuglar HPLC’de, hekzan/2-propanol/trifloroasetik

asit (100/0.1/0.1) mobil fazi1 kullanilarak 254 nm’de 1 mL/dk akis hizinda incelendi.

HPLC’den ¢ikan sonuglara gore yapilan hesaplamalar literatiirdeki (Chen ve
ark., 1982) formiiller kullanilarak yapilmistir. Enantiyomerik fazlalik (ee), doniisiim

oran1 (X), enantiyosecimlilik (E) gibi degerler asagidaki bagmntilar kullanilarak

bulunmaktadir.



CHj

COOCH;
CHj
| H

CH ——COOCH;

F /
(R,S)-flurbiprofen

F
(R)-flurbiprofen

a Izooktan
I\ \
Tampon Gézelti @0:
HsC

Sekil 4.5. (R/S)-flurbiprofen metil esterinin enantiyosegimli hidrolizi

In[ (1- X) (1-ee;) ]

E=
In[ (1- X) (1+ee) ]
eeg Cr-GCs
X=——— eeg= ——
ees+ee, Cr+Cs

ees :Kalan substratin enantiyomerik fazlaligi
eep :Olusan tirtiniin enantiyomerik fazlalig:
Cr :R enantiyomerinin konsantrasyonu

Cs:S enantiyomerinin konsantrasyonu

H§

F
(S)-flurbiprofen

P Cs+ Cr

Cs-Cr
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Cizelge 4.2. Serbest ve immobilize lipaz kullanarak rasemik flurbiprofen metil esterin enantiyosegimli

hidrolizi
X (%) ee; (%) eep (%0) E
Lipazyy 36 56 >08 174
(pH5=8) 40 67 >98 199
(pH5=7) 35 53 >98 168
(pl—?=8) 46 85 >08 270
(p:ﬂ) 40 67 >08 199
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(oh8) 43 75 >98 224
(pl—?z?) 39 65 >08 194
o 33 49 >98 161
o 08 39 >98 145

Cizelge 4.2’de goruldugt gibi serbest enzimin enantiyosecimliligi (E) 174 olarak
gozlenirken, bilesik 5, 6, 9 ve 10 i¢in optimum pH=8 ve pH=7" de
enantiyosecimlilikleri (E) ayr1 ayri belirtildi. Bu sonuglara baktigimizda pH=8 de en iyi
sonucu bilesik 6 da alirken en kotii sonucu bilesik 10 da aldik. Bunun sebeblerinden
birisi 10 nolu bilesik kismen suda ¢oziindiigiinden yeteri kadar enkapsilasyon ortaminda
kalamamaktadir digeri ise bu bilesigin enzimin aktif merkezlerine baglanmasi ile
aktivitesini diislirmesidir. Bunlardan dolay1 bilesik 10 nun katki materyali olarak

kullanildigi immobilize lipaz en diisiik enantiyosegimliligini gostermistir.

Farkh pH ve sicakliklarda doniisiimler

(R,S)-flurbiprofen metil esterin enantiyose¢imli hidrolizi pH=7 de ve optimum
pH (pH=8) da farkli katki maddeleri varliginda (5, 6, 9, 10 ) tutuklanmis lipazlar ile
inkiibe edilerek belirlendi.

Bu sekilde tutuklanmis lipazlar pH=8’de en yiiksek enantiyose¢imlilik ve

dontigiim gosterdi.

50 ~
40 -

30 A 5

Donlisim(%X)

10 A

0] T f

pH

Sekil 4.6. 5 nolu bilesik i¢in (R,S)- flurbibrofen metil esterin enantiyose¢imli hidrolizinde doniisiime
karst pH’nin etkisi
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Sekil 4.7. 6 nolu bilesik i¢in (R,S)- flurbibrofen metil esterin enantiyosegimli hidrolizinde doniigiime
kars1 pH’nin etkisi

40 -
30 - mS

20 -

Donlisim(%X)

pH

Sekil 4.8. 9 nolu bilesik i¢in (R,S)- flurbibrofen metil esterin enantiyose¢imli hidrolizinde doniisiime
kars1 pH’nin etkisi
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Sekil 4.9. 10 nolu bilesik igin (R,S)- flurbibrofen metil esterin enantiyosegimli hidrolizinde doniisiime
kars1 pH’nin etkisi

(R,S)- flurbibrofen metil esterin enantiyose¢imli hidrolizi farkli sicakliklarda
(35°C, 40°C) farkli katki maddeleri varhiginda tutuklanmis lipazlari inkiibe ederek
belirlendi.

Optimum sicaklik degerleri enantiyose¢imli hidroliz ¢aligmalarinda en 1iyi
doniisim ve enantiyosecimlilik, 5 nolu bilesik icin 35°C ve 40°C sicaklikta ayni

doniisiim olurken, 6 nolu bilesik i¢in 35°C, 9 ve 10 nolu bilesikler icin 40°C olarak

bulundu.
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Sekil 4.10. 5 nolu bilesik i¢in (R,S)- flurbiprofen metil esterin enantiyose¢imli hidrolizinde doniisiime
kars1 sicakligin etkisi

30 A H6

20 A

Donlisim(%X)

10 -+

0 T 1
40
Sicakhik

Sekil 4.11. 6 nolu bilesik igin (R,S)- flurbiprofen metil esterin enantiyosegimli hidrolizinde doniigiime
kars1 sicakligin etkisi
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Sekil 4.12. 9 nolu bilesik i¢in (R,S)- flurbiprofen metil esterin hidrolizin déniisiimiine kars1 sicakligin
etkisi

50 A

40 A

30 1 m10

Donlisim(%X)

0 T 1
35 40
Sicakhik

Sekil 4.13. 10 nolu bilesik i¢in (R,S)- flurbiprofen metil esterin hidrolizin doniigiimiine kars: sicakligin
etkisi

Tekrar kullanilabilirlik

Immobilize enzimin tekrar kullamilabilirligi endiistriyel uygulamalar1 acisindan
¢ok 6nemli bir durum haline gelmistir. Boylelikle immobilize enzimin bu sekilde tekrar
kullanilabilirligi serbest enzime gore daha cazip kilmaktadir. Pridil ve nitro grubu

tasiyan Kkaliks[4] aren tirevlerinin (5, 6, 9, 10), tutuklanmis lipazlarin tekrar
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kullanilabirlikler belirtmek i¢in 35°C ‘de optimum pH’larda denemeler yapildi. Tekrar
kullanilabilirlik, immobilize lipazlarin ilk kullanimdan sonra 3 kez (pH 8.0) fosfat
tamponu ile yikanip tekrar aktivitesine bakilarak yapildi.

Immobilize lipazlarin 4 kullanimdan sonra déniisiimii, 5 nolu bilesik igin
pH=8’de % 19, 6 nolu bilesik i¢in pH=8"de % 25, 9 nolu bilesik i¢in pH=8"de % 17, 10
nolu bilesik i¢in pH=8"de % 13 oldugu goriildii.

30 -

m5

20 -

Donlisim(%X)

10 ~

0 T T T 1
1 2 3 4
Kullanim savisi

Sekil 4.14. 5 nolu bilesigin pH=8de tekrar kullanimi

50 ~

30 -

20 -

Donlisim(%X)

10 A

0 1 1 T
1 2 3 4

Kullanim savisi

Sekil 4.15. 6 nolu bilesigin pH=8"de tekrar kullanimi
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50 ~

40 -

m9

20 -

Kullanim sayisi

Sekil 4.16. 9 nolu bilesigin pH= 8’de tekrar kullanimi

40 -

10

20 -

Kullanim sayisi

Sekil 4.17. 10 nolu bilesigin pH= 8’de tekrar kullanimi
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu caligsmada, Pridil ve nitro grubu tagiyan kaliks[4] aren tiirevlerinin (bilesik 5,
6, 9, 10) sentezi yapildi.

Bu c¢aligmada nitro ve piridin gruplarinin etkisinin lipaz katalizli
enantiyose¢imli tepkimedeki etkilerini anlamak icin, nitro, piridin ve her iki
grubu bulunduran kaliks[4]aren tiirevleri sentezlendikten sonra foksiyonlu
kaliks[4]arenler FesO, varliginda lipaz immobilizasyonunda kullanilarak bir
rasemik profen tiirii olan flurbiprofen metil esterinin enantiyosegimli
tepkimelerinde kullanildi.

Sentezlenen nitro, piridin ve her iki grubu bulunduran kaliks[4]aren tiirevlerinin
yapilart spektroskopi teknikler kullanilarak aydinlatildi.

Tutaklanan lipazlarin rasemik flurbiprofen metil esteri ile enantiyosecigi
tepkimelerinde kullanildilar.

HPLC teknigi kullanilarak % doniisiim (X) ve enantiyosegimlilik (E) degerleri
hesaplandi.

Tutuklanmis kaliksaren tiirevlerinin optimum pH ve optimum sicaklik degerleri
belirlendi.

Bu calismada bilesik 5, 9 vel0’ nun optimum pH’1 8 bulunurken bilesik 6’nin
pH’ 17 oldugu tespit edildi.

Bu ¢alismada bilesik 6, 9 vel0’ nun optimum sicakliklar1 40 °C iken bilesik 5’
in 35 °C oldugu tespit edildi.

Bu ¢alismada kaliks[4]arenin tiirevi (bilesik 6), pH=8 ve 35 °C’de en yiiksek
doniisiim ve enantiyosegimlilik gosterdigi anlasild

Optimum pH ve sicakliklarda yapilan tutuklanmis lipazlarin tekrar

kullanilabilirlikleri incelendi.
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EK-1.5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,27-dihidrazinamitkarbonilmetoksi-
26,28-dihidroksi-kaliks[4]aren (4)" in FTIR spektrumu
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-2.5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,27-(4-(4-nitrofenil)-1-ditiyosemikarbazit)karbonilmetoksi-26,28-
dihidroksi-kaliks[4]aren (5)" in FTIR spektrumu
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EK-3. 5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,27-bis(2-nitropiridil-2-ilamin)etilaminkar-
bonil-metoksi)-26,28-dihidroksikaliks[4]aren (6)" in FTIR spektrumu
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EK-4. 25,27-Bis(3-hidroksipropil)amitkarbonilmetoksi-26,28-dihidroksi-kaliks[4]aren (8)" in FTIR
spektrumu
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5. 25,27-Bis(3-(p-nitrofenilkarbamat)propil)amitkarbonilmetoksi-26,28-dihidroksi-kaliks[4]aren (9)'
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EK-6. 5,11,17,23-Tetra-4-(etilaminometil)piridil-25,26,27,28-tetrahidroksi kaliks[4]aren (10)' un FTIR
spektrumu
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EK-7.5,11,17,23-Tetra-ter-bitil-25,27-dimetoksikarbonilmetoksi-26,28-dihidroksi-kaliks[4]aren (3)" in

'H-NMR spektrumu
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EK-9. 5,11,17,23-Tetra-ter-buitil-25,27-dihidrazinamitkarbonilmetoksi-
26,28-dihidroksi-kaliks[4]aren (4)' in "H-NMR spektrumu
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EK-10. 5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,27-(4-(4-nitrofenil)-1-ditiyosemikarbazit)karbonilmetoksi-26,28-
dihidroksi-kaliks[4]aren (5)" in *H-NMR spektrumu

NEO




89

~_—— 181044
181017
_—— 169,009

168.975

150201
147,667

145826

/ 141810

/ 133339

133036

_ 127813
% 127510

126 847

126287
125878
125407
125382
125.356
124949
124338
124 307
124285
122548

112816

05l
I

ool
I

73.571

05

34.376

_ 33.064
N, 31.821
31.320

EK-11. 5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,27-(4-(4-nitrofenil)-1-ditiyosemikarbazit)karbonilmetoksi-26,28-
dihidroksi-kaliks[4]aren (5)" in **C-NMR spektrumu
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EK-12. 5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,27-bis(2-nitropiridil-2-ilamin)etilaminkar-
bonil-metoksi)-26,28-dihidroksikaliks[4]aren (6) in "H-NMR spektrumu
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EK-13. 5,11,17,23-Tetra-ter-biitil-25,27-bis(2-nitropiridil-2-ilamin)etilaminkar-
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EK-14. 25,27-Bis(3-hidroksipropil)amitkarbonilmetoksi-26,28-dihidroksi-kaliks[4]aren (8)" in "H-NMR
spektrumu
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EK-15. 25,27-Bis(3-(p-nitrofenilkarbamat)propil)amitkarbonilmetoksi-26,28-dihidroksi-kaliks[4]aren (9)'
in *H-NMR spektrumu
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EK-18. 5,11,17,23-Tetra-4-(etilaminometil)piridil-25,26,27,28-tetrahidroksi kaliks[4]aren (10)' un **C-
NMR spektrumu
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