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OZET

BENZOFURANON VE iNDOL TUREVLERININ BiYOKATALITIK
REZOLUSYONU

Eda SOYDAN

Molekdler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Yuksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Zerrin ZERENLER CALISKAN

Biyolojik aktiviteleri nedeni ile ilag dncli ve ara maddelerinden olan benzofuranon ve
indol tlirevlerinin sentezi bilimsel alanda ve ila¢ sanayinde oldukca 6nem tasimaktadir.
Benzofuranon ve indol tirevi bilesiklerin kimyasal olarak yiiksek saflik ve secicilikte
sentezlenmesi olduk¢a zordur. Enzimler ve mikrobiyal hiicreler ile biyolojik aktivitesi
yiksek olan enantiomerik saflikta benzofuranon ve indol tlirevlerinin
biyotransformasyon ile kolay bir sekilde sentezlenmesi ilag endustrisi icin blylik dGnem
tasimaktadir.

Bu calismada ilk olarak 7,7-dimetil-6,7-dihidrobenzofuran-4(5H)-on bilesiginden
baslanarak regioselektif asetoksilasyon ile farmakolojik agidan 6nemli bir molekdl olan
4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5-il astat bilesiginin iki enantiyomeri
kemoenzimatik olarak sentezlenmistir. Enzim katalizli kinetik rezollsyon ile rasemik
asetoksi turevleri yiksek enantiyomerik fazlalikla asetoksi ve hidroksi tlirevlerine
doénidsmistir. Calismanin ikinci basamaginda 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil
benzofuran-5-il asetat bilesigi benzil amin varliginda indol tiirevine donistirilmis
sonrasinda enzimatik kinetik rezollisyonu gerceklestirilmistir. a-asetoksi ve a-hidroksi
indol turevleri yliksek verim ve yliksek enantiyomerik fazlalikla elde edilmistir. Ayrica,
farmakolojik olarak 6nemli olan 6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-4(5H)-on
bilesigi mikroorganizmalar kullanilarak biyotransformasyon ile elde edilmistir.
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ABSTRACT

BIOCATALYTIC RESOLUTIONS OF BENZOFURANONE AND INDOLE
DERIVATIVES

Eda SOYDAN

Department of Molecular Biology and Genetics

MSc. Thesis

Adviser: Asist Prof. Dr. Zerrin ZERENLER CALISKAN

Drug precursors and intermediates leading to the synthesis of benzofuranone and
indole type derivatives are very important field of science and pharmaceutical industry
since their biological activities. Chemical synthesis of pure and enantioselective
benzofuranone and indole derivatives are very difficult. It is important to synthesize
easily enantiomerically pure benzofuranone and indole derivatives with high biological
activity using biotransformation methods as enzymes and microbial cells for drug
industry.

In this study, first of all the chemoenzymatic synthesis of both enantiomers of
pharmacologically interesting compound such as 4,5,6,7-tetrahydro-4-oxo-7,7-
dimethyl benzofuran-5-yl acetate is synthesized starting from 7,7-dimethyl-6,7-
dihydrobenzofuran-4(5H)-one by regioselective acetoxylation reaction. Enzyme
catalyzed kinetic resolution of this racemic acetoxy derivative furnished the
corresponding enantiomers of acetoxy and hydroxy derivatives in high enantiomeric
excesses. In the second part of the study, 4,5,6,7-tetrahydro-4-oxo-7,7-dimethyl
benzofuran-5-yl acetate is converted its indole derivative via benzyl amine, then
enzyme-mediated kinetic resolution is applied. The a-acetoxy and a-hydroxy indole
derivatives are obtained in good yields and high enantiomeric excesses.
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Furthermore, in this study the biotransformation of pharmacologically interesting
compound such as 6,7-dihydro-5-hydroxy-7,7dimethyl-1H-indol-4(5H)-on is also
obtained by using microorganisms.

Keywords: Benzofuranone, indole, lipase, microorganisims, biotransformation
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Benzofuranon ve indol tiirevleri biyolojik aktiviteleri yiiksek olan bilesiklerdir. Ozellikle
ilag kimyasi ¢alismalari benzofuranon molekdllerinin biyolojik aktivitelerinin ¢ok ¢esitli
oldugunu gostermektedir[1],[2]. Benzofuranon tiirevleri; gram pozitif ve gram
negatifler Gzerinde antibakteriyal [1], [3], [4], antifungal [1], [5], antimalaryal [6], [7],
antiinflamatuar [1], anti-HIV [8], [9], antitimdr, antikanser [1], [10], [11], [12], [13],
antioksidant [14], sitotoksik [11], antialzheimer [15], multi ila¢ dlzenleyici aktivite [16],
antitlser, antidepresan gibi cesitli aktiviteler goéstermektedir[1], [17], [18], [19].
Benzofuranon tlrevlerinin biyolojik aktivite gdstermelerinin yani sira ilag sentezlerinde
de araci molekiiller olduklar bilinmektedir. Onemli biyolojik aktiviteleri olan indol
bilesiklerinin sentezinde de o6ncli molekil olarak benzofuranonlar kullaniimaktadir.

[20].

Farmakoloji alaninda ¢ok 6nemli olan heterohalkali aromatik bilesiklerden biri olan
indoller, ila¢g kimyasindan tarim kimyasallarina kadar, dogal ve sentetik pek ¢ok kimya
triinlerinde c¢ok fazla kullanilmaktadir. indol cekirdegi cok sayida biyolojik ve
endustriyel molekiller icin iskelet olarak gorev almaktadir. Bilindigi gibi indol halkasi
iceren bilesiklerin farkli aktivitelere ve 6zellikle de antikanser aktiviteye sahip olduklar
bilinmektedir[21], [22], [23], [24], [25], [26], [27], [28], [29], [30], [31], [32].
Antikanser aktivitesinin disinda indol ¢ekirdeginin ve indol tirevlerinin; antifungal [33],

[34], [35], antibakteriyal [33], [34], [35], [36], [37], [38], antiviral [39], [40], anti-HIV
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[41], antioksidant, antiinflamatuar, gibi cesitli aktivitelerinin de bulundugu literatlirde
yer almaktadir. isatin ve indol oksimes’in antiviral aktivite, indol-3- asetik asitin
antiinflamatuar aktivite, 2-substitiie, 3-substitiie indollerin oksimes tlirevlerinin
fungisidal aktivite, 3-aril ve 3-heteroaril indollerin antibakteriyal aktivite, yeni pirimido
(5,4-b) indollerin antikanser ve anti HIV aktivite, ¢esitli indol tirevlerinin antioksidan
aktivite ve 1H-indol-2,3-dion tlirevlerinin ise antitliberkiiloz aktivite gosterdigi

belirtilmistir [42].

insan saghg tizerinde olumlu biyolojik aktiviteleri bulunan ila¢ éncii ve ara maddeleri
olan indol tirevleri, a hidroksi ketonlar ve benzofuranon tirevleri gibi bilesiklerin, kiral
olarak eldesi bunun yani sira Urlinlerin enantiomerik olarak saflastiriimasi igin

biyotenolojik yontemlerin kullaniimasi farmakolojide siklikla ¢alisilan konulardir[43].

Biyotransformasyon, biyolojik sistemlerin  veya enzimlerin katalizor olarak
kullanilmasiyla gerceklestirilen, kimyasal donlisim reaksiyonlariyla endistriyel 6neme
sahip bilesiklerin elde edilmesi yontemidir. Biyotransformasyon yonteminde biyolojik
sistem olarak mikroorganizma ya da bunlardan izole edilmis enzimler kullaniimaktadir.
Biyokatalizorler, optikce aktif bilesiklerin en dnemli stereosecici ayiricilarindan biridir
[44]. Kimya ve ila¢ endistrisinde enantiomerik saf ara Urin eldesi, Grin verimliligi ve
ekonomik  Urin eldesi amaciyla biyotransformasyon reaksiyonlarindan
faydalanilmaktadir.  Biyotransformasyon sirecinde gergeklestirilen  reaksiyon
turlerinden bazilari oksidasyon, dehidrasyon, hidroliz, indirgenme tepkimeleri, C-C
baglarinin koparilmasi ve esterlesme reaksiyonlaridir [45]. ilac etken maddesi dzelligine
sahip molekdillerin icerdigi fonksiyonel gruplarin stereo kimyasi, ilaglarin etkinligi
bakimindan c¢ok onemlidir. Etkin bir ilacin farmakolojik aktivitesi icin kiral merkez
etrafinda dizili olan sibstitlie gruplarin konfiglirasyonu ve etkinligi son zamanlarda
arastirilan konular arasindadir. ila¢ etken maddelerinin seciminde biyolojik aktivitesi
fazla olan kiral maddeler lzerinde durulur [46]. Bu maddeler kimyasal yontemlerle
rasemik karisim halinde sentezlenirler. Tedavi edici etkiler ise genellikle sadece bir
enantiyomerde bulunmakta ve bu molekiillerin hazirlanmasinda ¢ogu zaman rasemik
bir karisim saglayan giincel kimyasal yontemler yetersiz kalmaktadir. Rasemik karisim
halinde bulunan maddelerin bir formu tedavi edici 6zellikteyken, diger formunun yan
etkilerinin oldugu gérilmistir. Ozellikle 1960’lardaki talidomit felaketiyle diger
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enantiyomerlerin yan etkisi hatta toksik olabilecegi anlasiimigir. Bu nedenle spesifik
enantiyomerin Uretimi ilag endistrisinde dnemlidir. Rasemik karisimlardan biri tedavi
edici ozellikte olabilirken diger formunun aktivitesi ya hi¢ yoktur ya da toksik
ozelliktedir [47]. ilaglarin rasemik olarak kullaniimasinda, viicuda alinmasi gereken
birim miktardaki etken maddeyi karsilamak igin iki kat rasemik karisim almak
gerekmektedir. Bu sekilde kaynaklarin ve Griiniin yarisinin bosa harcanmasi ekonomik
acidan istenmeyen bir durumdur. Bu ylizden tek bir enantiyomer her zaman icin
rasemik karisima gore daha fazla tercih edilir. Bu sebeple bilesiklerin enantiomerikge
saf olarak elde edilmesi gerekmektedir[48], [49]. Biyoaktif molekillerin tek
enantyomerlerinin eldesinde kullanilan biyotransformasyon reaksiyonlarinda lipaz
enzimi ¢ok fazla tercih edilen bir biyokatalizérdir. Lipazlar, rasemik karisimlardan,
prokiral veya mezokiral bilesiklerin; ya da diasteromerik karisimlardan enantiomerik
olarak saf bilesiklerin hazirlanmasinda genis 06lclide kullanilmaktadirlar [50].
Pseudomonas cepacia’dan alinan lipazlar, % 70-83 gibi ylksek verimde karboksilik
asidin dogrudan esterifikasyonunu yapabilmektedir [51]. Candida antarctica lipaz
enzimi, organik c¢ozliclilerde transesterifikasyon reaksiyonlarini cok verimli olarak
katalizlemektedir [21]. Cok fonksiyonlu organik bilesiklerin bolgesel segimli
modifikasyonu, 0zellikle AIDS tedavisi alaninda lipaz uygulamasinin yine hizla

genisleyen diger bir alanidir [52], [53].

Enzimler, bircok biyotransformasyon calismasinda basariyla kullanilmasina ragmen
biyotransformasyon calismalarinda saf enzim yerine daha cok mikrobiyal hicreler
tercih edilmektedir. Bu tercihin sebebi, mikrobiyal hiicrelerin stabil kofaktér
sistemlerinin olmasi, yiksek verimde calismalari, cok cesitli molekillerde etkili
olmalaridir. Ornegin; Rhizopus arrhizus ketonlar ve keto esterler {izerinde ¢alisiimis ve
stereoseciciligi gosterilmis olan bir mikroorganizmadir[54]. indolin-2-on, indol
tlirevlerinin sentezi icin kullanish olan bir &ncii maddedir. indol-2-on’nun enzim katalizli
kemoselektif asetilasyonu Candida antarctica mikroorganizmasi ile verimli bir sekilde
yaptmistir [21]. Caldarimyces fumago kifiinde bulunan kloroperoksidazin H,0,
varliginda indol molekiiliini indoksile ve bazi mantar tirleriinde de kloroperoksidazin
indoll oksiindole cevirdigi [55]. Beauveria bassiana ve Aspergillus niger mantarlarinin

3-indolylaacetonitril ve triptamin doénusimini gergeklestirdigi gosterilmistir [56].
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Biyodegradasyon oOzellikleri sayesinde Aspergilllus, Rhizopus, Fusarium, Mucor tiri
mantarlar zenobiyotik substratlarin biyodonlisimi ve hidroksilasyon katalizinde ve
enantiomerikce saf ara Urilnler olusturma kapasiteleri ile farmasotik eldesindeki
biyodonlisim calismalarinda sikhkla kullanilmaktadir [57], [58]. Aspergillus niger
organizmasi biyodegredasyon calismalarinda cevre kirleticilerinin etkisini daha aza
indirmek icin de kullanilmaktadir. Cevre icin toksik olabilen indol molekiliiniin A.niger
ile degredasyonu sonucu cesitli Urlnlerin olustugu raparlanmistir [59]. S.cerevisiae
anaerobik kosullarda Uretilebilme, hiicre duvarinin yapisi sayesinde kimyasal ve
organik c¢oziiclilere, dusiik pH’lara ve endistriyel fermentasyonda kontaminasyon
riskini azaltan ylksek seker ve etanol konsantrasyonlarina tolerans gosterebilme
ozelligi sayesinde biyodonlsim reaksiyonlarinda kullanilabilen bir organizmadir [60],
[61]. Romano ve ark. tarafindan cesitli Acetobater ve Gloconobacter tirleri farkli
primer alkollerin ve kiral diollerin biyotransformasyonunu basariyla gergeklestirmistir.
Nocardia grubu bakteriler karboksilik asit ve aldehid rediiksiyonu, fenol metilasyonu
gibi genis enzimatik kapasiteleri nedeniyle ¢esitli biyotansformasyon arastirmalarinda
tercih edilmislerdir. Anti- HIV ve anti kanser aktiviteleri olan tripen asit, ursolik asit,
oleanolik asit gibi pentasiklik asitlerin enatioselektif biyotransformasyonu sagladiklari
gosterilmistir [62]. indollerin ketonizasyonu ve hidroksilasyonu icin Pseudomonas
indoloxidans, P. putida, P. mendocina bakterilerinin, Sphingomonas ve
Choromobacterium cinsi cesitli bakteri tirlerinden vyararlanildigi bilinmektedir.
Bakterilerde ¢ok sayida enzimin bazi indol bilesiklerini okside edebildigi ve bunlarin
¢ogunlukla aromatik monooksidazlar, aromatik dioksigenazlar ve peroksidazlara ait

oldugu tanimlanmistir [55].

Bircok bakteri ve fungus tirleri ile biitlin hilicre biyodonlsimi gerceklestirmek
mumkiindir. Enzimatik aktivitelerinden dolayi biyoaktif molekdillerin Gretimi icin bircok
farkli dénisim mekanizmasi uygulanabilir. Mikrobiyal transformasyon icin hiicreler
genellikle canli olmak zorunda degildir. Hatta bilyliyen hiicre yerine dinlenen hiicre ile
calismak daha avantajli olabilir. Ayrica biyoteknoloji alanindaki gelismeler
dogrultusunda rekombinant olarak (retilen strainlerdeki enzimlerin, yabanil tip
mikroorganizmalara gore daha yliksek verimde calistiklari géralmistir [63]. Bir indol

molekillt (zerinde mutant Pseudomonas mendocina ile madde biyodonlisimi
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gerceklestirilerek, indol molekiliinin biyolojik transformasyonu saglanmistir [64]. a,[3-
unsature sistemlerde rekombinant E.coli ile gergeklestirilen  mikrobiyal
biyotransformasyon calismalarinda olumlu sonuclar [65], [66]. Ornegin, biyokatalizér
olarak kullanilan rekombinant E.coli hicreleriyle bir keton tirevinin mikrobiyal
biyodonilisimu gerceklestirilmistir [63]. Enantiyomerik olarak saf kimyasallarin lretimi
gida, tarim ilaglari ve ila¢ sanayi icin oldukca 6nemlidir. Biyokatalizor kullanilarak
gerceklestirilen reaksiyonlar, ihtiya¢c duyulan Grlintin ylksek saflikta sentezi icin etkin
yontemlerdendir. Kimyasal sentez yollari ile karsilastirildiklarinda, islem basamaklarinin
azhgi, 1thml reaksiyon sartlari, kolayhgl ve yliksek segiciligi biyotransformasyonun

avantajlarindan ve kullanimi igin tercih sebeplerindendir.

1.2 Tezin Amaci

Biyotransformasyon, biyolojik sistemlerin veya enzimlerin katalizor olarak kullaniimasi
ile gerceklestirilen kimyasal doénlisim reaksiyonlari ile endistriyel 6neme sahip
bilesiklerin elde edilmesi yontemidir. Biyoteknolojik ¢alismalarin dnemli bir alanini
olusturan biyotransformasyon reaksiyonlari ilag, kozmetik, gida ve enerji sanayii gibi
pek cok alanda kullanilmaktadir. Ayrica ¢evre sorunlarinin giderilmesi amaci ile toksik
endustriyel atiklarin yikimi, atik sularin temizlenmesi ve geri kazanilmasi gibi

¢alismalarda da etkin olarak kullanilmaktadir [44].

Farmakoloji alaninda kiral merkezli molekillerin sentezi kimyasal ydntemlerle
gerceklestirildiginde rasemik karisimlar elde edilirken, biyokatalizér kullanilarak yapilan
biyotransformasyon reaksiyonlarinda enantiomerik saflikta Grtinler elde edilebilir [50].
insan saglig1 Gizerinde olumlu etkileri saptanan ilag éncii ve ara maddeleri olan indol
tirevleri, a hidroksi ketonlar ve benzofuran tiirevleri gibi bilesiklerin, kiral olarak eldesi
ya da Urilnlerin enantiomerik olarak saflastiriimasi, farmakolojide giderek artan
arastirmalar arasindadir. Bu molekiller yalnizca ilag sanayinde degil, zirai kimyasallar,

tat ve koku vericiler, kozmetik trlinler ve insektisitlerde de siklikla kullanilmaktadir.

Antitimor, antililser, antidepresan, antifungal, antibakteriyal, antioksidan,
antiinflomatuar ve antibiyotik gibi cesitli biyoaktiviteleri bulunan benzofuranon ve
indol tlrevi bilesiklerin [1], [5], [8], [22], [33], [39] optikce saf ve secici olarak
sentezlenmesi oldukca zordur. Bu projede amaclanan zor metodlarla sentezlenen
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optikce saf, oncl ilag hammaddeleri verebilecek yeni benzofuranon ve indol
turevlerinin enzimler yardimi ile yiksek enantiomerik saflikta, biyoteknolojik ve
kimyasal yontemlerle, yiiksek verim ve segicilikte sentezlenmesidir. Bunun yaninda
mikrobiyal reaksiyonlarla yeni indol tlirevlerinin biyodonisiim reaksiyonlari ile sentezi
ve indol bilesiklerinin mikrorganizmalar Uzerindeki degisimlerin incelenmesi de

amaglarimiz arasindadir.

1.3 Hipotez

llag 6ncii ve ara maddelerinden olan benzofuranon, indol ve a- hidroksi ketonlar cesitli
biyolojik aktiviteler gosteren bilesiklerdir. Biyoaktif benzofuranon ve indol molekdilleri
dogal kaynaklardan izole edilebildikleri gibi kimyasal olarak da sentezlenebilmektedir.
Ancak benzofuranon ve indol tiirevi bilesiklerin kimyasal olarak ylksek saflik ve
secicilikte sentezlenmesi oldukca zordur. Kiral merkezli molekdllerin sentezi kimyasal
yontemlerle gercgeklestirildiginde rasemik karisimlar elde edilirken, biyokatalizor
kullanilarak yapilan sentez reaksiyonlari enantiomerik saflikta Urlin elde edilmesine
imkan vermektedir. Mikroorganizma veya enzimlerin biyokatalizér olarak kullanilmasi

ile benzofuranon ve indol tiirevi bilesikler optikce aktif olarak sentezlenmektedir.
Bu ¢alismada 6n goriilen hipotez:

1- Rasemik karisim halinde sentezlenen benzofuranon ve indol tirevlerinin, cesitli
kaynaklardan izole edilen lipaz enzimi katalizorligliinde ve cesitli organik ¢oziciler
varliginda enantiyo saf olarak elde edilmesi ayrica en yliksek ee degerini veren

¢Ozlicl ve lipaz enziminin bulunmasi.

2- indol tirrevi bilesigin farkli mikroorganizmalar (kiif, bakteri) ile biyoddniisiim
reaksiyonunun incelenmesi ve yeni indol tiirevlerinin elde edilmesi. Biyodonisiim
reaksiyonlarini gerceklestiren mikroorganizmalarin saptanmasi. Biyokatalizor olarak

kullanilan mikroorganizmalar lizerinde substrat etkisinin incelenmesi.

3- Tum basamaklar icin reaksiyon kosullarinin optimizasyonu ve sentezlenen tim

bilesiklerin spektral yontemlerle yapisinin tayini.



BOLUM 2

KiRALITE VE KURAMSAL TERIMLER

2.1 Kirallik

Kiral sd6zcligl Yunanca’da el anlamina gelen cheiros kelimesinden tlremistir. Kiral
terimini ilk olarak Lord Kelvin kullanmistir [52]. Ayna gorintisi ile st Gste cakismayan

nesneler ve 6zellikle molekiller kiraldir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1 Sol el ve onun ayna goriintisi sag el

sp® hibritlesmesine ugramis tetrahedral bir karbon atomu eger dért farkli substitient
tasiyorsa st Uste cakismaz. Bu molekdl kiral olarak isimlendirilir. Kiral molekdiller,
molekdl i¢i simetri diizlemi icermediginden asimetrik yapidadirlar. Eger bir molekil
simetri diizlemine sahipse kiral olmaz. Boyle bir cismin veya molekilin ayna

gorintisu st Gste cakisir ve akiral (Sekil 2.2) olarak isimlendirilir [52].



KIRAL AKIRAL

Sekil 2.2 Kiral ve Akiral Cisimler

2.2 Stereoizomer ve Stereoizomerlerin Ozellikleri

Stereoizomerler ayni molekil formiliine sahip atom veya atom gruplarinin
baglantilarinin ayni oldugu fakat uzaydaki dizilislerinin farkli oldugu bilesiklerdir.

Enantiyomerler ve diastereoizomerler olarak iki sinifta incelenirler [68].

2.2.1 Enantiyomerler

Bir molekiil ile onun ayna goriintlisii olan ve Ust Uste cakismayan stereoizomerlere
enantiyomer denir. Enantiyomerlerden biri 151k dlizlemini saga cevirirken, digeri sola
cevirir. Enantiyomerlerin, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri aynidir. Ayni kaynama noktasi,
erime noktasl, yogunluk, cevirme acisi buylkligline sahiptirler. Bu nedenle
enantiyomerleri kristalizasyon, ekstraksiyon, distilasyon gibi fiziksel yontemlerle
ayirmak muimkin degildir. Enantiyomerlerin uzayda atomlarinin diizenlenisine bagh

olarak biyolojik aktiviteleri ve ¢gevirme agilarinin yonu farkhilk gosterir[68].

Ornegin, karvonun enantiyomerlerinden (Sekil 2.3) (R)-(-)- karvon, nane yaginin ana
bilesigi iken Karvonun diger enantiyomeri olan (S)-(+)- karvon ise, kimyon koki yaginin
ana bilesenidir. Karvonun bu iki enantiyomerinin kendine has, farkh karakteristik
kokulari vardir. Bu koku farkhliginin sebebi ise burundaki alici sinir bolgelerine karsi iki
enantiyomerin de farkli davranmalaridir. Zencefil ise rasemik karvon icermektedir [67]

[69].



(S)-(+)-Karvon (R)- (-)-Karvon

Sekil 2.3 Karvon Bilesiginin iki enantiyomeri

2.2.2 Diastereoizomer

Birbirinin ayna gorintlsi olmayan stereoizomerlerdir. Ayni agik formile sahip
olmalarina ragmen diastereoizomerlerin ¢ogunun erime noktasi, kaynama noktasi,
yogunluklari gibi fiziksel 0©zellikleri farklihk gosterir. Bu sebeple kristalizasyon,
distilasyon gibi fiziksel yontemlerle birbirlerinden ayrilabilirler. Biyolojik aktiviteleri

birbirinden tamamen farkhdir [47], [70].

2.3 Polarimetre ve Optikce Aktiflik

Optikge aktiflik, kiral molekiller tarafindan sergilenen fiziksel bir 6zellik olup polarize
ISIEIN polarizasyon dizlemini gevirme yetenegidir. Ayni molekillin
enantiyomerlerinden her biri dizlem polarize 1si8in polarizasyon dizemlini esit

miktarda ama zit yonli gevirirler.

Polarimetre, optik¢e aktif bilesenlerin polarize 151k diizlemini ne kadar saga veya ne
kadar sola cevirdigini 6lcmek icin yararlanilan bir cihazdir. Kiral bir maddenin bir
enantiyomerini iceren bir ¢ozelti icerisinden diizlem polarize olmus bir 1sik demeti
gecirildiginde 1s1g1n, polarizasyon dizlemini a acisi kadar saga/ sola cevirdigi gozlenir.

Optikge aktiflikten bahsedilen bu ¢evirmedir.

2.4 Rasemik Karisim

Enantiyomerlerinden esit miktarda igeren karigim optikge aktiflik gdstermez ve rasemik

karisim veya rasemat olarak adlandirilir (Sekil 2.4). Maddelerin optikce aktiflikleri
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polarimetre cihazi ile dlgulir. Enantiyomerlerin her biri diizlem polarize 15181 esit ancak

zit yonlerde degistirir ve dizlem polarize 1sigin net degisimi sifir olur [67], [68].

=B <B
E =
<B =1
Eg Ex

mfilil

Sekil 2.4 Rasemik karisim

2.5 Enantiyomerlerin Biyolojik Etkileri

Farmakolojik aktivitelerine gore enantiyomerler eutomer ve distomer olarak
isimlendirilirler. Biyolojik aktivite gdsteren ve tedavi edici izomer igin eutomer, daha az
etkili inaktif molekil icin de distomer terimi kullanilir. Distomer ilagta istenmeyen

safsizlik olarak da nitelendirilebilir.

Distomer ve eutomerin gosterdigi etkilere gore ilaglar:

2.5.1 Distomerin Ciddi Yan Etkiler Gostermedigi ilaglar

Ciddi boyutta yan etki gostermeyen distomerin, klasik yéntemlerle ayrilmasi zor
oldugundan ila¢ rasemik karisim seklinde uygulanir. Bu ilaclarda distomer, gereksiz
izomerik yuktlr. Beta-bloker buna 6rnek olarak verilebilir. Beta-bloker, adrenerjik
reseptorlerin bloke edilmesi yoluyla kan basinicini distirmek icin kullanilir. S-
enantiyomeri, adrenerjik hormon olan noradrenaline yapisal olarak cok benzer ve
tedavi edici etkiye sahip olan enantiyomerdir. Rasemik karisim halinde uygulanan beta-

blokerlara 6rnek olarak propanolol (Sekil 2.5), atenolol ve metaprolol verilebilir.
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(8)- Propanolol

Sekil 2.5 Propanolol ve Noradrenalin

2.5.2 Distomerin Yan Etkiler Gosterdigi ilaglar

Anestezik ve analjezik Ozellikte olan ketamin, distomerin istenmeyen yan etkiler
gosterdigi bir ilactir. Rasemik karisim halinde uygulanan hastalarda S-(+)- ketamin
anestezik etki gosterirken, R-(-) ketamin hastalarda anestezi sonrasi halusinasyonlar ve
zihinsel karisikhklara sebep olur (Sekil 2.6). Bu sekilde etki gosteren ilaglarda hastaya

yalnizca tedavi edici 6zellikte olan enantiyomer uygulanmahdir.

H,C.__H H.___CH,
N N
-
\O O/
C c

S- (+)- Ketamin R-{-) - Ketamin

Sekil 2.6 Ketamin

2.5.3 Her iki izomerin Bagimsiz Tedavi Edici Etkiye Sahip Oldugu ilaglar

Bircok dogal uriin ya da sentetik ilacin her iki enantiyomeri de istenen fakat farkh
aktivite gosteren etkilere sahip olabilir. Bunlara 6rnek olarak, propoksifen (Sekil 2.7)
verilebilir. Birbirinin ayna goriintlisi olan iki molekilden biri dekstropropoksifen,

analjezik bir ajan iken, levopropoksifen 6ksurik onleyicidir.
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(2R, 38) - (+)- Dekstropropoksifen (23, 3R) - (-)- Levopropoksifen

Sekil 2.7 Propoksifen

2.5.4 Her iki izomerin Tedavi i¢in Avantaj Sagladigi ilaglar

Bazi kiral ilaglarda her iki enantiyomerde farkli yollardan tedaviye katkida bulunur.
Ornegin, bir diliretik olan indakrinon’un R-(+)- enantiyomeri aktif bir ditiretiktir fakat
bu R enantiyomeri Uirik asit olusumunu engelleyerek istenmeyen yan etkiler gosterir. S
enantiyomeri ise R izomerinin antagonisti olarak gorev yapar ve Urik asit salgisini
arttirir. Bu gibi durumlarda ilacin rasemik karisim halinde uygulanmasi tedavi agisindan

uygun bir durumdur[68], [71].

2.6 Kiralitenin Biyolojik Onemi ve Kiral ilaglar

insan viicudu yapisal olarak kiraldir. Merkezin sagina karaciger, soluna ise kalp
yerlesmistir ve ¢ogu insan sag elini kullanir. Saga dogru vida gibi kivrim yapan sarmal
deniz kabuklari da kiraldir. Lonicera sempervirens familyasindan olan hanimeli gicegi
sola kivrilirken, Convolvulus sepium familyasindan olan ¢it sarmasigl ise saga kivrim
yapmaktadir. Canlilari olusturan makromolekiiller de kiraldir. Dogal proteinleri
olusturan 20 aminoasitten biri harig (glisin) digerleri kiraldir ve solak (L formu)olarak
siniflandirtlirlar. Deoksiriboz sekeri de dahil tim sekerler ise saglak (D formu) olarak
siniflandirilirlar. Orneklerde de gériildiigli gibi canli organizmalar kiral olarak segici
Ozelliktedirler. Kiral ilaclarda her iki enantiyomerin ayni etkiyi gostermesi imkansizdir.
Bir enantiyomer biyolojik aktivite gosterirken, digeri biyolojik aktivite gostermeyebilir.

Bu durumda ila¢g %50 saf bir ilactir ve %50 gereksiz madde icermektedir [47], [68], [72].

12



Talidomit (Sekil 2.8), 1959- 1962 yillarinda Avrupa’da hamile bayanlarda mide bulantisi
onleyici ve yatistirici olarak kullanilan bir ilagti. O yillarda hamileligi sirasinda talidomit
kullanan kadinlarin 2000’den fazlasinin sahip oldugu cocuklarda ciddi boyutta dogum
kusurlari gozlenmistir. Yapilan arastirmalar, rasemik karisim olarak kullanilan
talidomitin R formunun tedavi edici 6zellik gosterdigini, S formunun ise dogum
kusurlarina sebep olan teratojenik etki gosterdigini ortaya koymusutur. Talidomitin
teratojenik etkisinden dolayr meydan gelen dogum anomalileri tarihteki en dnemli ilag
faciyalarindan biridir. Bu olaydan 6nce gebelik sirasinda alinan bu tarz ilaglarin dolati
fazla etkilemedigi dustniliyordu fakat talidomit kullanan hamile bayanlarda engelli
dogumlar tespit edildikten sonra 1961 yilinda ilag piyasadan g¢ekilmistir. Talidomit
faciyasinin ardindan bu alanda c¢ok fazla calisma ve arastirma baslatiimistir ve bu
sayede kiralite ve enantiyomerlerin biyoloji diinyasindaki etkisi ve 6neminin cok biytk
oldugu anlasiimistir[48]. Bu gelismelerden sonra kimyasal reaksiyonlarin
stereokimyasini anlamaya yonelik ¢alismalar, kiral molekillerin enantiyomerlerinin saf

olarak elde edilmesini saglayan yeni sentetik metodlarin gelismesine yol agmistir.

R-Talidomit S-Talidomit

Sekil 2.8 Talidomit

Farmakoloji endustrisinde safsizlik olarak nitelendirilen ve biyolojik aktivite
gostermeyen enantiyomerler ya toksik 6zellik gosterir ya da aktif olan enantiyomerin
etikisini azaltici yénde etki gosterir. ilag olarak kullanilacak aktif enantiyomeri ayirmak,
diger enantiyomerin hastada olusturdugu yan etkileri engellemek acisindan biyuk
onem tasir [70]. Bu sebeple enantiyomerlerin ayrilmasi ve optikce aktif bilesiklerin
kullanilmasi farmakoloji, biyokimya, gida, zirai ilag ve parfim enddistrisi icin oldukca

onemlidir [68].
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Gizelge 2.1 Tedavi edici 6zellikte gesitli kiral ilag 6rnekleri [73]

Antiaritmikler

Propafenone, Tocainide

Antibiyotikler

Ofloxacin, Moxalactam

Antikoagulantlar

Warfarin, Acenocoumarol

Anestezikler

Prilocaine, Ketamine, Pentobarbital

Antiemetikler

Ondansetron

Antihistamin

Terfenadine, Loratadine

Antihiperlipidemik

Atorvastatin

Antineoplastikler

Cyclophosphamide, iphosphamide

Antimalaryaller

Chloroquine,Halofantrine, Mefloquine

Kas gevselticiler

Methocarbamol, Baclofen

NSAIDS

Ibuprofen, Ketorolac

B- blokers

Propranolol, Metaprolol

B - adrenerjikler

Salbutamol, Terbutaline

Kalsiyum kanal bloke ediciler

Verapamil, Nimodipine

Uyusturucu analjezikler

Methadone, pentazocine

Proton pompa inhibitorleri

Omeprazole, Pantoprazole,lansoprazole
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2.7 Enantiyomerik Olarak Saf Bilesiklerin Elde Edilme Yontemleri

2.7.1 Dogal Kaynaktan izolasyon ile Elde Etme

Kiral bilesik, dogal bir kaynaktan dogrudan uygun bir ydntemle izole edilir. izole edilen
kiral bilesik ya dogrudan kullanilir ya da bu molekil 6nci bilesik olarak kullanilir ve
tizerinde kimyasal degisiklikler yapilarak istenilen molekiil sentezlenir. Ornegin; steroid
sentezi icin sisal bitkisinden elde edilen hecogenina (Sekil 2.9) kiral baslangic maddesi
olarak kullanilir. Steroid sentezi icin dogal yolu, sentetik olan yola tercih etmek oldukca

ekonomiktir [74].

Hecogenina Steroid

Sekil 2.9 Hecogenina’nin steroide donlisimi [74]

2.7.2 Asimetrik Sentez

Optikce aktif bilesiklerin elde edilmesinde kullanilan en 6nemli yontemlerden biri
asimetrik sentezdir. Asimetrik sentez, yiksek verim ve yiiksek enantiomerik saflik (e.e.)

elde edildigi icin tercih edilen bir yontemdir.

Asimetrik sentezde kullanilacak olan kiral grup, kiral cevre ve kiral baslangic
maddesinin secimi ¢cok 6nemlidir. Bu {ic ana unsurun seciminde saglanmasi gereken

sartlar sunlardir:
e Yiksek enantiosecici olmali.
e Kullanilan grup reaksiyon sirasinda yeni bir kiral merkez olusturmal.

e Reaksiyon bittikten sonra hicbir rasemizasyona neden olmamali ve ortamdan

kolayca uzaklastirilabilmeli.
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e Kullanilan kiral grubun enantiyomerik safliginda hi¢bir degisiklik olmadan ylksek

verimle geri kazanilabilmeli.
e Kiral grubun elde edilmesi ucuz ve hizli olmaldir.

Asimetrik sentez yollari kiralitenin kaynagina gore 5 grupta incelenir [74]. Bunlar:

2.7.2.1 Kiral Baslangi¢ Substrati

Dogada optik olarak aktif materyallerin blytk bir kismi bulunmaktadir. Bunlar da
asimetrik sentez icin baslangic maddesi olarak kullanilir. Bu yontem enantiyomerik
olarak saf bir kiral baslangic maddesi Uzerinde yeni bir kiral merkezin olusturulmasi
seklinde gerceklestirilir. Yeni kiral merkez iki farkl sekilde olusabileceginden,
birbirlerinin  diastereoizomerleri olusur. Diastereoizomerlerin orani  baslangig
maddesinden dolay! esit degildir. Molekiile bir eksen boyunca bakildiginda, kiral
merkezin etrafindaki gruplarin sterik engel olusturdugu ve reaksiyona girecek olan
bilesigin sterik engelin az oldugu yo6nu tercih ettigi gorilir. Bu metodta kiral bir

baslangic maddesine kesinlikle ihtiya¢ duyulmaktadir [74].

A B’ R . B* + C——B
(R) (R.R) (S.R)
N J
Y
Diasteromer

Sekil 2.10 Kiral substratlarla kiral bilesigin sentezi

2.7.2.2 Optikge Aktif Kiral indiiksiyon Yontemi

ihtiyac duyulan her kiral bilesigin dogada bulunmamasi veya kiral baslangic
maddesinden istenilen bilesigin sentezinin cok fazla basamakta zor metodlarla
sentezlenmesi gibi olumsuzluklar nedeni ile kullanilan bir ydontemdir. Kiral olmayan bir
baslangic maddesi ile kiral bir madde reaksiyona girerek yeni bir kiral Girtin olusturur.
Baslangic maddesi Uzerinde bir kiral merkez olusturulduktan sonra kullanilan kiral

madde uzaklastirilarak yeni kiral molekil sentezlenir.
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A —B . A p R . ¢ B —2 >

B'= Kiral indiiksiyon maddesi
R = Akiral reaktif

Sekil 2.11 Yeni kiral molekiil sentezi

AB* bilesiginin R ile reaksiyonu sonucu iki diastereomerik Grliini olusur.
Diastereoizomerler, kristalizasyon veya kromatografi gibi yontemlerle saflastirildiginda

yuksek enantiyomerik saflikta Grin elde edilir [74].

2.7.2.3 Kiral Reaktif YOntemi

Akiral baslangic maddesi kiral bir reaktif ile tek basamakta ve ara Griin olusmadan kiral
bilesige donisir. Bu tir yontemlerde kiral reaktif, yliksek enantiyosecicilige sahip ve

kolay elde edilebilir olmahdir [74] .

A R . B

Sekil 2.12 Akiral bir maddenin, kiral reaktif ile kiral maddeye donlsimu

2.7.2.4 Kiral Katalizor Yontemi

Akiral baslangic maddesi, akiral bir reaktif ve kiral katalizor ile reaksiyona sokularak
kiral bir Griin olusturur. Yardimci kiral bilesikler, diger yontemlerde baslangic maddesi
ile ayni miktarda kullanilirken bu ydntemde kiral katalizér katalitik miktarda

kullanilir[74].

Sekil 2.13 Akiral bir maddenin kiral katalizor ile kiral maddeye dontsmesi
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2.7.2.5 Kiral Cevre

Kimyasal tepkime ortamina kiral ¢ozlciler ya da kiral ligand gibi katkilar eklenerek kiral
cevre olusturulur. Kiral ¢evre, reaksiyonunun diastereomerik gecis halinin serbest
enerjisini degistirerek, iki diastereomerik yol izinin bir tanesinin gerceklesmesini saglar.
Bazi reaksiyonlarda kullanilan kiral ligantlar ylksek verim saglarken, kiral ¢ozlicllerin

kullanimi verimli bir yontem degildir [67], [74].

2.8 Rasemik Karisimlarin Rezoliisyonu

Endistriyel alanda tek bir enantiyomerin eldesi icin en ¢ok tercih edilen yontemlerden
biri rasemik karisimlarin rezolliisyonudur. Rezollisyon, rasemik karisim halindeki bir
bilesigin enantiyomerlerine ayrilma islemidir. ilk rezoliisyon islemi, 1848 yilinda Pastér
tarafindan, rasemik haldeki sodyum amonyum tartarat ¢ozeltisinin 27°C’'den daha
disiik bir sicaklikta yavas vyavas buharlastirilarak kristallendirilmesi ile
gerceklestirilmistir. Pastor, olusan buylk kristallerin bir kisminin digerlerinin ayna
gorlntisit oldugunu kesfetmistir. Ayni tirden olan kristalleri ayirarak bunlari ayri ayri
suda ¢6zdiglinde, birinin polarize 15181 saga, digerinin ise sola ¢evirdigini gérmdustdr.
Rezoliisyonun bircok uygulama alani vardir.  Ornegin; ila¢ olarak kullanilan ve
disimetrik bir bilesik olan molekil kimyasal olarak sentezlendiginde rasemik karisim
halinde elde edilir. Enantiyomerlerinden biri etkinken, digerinin bir etkinligi yoktur
veya cok azdir. Bu sebeple, rasemik karisimin rezoliisyonu yapilir ve etkin enantiyomer
elde edilir. Enantiyomerlerin rezollisyonu igin fiziksel ve kimyasal olarak bircok yéntem

gelistirilmistir [75]. Bunlar:

1-Tercihli kristalizasyon

2- Diasteromerik tuzlarin Kristalizasyonu
3- Kromatografi

4-Kinetik Rezollisyon yontemleri olmak lizere dort gruba ayrilir.

2.8.1 Tercihli Kristalizasyon

Tercihli  kristalizasyon ydntemi enantiyomerlerin blyik ¢aph rezolisyonunda
kullanislidir ancak bu islem icin rasemik karisimlarin konglomerat seklinde olmasi
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gerekmektedir. Konglomerat, esit miktarda her iki enantiyomerin kristallerinin mekanik
karisimi olarak tanimlanir. Rasemik karisimlarin % 20’den az bir b6limi konglomerat

seklinde oldugundan gok avantajli bir ydontem degildir.

2.8.2 Diastereomerik Tuzlarin Kristalizasyonu

Pastor tarafindan 1848 vyilinda gelistirilen bir yontem diastereoizomerlerin
kristalizasyonudur. Rasemik bilesik, optikce aktif bir bazin enantiyomeri ile tuz
olusturdugunda, olusan tuzlar fiziksel O6zellikleri ve c¢ozundrlikleri farkli olan
diastereomer tuzlardir. Uygun bir ¢ozliclide kristallendirilerek birbirinden ayrilan bu
tuzlar bir mineral asitle etkileserek (asidin anyonu proton alarak) serbest hale donisur.
Diastereomer tuzlari olusturmak icin kullanilan optikce saf organik asit ve bazlar dogal

bilesiklerdir ve ¢ok cesitli tirevleri bulunmaktadir [75], [76].

2.8.3 Kromatografi

Kolon kromatografi yonteminde kolan dolgu maddesi olarak glikoz, sakaroz, laktoz
sekeri gibi kati maddeler kullanildiginda, kolon icerisinden ¢ozelti halinde rasemik
karisim gegcirilir. Kolonda enantiyomerlerden biri digerinden daha gigli tutulur ve
rezollisyon gerceklesir. Her enantiyomer, kiral maddeler ile farkl etkileseceginden R
degerleri farkh olacaktir. Eger kolon uzunlugu yeterli 6lclide ise ¢ozeltide yalnizca bir
enantiyomer bulunur. Kolonda tutulmus olan diger enantiyomer ise farkh bir ¢6zlici
kullanilarak alinabilir. Ayirim igin kullanilan kromatografik yontemler ince tabaka
kromatografisi, kolon kromatografisi, gaz kromatografisi ve sivi kromatografisidir[67],

[71].

2.8.4 Kinetik Rezoliisyon

Rasemik karisimlarin rezolliisyonunda kullanilan dordiincii yontem ise kinetik
rezollisyondur. Bu yontem, iki enantiyomerin farkl hizda tepkime vermesine dayanir.
Kinetik rezollisyon, rasemik karisimlarin enantiyomerlerinden birinin, kiral yapiya sahip
kimyasal ya da biyokimyasal bir katalizor yardimi ile enantiyosecilimli olarak, hizli bir
sekilde farkh bir yapiya dénistirilmesinin saglandigl rezolliisyon yontemidir. Tepkime

ortaminda katalitik miktarda kiral biyokatalizor (enzim, mikroorganizma) ya da
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kimyasal katalizor (kiral asit, kiral baz, kiral metal) bulunur. Rasemik bilesiklerin kinetik
rezollisyon yontemi ile donlisimiinde genelde lipaz enzimi gorev alir. Lipaz enzimi
rasemik karisimdaki iki enantiyomer arasinda ayrimi yapar ve bir enantiyomer

digerinden daha hizli Girline dondsur.

Kr
(R)-substrat » (P)-iiriin

K¢

(S)-substrat

» (Q)-iriin

Sekil 2.14 Kinetik rezoliisyonun gergeklesmesi (k; # ks

Semadaki tepkimelerde k, # ksoldugu durumda kinetik rezollisyon gergeklesir. Tepkime
donidsimi % 0 - % 100 arasinda bir degere ulastiginda tepkime durdurulur. Bir
enantiyomerin digerinden daha hizli tepkimeye girmesi beklenir. Ornegin; tepkimeye
giren (R), tepkimeye girecek tek enantiyomer ise ks= 0 olur. Bu gibi durumlarda
enantiyomerlerin orani 50:50 olan rasemik karisimda %50 donlisum gergeklestikten
sonra ortamda %50 (S) ve %50 olusan driin (P) bulunur. Bu yontemle tek bir enzim
kullanilarak iki enantiyomerin kolay sekilde ayrilmasi saglanir. Enantiyomerik saflikta
veya enantiyomerikce zenginlestirilmis bilesiklerin elde edilmesinde etkin bir
yontemdir. Fakat, bu yontemde iki enantiyomerin ayrilmasi maksimum %50 verimle
gerceklesir. Bu kisitlama bazi g¢alisma alanlari icin mezobilesikler ya da prokiral
substratlar kullanilarak, istenmeyen enantiyomerin sterodéniislimii, rasemizasyon ve
istenmeyen enantiyomerin geri donustlrilmesi ve de dinamik kinetik rezollisyon gibi

farkl yontemler kullanilarak giderilebilir [75].
Yaygin olarak kullanilan Kinetik rezollisyon yonteminin bazi 6nemli 6zellikleri:
e Donusim % 50 oldugu an tepkimenin sonlandiriimasi gerekir.

e DOnlsliim sonucu substratin Griinden ayrilmasi ekstraksiyon veya distilasyon ile

miumkiin degildir bu sebeple kromatografik yontemlerle saflastirma yapilir.

e Her bir enantiyomerin teorik verimi maksimum % 50’dir [77].
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2.9 Derasemizasyon Prosesleri

Derasemizasyon, rasemik karisimdan tek bir izomerin yliksek verimle elde edilmesidir.
Yaygin olarak kullaniimakta olan kinetik rezolliisyon yontemine alternatif olarak
gelistirilmis olup, kimyasal veya biyokatalitik rasemizasyon ile enantiyosegimli katalitik
donilisimi kapsamaktadir. Derasemizasyon prosesinde hizli olarak tepkimeye giren (R)
enantiyomeri, (P) Grinlni olustururken, yavas tepkimeye giren (S) enantiyomeri, diger
(R) enantiyomer bittikge rasemizasyon tepkimesi ile (R) enantiyomerine dondisiir.
Boylelikle ortamda (R) enantiyomeri hi¢ bitmemekte ve her iki enantiyomer de lriine

doniismektedir ve teorik verim % 100’e ¢ikabildiginden avantajl bir yontemdir.
Rasemizasyon enzimatik ve kimyasal olarak gergeklestirilebilir:

-Kimyasal rasemizasyon; agir reaksiyon kosullarinda (sicaklik, kuvvetli asit/baz

katalizorliglinde) gerceklestirilir.

-Enzimatik rasemizasyon; iliml reaksiyon kosullarinda (oda sicakhgi, atmosferik basing,
notral pH) ve yiksek segimlilikle gergeklestirilmektedir [78]. Derasemizasyon prosesleri

(Sekil 2.15) l¢ sekilde gerceklesmektedir [79].
1-Enantiyodoniisiim prosesi
2- Dinamik Kinetik Rezoliisyon

3-Stereoinversiyon

Enantiveddnii$iim Dinamik Kinetik Sterecinversivon
Prosesi Rezoliisvon
A
.'i ®
+ Inversiyon
A )
,l Rasemizasyon
A B= substrat enantiyomerlen A B = Substrat enantiyomerlen
P,Q= linin enantiyomerler B = Bir de iiriin enantiyomen

Sekil 2.15 Derasemizasyon prosesleri [79]
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2.9.1 Enantiyodoniisiim Prosesi

Bu proseste substratin enantiyomerlerinin her ikisi de (A ve B) farkli yapidaki bir Griine
farkli yollardan dondisir. Bir enantiyomerin konfiglirasyonu sabit kalirken, diger
enantiyomerinki degisir. Enantiyodoénisim prosesleri genellikle iki basamaktan olusur.
Birinci basamakta, enantiyospesifiklik ve sterospesifiklik icin kiral tanima enzimlerle
saglanir. ikinci basamakta ise, (S) enantiyomerinin déniisimi gerceklesmektedir.
Bunun igin de kimyasal katalizér kullanilir. Dikkat edilmesi gereken, reaksiyon
kosullarinin birbirine uygunlugudur. Basarili bir enantiyoddniisiim icin reaksiyonun tek
reaktdrde ve ayni anda gergeklesmesi gerekmektedir. Enzimler ve kimyasal katalizorler
genellikle gok farkh kosullarda aktivite gosterirler. Bunlari tek bir reaktorde reaksiyona
sokmak pratikte oldukga zordur. Ayni zamanda enzimler iliman kosullarda reaksiyon
gosterdiklerinden birbirleri ile yarismali haldedirler. Bu gibi sebepler, y&ntemin

dezavantajlaridir [77].

2.9.2 Dinamik Kinetik Rezoliisyon

Dinamik kinetik rezollisyonda, enzim katalizli kinetik rezollisyon ve rasemizasyon
birlikte gerceklesir ve olusan Uriin ortamdan ayrilmaz. Yaygin olarak kullanilan kinetik
rezoliisyon ve dinamik kinetik rezollisyonda (R) enantiyomeri, (S) enantiyomerinden

daha hizli (R) Grlinline déndstr [75]. (k r >ks)

Kinetik rezoliisyonda hizli reaksiyon veren (R) enantiyomeri bitince %50 donlisim
sonunda reaksiyon yavaslar veya durma noktasina gelir. Yavas reaksiyon veren (S)
enantiyomeri ortamda kalir. Dinamik rezollisyonda ise reaksiyon devam ederken (S)
enantiyomerinden (R) enantiyomeri olusmaktadir. Boylece reaksiyon boyunca (R)
enantiyomerinin ortamda bitmesi 6nlenmektedir. Sonucta reaksiyon hi¢c durmadan
rasemik baslangic maddesinin tamami trline donlisene kadar reaksiyon siirer. Prosesin
statik olmayan bu davranisi “dinamik rezolisyon” terimi ile ifade edilir. Basarili bir

dinamik kinetik rezollisyonu tasarlamak icin dikkat edilmesi gereken faktorler:

-Yiksek enantiyosecimlilik saglamak icin kinetik rezollisyon tepkimesi tersinir

olmamalidir.

-Enantiyomerik oran (E = k g /ks) en az 20’den buyuk olmalidir.
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-(R) enantiyomerinin ortamda bitmemesi igin k.2 kg olmahidir.
-Dinamik rezoliisyon genellikle tek bir stereomerkeze sahip bilesikler igin tercih edilir.

Sonuc olarak dinamik kinetik rezollisyon yontemi ile tGriin % 100 tam verim ve % 100 ee

ile elde edilebilir [77].

2.9.3 Stereoinversiyon

Stereoinversiyon yolu ile derasemizasyonda substratin A enantiyomeri B
enantiyomerine donilserek tek Uriin olarak B enantiyomeri elde edilir. Bu proses
enantiyomerizasyon olarak da adlandirilir. Stereoinversiyon yontemi enantiyodéniisiim
prosesi ve dinamik kinetik rezollisyon yontemlerine gore biraz daha Ustin bir
yontemdir. Stereoinversiyonda, baslangic maddesinin yarisi donlsir, zaten diger yarisi
istenilen enantiyomer olarak ortamda bulunmaktadir. Bu sebeple, stereoinversiyon
yonteminde diger yontemlere oranla iki kat daha az reaktant bulunur ve ydontem

oldukga ekonomiktir [79].
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BOLUM 3

BiYOTRANSFORMASYON

3.1 Biyotransformasyonun Tanimi

Biyotransformasyon, biyolojik sistemlerin veya enzimlerin katalizér olarak kullaniimasi
ile gerceklestirilen kimyasal doénlisim reaksiyonlari ile endistriyel dneme sahip
bilesiklerin elde edilmesi olarak tanimlanir. Biyotransformasyon reaksiyonlari biyolojik
sistemlerin dogal yasam alanlarinda dogal substratlari Uzerinde gergeklestirdikleri
biyosentezden farkll olarak, dogal substrati olmayan molekiiller (izerinde meydana
getirdikleri dontslmleri icerir. Biyoteknolojik ¢alismalarin 6nemli bir alanini olusturan
biyotransformasyon reaksiyonlari ilag, kozmetik, gida ve enerji sanayii gibi pek ¢ok
alanda kullanilmaktadir. Ayrica c¢evre sorunlarinin giderilmesi amaci ile toksik
endustriyel atiklarin yikimi, atik sularin temizlenmesi ve geri kazanilmasi gibi

calismalarda da etkin olarak kullanilmaktadir [80], [81].

Mikroorganizmalar ve/veya izole enzimlerin kullanildigi biyotransformasyon
reaksiyonlarinin, kimyasal reaksiyonlara Ustlnligu, klasik yontemlerle sentezlenmesi
zor ya da olanaksiz olan bircok maddenin ucuz, hizli ve verimli bir sekilde elde
edilebilirligine olanak saglamasidir. Ayni zamanda Uriinlerin stereokimyasal 6zelliklerini
korumalari, rasemik Urlnler veren kimyasal yontemlere karsi Ustlnlikleridir [82].
Biyotransformasyon tepkimeleri ile optikce saf bilesiklerin Gretimi, rasemik karisimlarin
ayrilmasi, benzer reaktif gruplar arasinda fonksiyonel grup secimi, secimli olarak yapiya
fonksiyonel grup katilmasi gibi islemler kolaylikla gerceklestirilir. Bu islemlerin kimyasal

yontemler ile gerceklestirilmeleri ise olukca zordur [50].
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3.2 Biyotransformasyonun Tarihgesi

Modern ¢agda arastirmacilarin en fazla yogunlastiklari arastirma konularindan olan ve
biyoteknolojinin en 06nemli prensiplerinden biri olan biyotransformasyon hizla
gelismektedir. Biyotransformasyonun tarihgesi incelendiginde, biyotransformasyon ve
biyoteknoloji terimleri bilinip kullanilmasa da biyotransformasyon ¢alismalarinin M.0O.
3000 yilina kadar dayandigi gérilmistiir [81]. M.O 3000 yilinda, ilk ekmek mayasi, ilk
alkolik mayalanma ve ilk sirke yapimi gerceklesmistir. 1858 yilinda Pastor, Penicillium
glaucum fungal kultliri ile DL-amonyum tartarattan, D-enantiyomerlerinin secimli
yikimi ile L- amonyumun elde edilmesini saglamistir. Bu c¢alisma laboratuarda
gerceklestirilen  biyotransformasyonun ilk uygulamasidir. [80], [83]. Steroid
hormanlarinin  mikrobiyal biyotransformasyonu modern uygulamalarin temelini
olusturmustur. 1952’ de Murray Rhizopus arrhizus fungusu ile progesteronun 11.
pozisyonuna a- konumunda stereospesifik olarak hidroksil grubunu eklemistir. Sonugta
11 a- hiroksiprogesteron molekili sentezlenmistir [84]. 1960’larda talidomit felaketi
ortaya cikmistir. ila¢ etken maddeleri sahip olduklari fonksiyonel gruplarin stereo
kimyasi ve ilag etkinligi bakimindan ¢ok 6nemlidir. Pseudomonas putida kullanilan
biyotransformasyon reaksiyonlari ile tek enantiyomerin seg¢imli Gretimi kimyasal
yontemlere gére daha kolay gergeklesmistir [85]. Glinimiizde de biyotransformasyon
galismalari ve enantiysaf Urlinlerin Uretilmesine yonelik ¢alismalar hizla devam

etmektedir.

3.3 Biyotransformasyonun Ozellikleri ve Kimyasal Tepkimlere gére Avantajlari

v' Tepkime spesifikligi: Biyotransformasyonda; enzimler, yan tepkimeler olmadan tek
bir tepkime gerceklestirir. Kimyasal reaksiyonlara gore biyotransformasyon

reaksiyonlari oldukca hizlidir.

v Bolgesel spesifiklik: Biyotransformasyon tepkimeleri benzer reaktif gruplar arasinda
fonksiyonel grup  secimini  yaparlar. Bunlarin  yani sira  mikrobiyal
biyotransformasyonlar ile secimli olarak yapiya istenilen pozisyonda fonksiyonel

grup katilabilir. Bu islemi kimyasal yontemlerle yapmak cok gtictiir.
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Ihmli tepkime kosullari: Biyotransformasyon tepkimeleri atmosferik basing altinda,

notral pH’da, oda sicakliginda maksimum 40 C*'de gerceklesir.

Stereospesifiklik: Enzimin aktif merkezi asimetrik ¢evre saglar ve bu da rasemik
substratlarin enantiyomerleri arasinda bir ayrim gerceklestirir. Boylece tercih

edilen enantiyomerden yalnizca biri katalizlenir.

Biyosentez calismalari ve biyolojik sistemlerin modellenmesi biyotransformasyon
reaksiyonlari ile gergeklesir. Ayrica biyotransformasyon reaksiyonlari ile biyolojik

sistemlerin metabolizma galismalarinin aydinlatiimasi saglanir.

Biyotransformasyon reaksiyonlari, ilag etken maddeleri, gida katki maddeleri ve
koku hammaddeleri gibi 6zel kimyasallarin doénisimini ve Uretimini saglar.

Biyotransformasyon ile antibiyotik ve steroidler daha kolay ve ucuz olarak uretilir.

Cevre ve ekoloji alaninda geri donlislim prosesleri ve biyoenerji eldesi gibi pek ¢ok
uygulamada biyodegredasyon c¢alismalari biyotransformasyon reaksiyonlari ile

yapilmaktadir [80], [82].

3.4 Biyotransformasyon Teknikleri

Biyotransformasyonda kullanilan bes teknik vardir [81].

1- Buiylyen hicreler ile biyotransformasyon

2- Stasyoner hicreler ile biyotransformasyon

3- Sporlarile biyotransformasyon

4- immobilize hiicreler ile biyotransformasyon

5- Serbest ve immobilize enzimler ile biyotransformasyon

3.4.1 Biiyliyen Hiicreler ile Biyotransformasyon

Hiicreler ideal besi ortaminda uretilir. On testlerle belirlenen konsantrasyonda ve

optimum ekleme zamaninda ortama substrat konulur. Biyotransformasyon maksimum

verime ulasincaya kadar devam ettirilir.
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3.4.2 Stasyoner Hiicreler ile Biyotransformasyon

Mikroorganizmlar uygun besiyerinde, optimum kosullar altinda Uretilir. Olusan
biyokutle, filtrasyon veya santriflij ile ayrilir. Bu hiicreler optimum kosullardaki
biyotransformasyon  ortamina  aktariir ~ve substrat ilavesinin  ardindan

biyotransformasyon gergeklesir.

3.4.3 Sporlar ile Biyotransformasyon

Mikroorganizmalar spor olusumu igin optimum kosullarda Uretilir. Olusan sporlar
misellerden ayrilir ve sogukta bekletilir. Biyotransforasyon gerceklesecegi zaman

kullantlr.

3.4.4 immobilize Hiicreler ile Biyotransformasyon

Mikroorganizmalar, Urlin ya da substratin gegisine izin veren polimer matrikse tutulur.
Tutuklanmis bu hiicreler biyotransformasyon ortamindan kolayca uzaklastirilabilirler ve
yeniden kullanilabilirler. Bu tutuklanmis hicreler ortamda ise biyotransformasyon
gerceklesir. Uriin olusum hizi oldukca yiiksektir ve inhibisyon etkisi minimumdur.
Tutuklanmis hiicrelerin ek maliyet getirmesi ve difizyon kisitlamalari yéntemin

dezavantajidir.

3.4.5 Serbest ve immobilize Enzimler ile Biyotransformasyon

immobilize hiicrelerin biyotransformasyon reaksiyonlarinda kullanilmalari, serbest
enzim kullanimina goére daha ekonomik olmasina ragmen, c¢ok basit yapidaki bir
hiicrenin bile binlerce enzim icerdigi bilinmektedir. Bu durum istenmeyen yan (riin
olusumuna neden olur. Biyotransformasyonu katalizleyecek olan enzimin yalniz basina
ortamda bulunmasi reaksiyon verimini arttirir. Enzim kullaniminin dezavantaji ise,

enzimin saflastirilmasinin uzun zaman alan yorucu bir is ve pahali olmasidir [81].

3.5 Baslica Biyotransformasyon Reaksiyonlari
» Oksidasyon

» Reduksiyon
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Hidroliz reaksiyonlari
Katilim ve kondenzasyon
izomerlesme

Yeni C-C baglarinin olusumu

YV VvV VYV V VY

Yeni hetero atomlarin ilavesi

Yukarida siralanan reaksiyonlar, biyotransformasyon reaksiyonlarinin hemen hemen
tim sentetik reaksiyonlara esdeger reaksiyonlar oldugunu gostermektedir. Ayni
zamanda sentetik olarak gerceklesemeyen reaksiyonlari gerceklestirme olanaklari da

vardir. Ornegin;

v Enantiyomerlerden birinin secimli déntsime ugratiimasi ile rasemik karisimlarin

ayrilmasi
v’ Benzer fonksiyonel gruplardan yalniz birinin reaksiyona sokulmasi
v Asimetrik merkeze bir grup sokulmasi

v' Aktive edilmemis C atomunun secimli olarak fonksiyonel grup haline

donustiridlmesi gibi [44], [80].

3.6 Biyotransformasyon Reaksiyonlarini Etkileyen Faktorler

Biyotransformasyon reaksiyonlarida katalizér olarak enzim veya mikroorganizmalar
kullanihr. Bu katalizérler, canh organizmalardan izole edildikleri igin kimyasal

katalizorlere gore daha hassas calisirlar. Biyokatalizorlerin islevligi icin,
= Besiyeri bilesimi

= Substratin derisimi

= Calkalama hizi

= Ortam sicakligi

= Ortamin nem orani

=  Ortamin pH’si gibi faktorlerin uygun degerlerde olmasi gerekmektedir [80].
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BOLUM 4

BiYOKATALIZORLER

Biyotransformasyon reaksiyonlarinda biyokatalizor olarak bitlin hiicre sistemleri veya

izole enzim sistemleri islev goriir. Bu reaksiyonlarda kullanilan biyokatalizorler

asagidaki gibi siralanabilir [86], [87].

1-

2-

v

4.1

izole Enzimler

Butlin hiicre sistemleri;

Canli bitki, bitki doku ve hicre kilturG

Canli hayvan, hayvan doku ve hiicre kiltiri
insan metabolizmasi

Mikroorganizmalar

izole Enzimler

Biyotransformasyonlar, dogal kaynaklarindan izole edilen ya da ticari olarak elde

edilebilen saf veya yari saf enzimlerin kullaniimasi ile gerceklesir. izole enzimler ile

yapilan biyotransformasyon calismalarinda hedeflenen donidsimler c¢ogunlukla

gerceklesir. Ancak izole enzimlerin pahali olmasi, 6zel reaksiyon kosullari ve kofaktor

gerektirmesi bunlarin dezavantajlari arasindadir. En blylk avantaji ise reaksiyon

Urlintnin kolay elde edilmesidir [80].

29



4.2 Biitiin Hiicre Sistemleri

4.2.1 Canl Bitki, Bitki Doku ve Hiicre Kiltiiri

Canh bitki ve doku kiltirG Ilaboratuarlarinda Uretilmis dokular ve hicreler
biyotransformasyon reaksiyonlarinda kullanilabilirler. Canli bitkinin katalizor olarak
kullanilacagi reaksiyonlarda, dénisimi arastirilacak olan materyal, topraga, suya veya
bitkinin iletim sistemine dogrudan verilir. Okaryotik olan bitki hiicrelerindeki
enzimlerin cesitliligi gbz 6nlne alinirsa bu tip reaksiyonlarin ¢ok kararli olmayacagi
anlasilir. Tim canh bitki hicresi kullanilarak gergeklestirilen biyotransformasyon

reaksiyonlarinin kontroli oldukga zordur.

4.2.2 Canli Hayvan, Hayvan Doku ve Hiicre Kiiltirleri

Tim canh hayvan, doku ve hiicre kiltlrleri icerdikleri enzimler sebebiyle
biyotransformasyon c¢alismalarinda kullanilmaktadir. Solucan, fare ve tavsan ile yapilan
biyodonlisim arastirmalari  mevcuttur. Bitkilerle yapilan biyotransformasyon
calismalarindaki olumsuzluklarin cogu hayvanlar icinde soylenebilir. Ayrica hayvanlarla
yapilan deneyler sonrasinda kan, idrar gibi viicut sivilarinin incelenmesi icin daha 6zel

laboratuar kosullari gerekmektedir.

4.2.3 insan Metabolizmasi

insan viicidunda biyotransformasyon reaksiyonlari siirekli gerceklesmektedir. Bundan
dolay! insanlarda bu tip reaksiyonlar sonucu olusan Urlinler viicut sivilarinda aranir.
Bitki ve hayvanlardaki biyotransformasyon reaksiyonlarinda gecerli olan dezavantajlar
insandaki biyotransformasyon reaksiyonlarinda da gecerlidir. Bunlarin yaninda etik

kurallari bu tip deneylerin daha az uygulanmasina sebep olur [88].

4.2.4 Mikroorganizmalar

Prokaryotlar ve oOkaryotlar olmak Uzere iki ana grupta toplanirlar. Prokaryotlar tek
hiicreli, cekirdek zari olmayan canlilardir ve biyocesitlilikte dnemli rol oynarlar. Teknik
nedenlerden dolaylr arastirilmalari zordur [89]. Okaryotik hiicreler ise hem

mikroorganizmalari hem de bitki ve hayvan hiicrelerini kapsar. Tipik 6karyotik canlilar,
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prokaryotik organizmalarin tersine membran ile cevrilmis gercek cekirdege sahip, tek
veya ¢ok hiicreli organizmalardir. Bitki ve hayvan hiicrelerine oranla arastiriimalar zor
olmasina ragmen mikrobiyal biyotransformasyonlara pek cok érnek verilebilir. ilag
etken maddelerinin eldesinde, ¢evre, koku, gida ve kimya sanayinde

mikroorganizmalardan faydalanilir [88].

Bitin hicre sistemleri icinden mikrobiyal hiicrelerin tercih edilmesinin nedenleri [80],

[87]:

e Mikroorganizmlarin bliyime ve gelisme hizi ve buna bagh olarak metabolik hizi,
bitki ve hayvan hicreleri ile karsilastirildiginda oldukca fazladir. Bu sebeple

mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonlari hizli ve kisa siirede gergeklesir.

e Bitki ve hayvan hiicrelerine oranla mikrobiyal hiicrelerin substrat cesitliligi daha

fazladir.

o Mikrobiyal hiicreler sahip olduklari hiicre duvari ve hiicresel boyutlarindan dolayi
bitki ve hayvan hiicrelerine oranla mekanik olarak daha saglamdirlar. Bu sebeple

degisik ortam ve tekniklerle biyotransformasyon olanaklarina sahiptirler.
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BOLUM 5

ENZIiMLER

Enzimler, canli organizmalarda olusan tim reaksiyonlarin 1hml kosullarda
gerceklesmesini saglayan ve bu reaksiyonlari koordine eden protein ana yapisindaki
spesifik  biyokatalizorlerdir. Canli organizmalarda bulunan enzimler, hicrede
gerceklesen binlerce biyokimyasal reaksiyonun katalizini canlilia zarar vermeden ve

cok hizli bir sekilde gerceklestirirler.

5.1 Enzimlerin Yapisi

Enzimler kimyasal olarak protein yapisindadir. Enzimin sadece protein yapisindaki
kismina apoenzim denir. Tim, kofaktér ya da koenzimleri iceren katalitik olarak aktif
haline ise haloenzim denir. Kofaktér, enzimin aktivite gosterebilmesi icin gerekli olan
genelde metal iyonlarindan olusan kismidir. Koenzim ise enzimin aktivite gdstermesi
icin gereksinim duydugu kompleks organik molekillerdir. Enzimlerin donisiime
ugrattiklari molekiillere substrat denir. Enzim molekilinin belirli bir bdélgesinde
enzimatik reaksiyonlarin gerceklestigi bir merkez bulunur. Buna aktif merkez adi verilir
ve bu kisim genellikle oluk veya yarik seklini alir. Aktif merkezde yer alan aminoasitlerin
bazilari substratin buraya dogru olarak baglanmasini saglar. Aktif merkezde, substratin
baglandigl bolgeye baglanma bolgesi ve bir de katalitik donlstime ugratildigi katalitik
aktivite bolgesi bulunur. Substratin enzime baglanmasinda etkili olan kuvvetler

hidrojen baglari, hidrofobik etkilesimer, iyonik etkilesimler ve kovalent baglardir[90].
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5.2 Enzimlerin Calisma Mekanizmasi ve Enzim Kinetigi

Enzimlerin ¢alisma mekanizmasi igin iki 6nemli gorus bulunmaktadir. Bunlardan
birincisi anahtar-kilit modeli (Sekil 5.1), ikincisi ise indiiklenmis uyum modelidir.
Enzimatik reaksiyonlarda substrat, enzimin aktif merkezine baglanarak doénilsiime
ugratilir. Aktif merkez bir oluk seklindedir ve substratin buraya baglanmasini
saglayacak ve katalitik slirecte gorev alacak aminoasit yan zincirlerinden olusur.
Enzimlerin (anahtar) kompleks tersiyer yapilari, substratin (kilit) bu merkeze kolaylikla
baglanmasini saglar. Bu konuda Emil Fischer’in 1894 yilinda yapmis oldugu calismaya
Anahtar- kilit modeli denir. Bir diger calisma ise 1958’de Daniel Koshland’in ileri
stiridiigi indiiklenmis Uyum Modelidir. Bu model kataliz mekanizmasi icin kabul géren
ve yaygin olarak kullanilan bir modeldir. Substrat ve enzimin yapi degistirmesine
dayanan bir modeldir. Enzim aktif merkezi, substratin buraya baglanmasi ile yeni bir
sekil kazanir. Proses tamamlandiginda enzim, Urlin veya Urlnleri birakarak eski orijinal

haline doner ve yeni katalizlere hazirlanir.

. B
“ 4L ok -+

Enzim  Substrat  Enzim-Substrst  Enzim Uriin
kompleksi

Sekil 5.1 Enzimlerin ¢alisma mekanizmasi

Enzim kinetigi, enzim katalizli reaksiyonlarda enzimlerin calisma mekanizmasinin
fiziksel ve kimyasal cevre farkliliklarindan fonksiyonun nasil degistiginin anlasilmasi icin
temel bir yaklasimdir. Enzim kinetigi, katalizin biyolojik 6neminin miktar olarak ifade
edilmesidir. Bir enzimatik reaksiyonun hizi, enzim etkisiyle zaman birimi basina (1
dakikada veya 1 saniyede) olusan urinln veya (riine donlsen substratin miktarina

gore ifade edilir. Bir enzimin aktivitesi, o enzim tarafindan katalizlenen enzimatik
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reaksiyonun hizinin, enzim etkisiyle optimal kosullarda belirli sirede (riine

donustirilen substrat miktarina gore ifadesidir [90].

5.3 Enzimlerin Ozellikleri

v" Ihmli tepkime kosullarinda aktivite gosterirler. Enzimler pH 5-8 arasinda genellikle

notral pH olan 7’ye yakin degerlerde etki gosterirler.

v' Kimyasal tepkimelerde genellikle yan (rin meydana gelirken enzim katalizli

tepkimelerde yan (irin meydana gelmez verim oldukca yliksektir [80].

v' Enzimlerin g tir 6zgunligi vardir. Bunlar: Substrat 6zgunlugu, grup 6zgunligu ve

etki 6zglinligu [90].

v' Enzimler ¢ok hizli calisan biyokatalizérlerdir. Enzimatik bir reaksiyon, enzimsiz
gerceklesen bir reaksiyona oranla 108-1010 kez daha hizlidir. Bu deger 1012

diizeyine ulasabilir ve kimyasal katalizorler bu degere ulasamaz [80].
v Enzimler genelde kararsiz molekillerdir ve tepkimelerde kofaktor gerektirebilirler.

v' Dogal katalizorlerdir ve cevreye zararl degillerdir. Reaksiyon ortamindan geri

kazanilarak tekrar tekrar kullanilabilirler.
v Bazi enzimler sulu ortam disinda organik ¢dziiciilerde de aktivite gosterebilirler.

v' Cok yiksek katalitik etkinlik gésterirler. Kimyasal katalizérlere oranla etkinlikleri
oldukga yliksektir [88].

v' Enzimler Uc¢ tip secicilik gosterirler: Kimyasal secicilik, bolgesel secicilik ve
enantiyoseciciliktir.

v' Organik sentez yodntemleri ile gerceklestirilmesi cok zor veya imkansiz olan
reaksiyonlar enzimatik tepkimeler ile kolayca gerceklesebilir.

v" Enzimler genis bir reaksiyon spektrumuna sahiptir.

v' Enzimler ayni ortamda birbirini etkilemeden kalabilirler. Enzimlerin calisma
kosullari benzer veya aynidir. Dolayisiyla ayni ortamda cesitli biyokatalitik
reaksiyonlari ayni anda gerceklestirebilirler. Multienzim sistemleriyle ardisik

reaksiyonlar gerceklestirebilmesi, reaksiyonlari kolaylastirir [80].
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5.4 Enzimlerin Siniflandirilmasi

5.4.1 Oksidorediiktazlar (EC 1):

indirgenme ve yiikseltgenme (redoks) reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir. Substrat
Uzerinde bir ugtan diger uca elektron aktarimini saglarlar. Enzim substratlari genellikle
elektron ve hidrojen donorleridir. Katalizledikleri reaksiyona goére dehidrojenaz veya
rediiktaz olarak da adlandirilir. Oksitlenen substrat hidrojen verici olarak kabul
ediliyorsa enzim, dehidrojenaz olarak adlandirilir. Molekiiler oksijen (O,) alici ise enzim

oksidaz olarak adlandirilir.

Enzimatik redoks prosesleri genellikle fermentasyon ile gerceklesir boylece ¢ogalan
hiicreler ile gerceklesen fermentasyon sirasinda kofaktor rejenerasyon islemine gerek
kalmaz. Mikrobiyal hidroksilasyon ve ekmek mayasi katalizérli indirgenme

reaksiyonlari bu yonteme ornektir [67].

5.4.2 Transferazlar (EC 2):

Fonksiyonel gruplarin transferinde goérev yaparlar. Donor Uizerindeki fonksiyonel
grubun (metil, acil, amino, glikozil, fosfat gibi) akseptor substrat molekiliine
tasinmasini katalizlerler. Bu sinifa giren enzimler iki molekil arasinda gruplarin ya da
atomlarin  aktarilmasini  hizlandirir  [90]. Transferazlar endustride ¢ok fazla
kullanilmazlar. Clnkl transferazlarin denge tepkimeleri yiksek doénlisim vermez,
tepkimenin gerceklesmesi yliksek ekonomiye ihtiya¢c duyar ve reaksiyon sonucu elde

edilen Urinler ortamdan kolaylikla ayrilamazlar [67].

5.4.3 Hidrolazlar (EC 3):

Suyun katildigl parcalanma ve kondenzasyon reaksiyonlarini katalizlerler. C-O, C-N, C-C

gibi baglar hidrolitik olarak yikilirlar. Kisaca hidroliz reaksyonlarini katalizlerler [90].

Hidrolazlar genelde deterjan endistrisinde ve gida endlstrisinde; protein, yag ve
karbonhidratlari parcalamak icin cesitli tepkimelerde kullanilir. Hidrolazlar, endistriyel
proseslerde en c¢ok kullanilan enzimlerdir. Lipazlar, esterazlar ve amidazlar bu

siniftandir[67].
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5.4.4 Lliyazlar (EC 4):

Hidrolitik olmayan yoldan ¢ifte bag olusumunu ve cifte baga katilma reaksiyonlarini
katalizlerler. C-O, C-N, C-C gibi baglar eliminasyon yolu ile yikilir [90]. Genellikle kiral
merkezler bag olusumu sirasinda olusur. Endistride fenil alenin amonoliyaz
kullanilarak, Parkinson tedavisinde kullanilan L- dihiroksi-L- fenil alanin (L-DOPA)

Uretilmistir[67].

5.4.5 izomerazlar (EC5):

Molekil icindeki geometrik veya yapisal yeniden diizenlenmeyi katalizlerler. Molekdil
icinde oksidasyon-rediiksiyonu, grup transferini ve ¢ifte bag olusumunu
gerceklestirirler. Katalizledikleri izomerizasyon tiplerine goére rasemaz, epimeraz,
izomeraz, tautomeraz gibi énerilen isimler alirlar. izomerazlar degerli iriinleri elde
etmek icin daha ucuz substratlara uygulanirlar. Rasemazlar 6zellikle kinetik ayrimlarda
kullanilir. Glukoz izomeraz ise siklikla kullanilan bir enzimdir ve endistride glukozdan

fruktoz (endistriyel tatlandirici) olusumunu katalizler [67], [90].

5.4.6 Ligazlar (EC 6):

ATP’nin hidrolizi yardimi ile agiga ¢ikan enerjiden yararlanarak iki moleklli baglayip
sentez yapan enzimlerdir. Endistride ligaz kullanilarak bliyik olcekte Uretim yoktur
fakat dogada DNA’nin tamirinde ve ribozomal peptid sentezinde 6nemli gorevleri

vardir[67], [90].

5.5 Lipazlar

E.C.3.-.-.- Hidrolazlar

E.C.3.1.-.- Ester bagina etki edenler
E.C.3.1.1.- Karboksilik ester hidrolazlar

E.C.3.1.3.3 Triacilgliserol lipaz
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Diger isimleri:

e Gliserol Ester Hidrolaz
e Triagil Gliserol Hidrolaz
e Tributiraz

Lipazlar (triagilgliserol ester hidrolazlar, EC 3.1.1.3.) serin hidrolaz sinifindan olup genis

bir substrat araligina sahiptirler.

Lipazlar:

a) Bitki ve hayvanlarin cesitli dokularindan elde edilir.
b)Mantar ve bakteri kullanilarak fermentasyon yolu ile Uretilir.

Endistriyel uygulamalardaki  kolayliklari  ve ekonomik olmalarindan  dolayi
mikroorganizmalardan elde edilmis olan lipazlar, daha ¢ok tercih edilirler. Clnki
mikroorganizma kaynakli enzimlerin katalitik aktiviteleri yliksektir, istenmeyen yan
Uriin olusturmazlar, daha kararli ve ucuz Uretilirler, blylk boyutta ve yiiksek saflikta
elde edilebilirler. Bunun vyaninda, izole edilmis enzimler, kendilerini igeren
mikroorganizmalara ¢ogu kez tercih edilmektedirler (Cizelge 5.1). Clinki izole enzimler
daha spesifik olarak etki etmekte, satis ve saklama icin kolaylik saglamaktadirlar [67],

[90].

Cizelge 5.1 Mikrobiyal Kaynakl Lipazlar

Kaynak Mikroorganizma

Bakteri ( Gram pozitif) Bacillus

Staphylococcus

Lactobacillus

Streptococcus

Micrococcus

Propionibacterium

Burkholderia
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Cizelge 5.1 Mikrobiyal Kaynakli Lipazlar (devami)

Kaynak Mikroorganizma

Bakteri ( Gram negatif) Pseudomonas

Chromobacterium

Acinetobacter

Aeromonas

Mantar Rhizopus

Spergillus

Penicillum

Mucor

Ashbya

Geotrichum

Beaveria

Humicola

Rhizomucor

Fusarium

Acremonium

Alternaria

Eurutrium

Ophiostoma

Maya Candida

Yarrowia

Pichia

Saccharomyces

Torulospora

Trichosporon

Aktinomisetler Streptomyces
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GUnumuzde lipazlar hem sulu hem de susuz ortamda, yapilmasi gic tepkimeleri
katalizleyen en o6nemli biyokatalizorler arasinda yer almaktadir. Lipazlar suda
¢ozlinebilen enzimlerdir ve yaglarin ester baglarinin hidrolizini katalizler (Sekil 5.2).
Lipazlar segicilik gosterdikleri substratin hidroliz reaksiyonlarinin tersi olan esterlesme,
ic esterlesme ile trans-esterlesme reaksiyonlarini da kolaylikla katalizleyebilirler. Bu

reaksiyonlarin semasi asagidaki gibidir [50],[51].

esterlesme (-H,O)

RCH,OH + R!COOH =< = RCOOCH-R
hidroliz (+H,0) I
+ - +
R2COOCH,R? R?*COOCH,R?
i¢ esterlesme transesterlesme
R*COOR R*COOCH,R!
+ +
R’CH,0OH RCOOCH,R?

Sekil 5.2 Lipaz katalizli reaksiyonlarin semasi

5.5.1 Lipazlarin Kullanim Alanlari

Lipazlar, esterlesme, transesterlesme ve hidroliz tepkimelerini disiik sicaklikta
katalizlemeleri, susuz ortamda kararli ve aktif olmalari, kofaktér gerektirmemeleri,
ylksek katalitik glicleri, ucuz olmalari, yilksek substrat secimlilikleri, yan Grln
olusumunu onlemeleri nedeniyle yaygin olarak kullanilirlar. Lipazlar, stereo ve bolgesel
spesifik olmalari nedeniyle kimyasal olarak katalizlenemeyen tepkimeleri
katalizleyebilirler. Lipazlar, triacilgliseroli sulu ortamda gliserol ve yag asidine cevirirler
[52]. Bu sebeple endistriyel alanda lipazlardan c¢ok fazla faydalanilir. Lipazlarin
uygulama alanlar bilesiklerin sentezi, karbonhidrat ester sentezi, poli doymamis yag
asitlerinin elde edilmesi, biyolojik aktif bilesenlerin sentezi, parfim ve tat esterlerinin
Uretimi, vyapisal lipidlerin sentezi ve organik karbonatlarin sentezi olarak
siniflandirilabilir. Lipazlar ile gerceklestirilen optik ayirma prosesleri tipik olarak ya bir
esterin rasemik karisiminin enantiyosecimli hidrolizi (6rnegin iki izomerden sadece bir

tanesinin hidrolizinin tercih edilmesi) ya da rasemik bir asit/esterin enantiyosegimli
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esterlesmesi/transesterlesmesi ile esterden asidin ayrilmasi seklinde gerceklesir. Bu tiir

cesitli lipaz katalizli kiral sentez yontemleri endistride kullanilir.

Gizelge 5.2 Lipazlarin endustride kullanim alanlarindan bazilari

Endiistr1

Tepkime

Uriin/Uygulama

Deterjan

Yaglarm hidrolizi

Fabrikalardan vag

atiklarinm uzaklastirilmasi

Siit Urtinleri

Siit yagmin hidrolizi,

Peynirin olgunlagmasi

Stt, peynir ve tereyaginda

tat gelistirme

Icki

Aroma gelistirme

Ickiler

Yag

Transesterlesme, hidroliz

Kakao vag, margarin,yag

asitleri, gliserol

Et ve balik

Tat artirma

Et balik iirtinleri

Kimyasallar Enantivosecimlilik, sentez Kiral yapr taglan

Farmasotik Transesterlesme, Hidroliz Sindirime vardimei, 6zel
yaglar

Kozmetik Sentez Nemlendirme

Deri Hidroliz Deri Uriinleri

Kagit Hidroliz Kaliteli kagit tretimi

Temizlik Hidroliz Yaglarin uzaklagtirilmasi

Lipazlar, rasemik karisimlardan, prokiral veya mesokiral bilesiklerin; ya da
diasteromerik karisimlardan enantiomerik olarak saf bilesiklerinin hazirlanmasinda
genis Olclide kullaniimaktadirlar. Pseudomonas cepacia’dan alinan lipazlar, % 70-83 gibi
ylksek verimde karboksilik asidin dogrudan esterifikasyonunu yapabilmektedirler [51].
Candida antarctica lipaz enziminin, organik c¢ozicillerde transesterifikasyon

reaksiyonlarini cok verimli olarak katalizledigi gosterilmistir [21].

Kiral ilaglarin Uretiminde lipazlarin faydasi oldukca iyi bilinmektedir. Fenoksipropiyonat
herbisitlerin sentezi i¢in baslangic materyalleri olan 2- halopropiyonik asitlerin eldesi,
(S) izomerlerinin bitanolle Porcine Pankreatik Lipazinin (PPL) hegzan icerisinde

katalizlenen enantiyosecimli esterlesmesine dayali bir islemdir. Cok fonksiyonlu organik
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bilesiklerin bdlgesel segimli modifikasyonu, 6zellikle AIDS tedavisi alaninda lipaz

uygulamasinin yine hizla genisleyen diger bir alanidir [52], [53].

5.5.2 Lipaz Enziminin Aktivitesi

Bir enzimin aktivitesi, o enzimin katalizledigi reaksiyonun hizidir. Uluslararasi Birim,
standart kosullar altinda dakikada bir mikromol substrati donlisime ugratan enzim
miktaridir. Aktivite birimi Unite (U)'dir. Lipazlar ylizey aktif enzimler olup sadece uzun
zincirli yag asitlerinin ve suyun temas ylzeyine baglanmasiyla aktiflik kazanirlar. Bu
ozellik, lipazi esteraz enziminden ayiran en 6nemli 6zelliktir. Lipazlar bu ozellikleriyle
diger enzimlerin gosterdikleri “Michealis-Menten” aktivitesini gostermezler. Esteraz
enzimi substrat konsantrasyonun artisiyla birlikte enzimin aktivasyonunda da keskin bir
artis gozlenmektedir. Lipazlar ise kritik konsantrasyonun (CMC: critical micellar
concentration) altindaki degerlerde hicbir aktivite gostermezler. CMC noktasinin
Ustindeki degerlerde substrat konsantrasyonun artisiyla beraber enzimin aktivitesinde
de keskin bir yiikselis gozlenir. Bu ikilemin mantiksal agiklamasi son yillarda enzimlerin
yeniden dizenlenmesi durumu olarak gosteriliyor. Su-yag ortaminin yoklugunda lipazin
aktif bolgesi kisa bir a-helix zinciri tarafindan kapahldir ve inaktif durumunda bulunur.
Su-yag ortami olustugunda enzim yiizeyinin su ve yag ile etkilesmesiyle enzimin aktif
bolgesini kapatan a-helix kapagl geri katlanarak aktif bolge acilir. Bu yeniden
diizenlenmeyle enzim aktif hale gelir. Bu nedenle lipaz katalizli hidroliz reaksiyonlari
bifazik ortamlarda gerceklestirilir. Enzim aktivitesini konsantrasyonla birlikte pH,

sicaklik ve solvent secimi de etkilemektedir [80].
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Sekil 5.3 Lipaz ve esteraz aktivite grafigi

Lipaz aktivitesi gerceklesmesi icin kofaktorlere gerek yoktur. Ca* gibi iki degerlikli

iyonlar genellikle aktiviteyi etkilemektedir. Bunun nedeninin, uzun zincirli yag asitleri

-+ +2

tizerinde kalsiyum tuzlarinin olusmasidir. Lipaz aktivitesi, Co*, Ni*?, Hg'* ve Sn
tarafindan kuvvetli bir sekilde; Zn*?, Mg+2, EDTA ve SDS tarafindan zayif bir sekilde
inhibe edilmektedir [76].

Bazi durumlarda ise lipaz aktivitesini gesitli ilave maddeler arttirmaktadir. Lipaz aracili
transesterifikasyon reaksiyonlarinda DMAP, 2,4- lutidin, 2,6- lutidin ve piridin gibi
cesitli bazlar varliginda reaksiyon kosullari denenmistir ve bu maddeler arasinda

Ozellikle reaksiyon orani arttiran bazin DMAP oldugu saptanmistir [91].

DMAP (4-Dimetilaminopridin) olduk¢a bazik bir molekildir ve tepkime hizini
arttirmaktadir.  DMAP molekilt  (Sekil 5.4), enzim ile etkileserek enzimin
stereoseciciligini etkilemektedir ve istenilen molekiliin enantiyomerik asirilikta eldesini
saglamaktadir. Yapilan fakli bir calismada optimum kosullardaki deney ortamina katki
maddesi olarak DMAP ve trietilamin eklenmis ve bu maddelerin enantiyomerik asiriliga
etkisi incelenmistir. Trietilaminin enantiyomerik asiriiga etkisinin negatif, DMAP

molekilinin ise pozitif etkisi oldugu bulunmustur [76].
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Sekil 5.4 DMAP Molekulu

5.5.3 Organik Solventlerde Lipaz Enziminin Uygulanabilirligi

Lipazlarin en 6nemli avantajlarindan biri organik cozliclilerde de aktivite gostermesidir.
Lipazinlarin bu avantaji sulu ortamda ¢6zinmeyen bilesiklere uygulanmasini
saglamistir. Enzimler genellikle ince bir su tabakasiyla (hidrat kabugu) kaphdirlar. Hidrat
kabugu sayesinde lipazlar organik solventlerde kararliigini koruyarak aktivitesini
yitirmezler. Ornegin, Parain Pankreatik lipazi toluen ya da dekanol icinde 100°C’de
birka¢c saat kararli kalabilirler. Lipaz katalizli reaksiyonlar organik solvent iginde
yapilacaksa enzimin aktivitesi igin solvent segimi ¢ok nemlidir. Segilen organik solvent
enzimin hidrat kabuguna zarar vermemelidir. Bu nedenle lipaz enzimi igin en ¢ok
kullanilan organik solventler; benzen, toluen, n-hekzan, siklohekzan, heptan, oktan,
izo-oktan, nonan, petrol eteri, triasetin, karbontetraklorir, kloroform ve etil asetattir.
Organik solvent kullanimi, reaksiyon tamamlandiktan sonra filtrasyonla enzimin geri

kazanilip tekrar kullanilmasina imkan saglamaktadir[50].
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BOLUM 6

MiKROORGANIZMALAR

Mikroorganizmalar, gozle goremedigimiz ancak mikroskop kullandigimizda
gorebildigimiz prokaryotik ve Okaryotik organizmalardir. Arkea ve bakterilerin sahip
oldugu prokaryotik hiicre yapisi ¢ekirdek etrafinda membran icermez. Kalitsal bilginin
sakli oldugu DNA hiicre igerisinde serbest halde bulunur. Ayni zamanda prokaryotik
hiicrelerin sahip oldugu diger yapilar ise, hiicre ¢eperi, sitoplazmik membran, inklizyon
ve nukleoidlerdir. Prokaryot hiicreler, o6karyotlar ile kiyaslandiginda ¢ok kicuk
hiicrelerdir. Kiguk htcrelerin, hiicresel metabolik hizi ve bliylime hizi daha fazladir.
Kisa strede populasyonlarinin hizli bicimde artmasi ekosistemde 6nemli fizikokimyasal
degisimlere neden olur. Dolayisi ile kiglik olan boyutlari onlarin biyolojik 6zelliklerini
etkiler ve onlara ekolojik agidan avantaj saglar. Mikroorganizmalarin gerceklestirdigi
biyotransformasyon reaksiyonlari icin en onemli avantaj budur. Hizh biylmeleri
sonucunda daha hizli biyotransformasyon reaksiyonlarini gergeklestirirler ve ¢ok cesilti

substratlara etki edebilirler.

Biyotransformasyon reaksiyonlarinda kullanilan mikroorganizmalarin esas kaynagi
dogadir. Mikrobiyolojide kullanilan baslica organizmalar funguslar (maya ve kiifler) ve
bakterilerdir. Mikroorganizmalar istenilen reaksiyonu cok yiksek verimde ve kisa
sirede gerceklestirirler. Ve kimyasal reaksiyonlar ile gerceklesmeyen 6zgiil basamak
veya basamaklari mikroorganizmalar biyolojik olarak katalizlerler. Her organizma, ¢ogu
az miktarda Uretilen ve hiicresel slirecte yer alan yiksek cesitlilikte enzim Uretir.
Bununla birlikte bazi mikroorganizmlarda bazi enzimler ¢ok fazla tretilir ve hiicre icinde
tutulmadan dis ortama salinir. Ekzoenzim denilen bu ekstrasellliler enzimler 6zellikle

biyokataliz reaksiyonlarinda ve endistriyel olcekte Gretimler icin kullanilir. Dogadan
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elde edilen yabanil tip organizmalar glincel biyoteknolojik gelismeler kullanilarak daha
verimli rekombinant soylara doénustiriliir. Ozellikle istenilen isleme uygun olarak
degistirilen bu organizmalar, yalnizca ilgilenilen maddeyi doénilsime tabi tutarlar.
Boylece reaksiyonda istenilmeyen yan tepkimeler gerceklesmeden yilksek verimde
biyokataliz gerceklesir. Biyotransformasyon reaksiyonlarinda kullanilan

mikroorganizmalardan beklenen 6zellikler;

istenilen Griini yiiksek verimde tretmesi,

e Biylk miktarlarda hazirlanabilen ve pahali olmayan besiyerinde {reme

yeteneginde olmasi,
o Uretim ortaminda hizli ve yogun olarak biiyiimesi,
¢ Sahip oldugu 6zellikleri kaybetmemesi,

e Genetik manipulasyona uygun olmasi,

Bitki, hayvan ve 0Ozellikle insanlar icin patojen olmamasi gerekmektedir.

Mikroorganizmalarin sahip olduklari organik madde potansiyelinden yararlanabilmek
icin onlarin gevre kosullarindaki degisikliklere karsi duyarli olmalarindan yararlanilir.
Mikroorganizmlarin fizyolojik faaliyetleri cevre kosullarindaki degisikliklere karsi
oldukca duyarhdir. Onlar kendi normal habitatlarindan besin olarak aldiklari organik
bilesiklerin bir kismini enerji Gretmede, bir kismini da yapisal madde olarak kullanirlar.
Fakat cevresel kosullarinda az ¢ok degisiklik olan biyotransformasyon ortamlarinda
mikroorganizmalar kendi dogal yasamlarindan soyutlanirlar. Béyle durumlarda aldiklari
organik maddelerin bir kismini eneriji i¢in kullanmalarina ragmen, bir kismini yapisal
madde olarak kullanmaz ve bazi metabolik (irlinlere dénustrdrler. Bu gibi uygulamalar
sonucunda 0Ozellikle funguslardan penisilin, alkoller, sitrik asit, kojik asit, glukonik asit,
fumarik asit gibi organik asitler, renk pigmentleri, enzimler, vitaminler ve blylime
maddeleri gibi ¢cok cesitli biyotransformasyon driinleri elde edilmistir. Bakteriler ise,
laktik asit, aseton-bitanol, 2,3 bilitandiol, bakterial proteaz, dekstran, kobalamin ve 2-

ketoglukonik asit gibi trtinler vermistir[89].
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6.1 Bakteriler

Bacteria domaini ¢ok fazla cesitlilikte patojenik olan ya da olmayan prokaryotik
canlidan olusur. Bakteri morfolojisine bakildiginda, hiicre yapilarinin ilkel oldugu
goralur. Bakterilerde zarla cevrili nikleus yoktur fakat kalitsal materyal sitoplazma
icinde yer alir. Ayrica bakterilerle ilgili bilinmesi gereken diger bir yapi endospordur.
Sporulasyon bakterinin kotli kosullara dayaniklilik gosterebilmesi icin olusturdugu bir
savunma mekanizmasidir. Endosporlar sicakliga ve c¢esitli kimyasallara dayanikli
yapilardir ve parcalanmalari ¢cok gictlr. Ortam sartlari dizeldiginde spor cimlenerek

vejetatif yapiyi olusturur [89]. Bazi bakteri 6rnekleri:

6.1.1 Agrobacterium rhizogenes

Agrobacterium, Rhizobiaceae familyasina ait olan bir Alfa Proteobacterium’dur. Cubuk
seklinde, gram negatif bir bakteridir. Bu grubun bircok Uyesi bitkilerde cesitli
hastaliklara yol acar. A. rhizogenes tiri ise sagakh kok olusumuna neden olur. Sagakh
kokler sekonder bitki metabolitlerinin retimi igin énemlidir ¢linki bol dallanmalari,
kilcal koklerinin ¢ok yogun olmasi ve yliksek miktrada biomass liretim potansiyelleri

mevcuttur.

Bu bakteriyal etmen biyolojik 6zelliklerinden dolayi en fazla incelenen organizmalar
arasindadir. Bu ozelliginden dolayr molekiiler biyoloji ve genetik ile bitki islahi
calismalarinda oldukca fazla tercih edilir. Uygulamanin kolay ve ekonomik olusu,
transformasyon oraninin yiiksek olusu, ylksek oranda sekonder metabolit liretimi ve
hizli kok biylmesi gibi 6zelliklere sahip olmasi bu bakteri izerindeki ¢alismlarin asil

sebebidir [89], [92].

6.1.2 Bacillus subtilis

Endospor olusturan, filogenetik olarak diisiik GC oranina sahip olan, gram pozitif
bakterilerdir. Aerobik veya fakiiltatif olan ve katalaz olusturan canhlardir. Bacillus cinsi
bakteriler topraktan, toz partikiillerinden veya havadan izole edilebilir. izole edilen bu
dogal ornekler 80°C’'de 10 dakika tutuldugunda diger organizmalar elimine olur.

Bacilluslar ise sporlarindan dolayr canh kalir. Bacilluslar tek karbon kaynagi olarak,
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seker, organik asit, alkol gibi trlnleri, tek azot kaynagi olarak ise amonyagi kullanirlar.
Bazi strainler ise vitamine ihtiyag¢ duyarlar. Bacillus cinsi bakteriler hiicre disi hidrolitik
enzimler Uretirler ve polisakkarit, nukleik asit, lipit gibi kompleks molekiilleri yikarlar.
Ve bunlari karbon kaynagi ve elektron vericisi olarak kullanirlar. Basil cinslerinin ¢ogu,
basitrasin, polimiksin, tirosidin, gramisidin ve sirkulin gibi antibiyotikler Uretirler. Bu
antibiyotiklerin ¢cogu sporlanma sirasinda Uretilir yani kilttrin durgunluk fazina girdigi
surecte Uretilir [89]. Bacillus cinsi bakteriler sahip olduklari 6nemli 6zellikleri sayesinde

endustriyel alanlarda ¢ok fazla tercih edilmektedir[93].

6.2 Funguslar

Okaryotik hiicre yapisina sahip olan funguslarin habitatlari oldukca genistir. Bazilari
sucul olup tath sularda yasarlar, birkagi ise denizde yasar. Ancak funguslarin ¢ogu
karasaldir. Onlar toprak veya 6lu bitki materyali Gzerinde yasarlar ve organik karbonun
minerilizasyonunda 6nemli rol oynarlar. Funguslar basit besinsel gereksinimleri olan
kemoorganotrof canlilardir. Bunun yaninda dusiik pH ve vyiksek sicakliklarda
(62°Cderece’ye kadar) cogalabilmeleri ve fungal sporlara sahip olmalari bu canlilarin
habitatlarinin cesitliliginin en temel sebebidir. Funguslarin hicrelerinin etrafinda
seliloz, kitin veya her ikisinden olusan iyi gelismis bir hlcre c¢eperi vardir.
Protoplastlarinin icinde 6karyatik canlilarda bulunan ve farkl islevlere sahip organeller
vardir. Ayrica prokaryotlardan farkli olarak gercek niikleuslara sahiptirler. Cok genis
habitata sahip olan funguslar kiifler, mayalar ve sapkali mantarlar olmak lizere 3 biyuk

grupta incelenirler [89], [94].

6.2.1 Makroskobik Funguslar (Sapkali mantarlar)

Sapkali mantarlar filamentli bazidiyomisetler olup yenilebilen buyilik fruktifikasyon
organlar vardir. Sapkali mantar funguslari yasamlarinin biyik boélimini toprakta,
yaprak atiklari ve c¢lirimekte olan odunlar Uzerinde gecirirler ve cevre sartlari uygun
oldugunda fruktifikasyon organlar toprak Ustiinde belirir. Sapkali mantar sporlari
riizgarla dagilir ve genellikle nemli ve organik madde bakimindan zengin bir yere

dustliklerinde dongi tekrarlanir.
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6.2.2 Tek Hiicreli Funguslar (Mayalar)

Maya hicreleri kire bigimli, oval veya silindirik yapidadir. Hicre boélinmesi
tomurcuklanma ile olur. Maya hiicreleri bakterilerden ¢ok daha biyuktir ve niikleusa
sahiptir. Cogu maya aerobiktir ve bunun yani sira fermentatif metabolizma yapma
yetenegindedir. Mayalar meyve, cicek ve agac¢ kabuklari gibi seker bakimindan zengin
habitatlari tercih ederler. Bazilari hayvanlar ve insanlar igin pataojendir. Mayalar

ekmek ve bira yapiminda ticari olarak kullanihr.

6.2.3 Filamentli Funguslar (Kiifler)

Dogada yaygin olan bu funguslar daha c¢ok ekmek, peynir ve meyveler lzerinde
bulunurlar. Kiflerin ¢ogu zorunlu aerobtur. Tek bir filament hif olarak isimlendirilir.
Hiflerin blylUmesi eseysiz remedir. Eseyli (ireme sonucu ise bazi kifler sporlar
olusturur. Bu sporlar kurakliga, 1siya, donmaya ve bazi kimyasal ajanlara direnclidir.
Eseyli veya eseysiz bir fungus sporu ¢imlenebilir ve bundan yeni hif gelisir [89]. Bazi kiif

ornekleri:

6.2.3.1 Hypocrea jecorina

Alem: Fungi

Boliim: Ascomycota

Sinif: Sordariomycetes

Familya: Hypocreaceae

Cins: Hypocrea (Trichoderma)

Tur: Hypocrea jecorina ( Sinonim: Trichoderma reesei) [95]

Hypocrea cinsi organizmalar diinyada genis yayilima sahip, hizla cogalabilen, filamentli
funguslardir. Siklikla ormanlardan ve tarimsal topraklardan izole edilir [96].
Ormanlardaki aga¢ kabuklari lizerinde ve tahtalar (zerinde yetisir. Hyporcrea tirleri
misel gelisimi icin uygun olan nemli yaprak yiginlarinin bulundugu topragin st
katmanindan izole edilen saprofit organizmalardir. Besi ortaminda ilk birkag glin tim

besiyerini kaplayan beyaz gevsek bir misel gorilir. Bir siire sonra misel daha da
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sikilagtip ylinimsu bir 6rgl gorinimi kazanir ve konidyumlar olusmaya basladiginda
renk yesile doner. Sicaklik, nem ve pH tim mantarlarda oldugu gibi bu cinsin de
gelisimini etkilemektedir. Hypocrea sp. tiirleri cok sicak tropikal topraklardan izole
edilebildigi gibi soguk topraklarda da gelisir. 0-40 °C arasinda varligini strdirebilirler
fakat gelismeleri igin optimum sicaklik arahgi 22-26 °C’ dir. Toprak nemi ise gelismeleri
icin gerekli olan en 6nemli parametrelerdendir. Tum funguslarda oldugu gibi optimum
miktarda nem varligi gelismelerini hizlandirirken, nem miktarinin gok ytiksek olmasi
fungusun hif gelisimi, spor Uretimi ve germinasyonunu negatif olarak etkilemektedir.
pH parametresi ile ilgli arastirmalar ise cinsteki organizmalarin asidik ortamdaki
gelisimlerinin pozitif yonde oldugunu gosterir ve optimum pH aralig 3,5- 5,6
arasindadir [97]. Hypocrea jecorina (anamorf Trichoderma reesei) kagit, gida, tekstil,

deterjan endustrisi icin bliylik 6neme sahip sellilaz enzimini Gretir. [98], [99].

6.2.3.2 Aspergillus niger
Alem: Fungi

Bollim: Ascomycota

Sinif: Erotiomycetes
Familia: Trichocanoceae
Cins: Aspergillus

Tur: Aspergillus niger

Aspergillus cinsi, saprofit beslenen funguslardan olusan ve dogada yaygin olarak
bulunan organizmalardir. Antartika dahil her yerde, toprakta ve 06zellikle ¢liriiyen
organik maddelerde bulunurlar. Cok genis cesitlilikte substratlari kullanan bu funguslar
¢clirimis yaprak ylzeylerinde, depo edilmis tohumlarda, gibre yiginlari ve ¢lirimis
sebzeler Uzerinde bulunur. Bazi tirler saprofit olmasina ragmen bazilari ise bitki ve
hayvanlarda patojen olabilirler. Aspergillus cinsi organizmalarin kolonileri genellikle cok
hizl gelisir. Renkleri tiirlere ve gelisme kosullarina bagli olarak beyaz, sari, kahverengi,
yesil ve siyah olmaktadir. A.niger’i diger tirlerden ayiran en 6nemli 6zelligi cok koyu

kahverengi ve koyu siyah sporlar olusturmasidir. Ayrica Aspergillus tirleri besiyerine
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dagilan pigment Uretebilirler ve bu pigmetlerin rengi koloninin hava miselli kisminin

renginden farkl olabilir. [100].

Sekil 6.1 A.niger organizmasi

Aspergillus turleri aerobiktir ve oksijenli her ortamda bunlara rastlanir, ylizeyde kuf
olarak buydrler. Glikoz, fruktoz, maltoz ve nisasta gibi karbon kaynaklariyla
blylmelerinin yani sira; cogu Aspergillus tiri, besin maddelerinin ¢ok diistik derisimde
oldugu veya baska organizmalarin kullanamadigi besin kaynaklarinin bulundugu
ortamlarda da biliyime yetenegine sahiptir. Bunun baslica 6rnegi A. niger, nemli

duvarlar lzerinde blyir, banyo gibi nemli yerlerdeki duvar kiflerini olusturur.

A. niger cok cesitli alanlarda kullanilan bir kiftir. Ozellikle sitrik asit tGretiminde bu
fungus tercih edilir. Sitrik asit ticari dnemi yiksek olan bir kimyasaldir. Sitrik asit
fermentasyonu, A.niger kullanilarak ucuz ve kolay bir sekilde gerceklesir. Bunun disinda
gida katki maddesi olan glukonik asit de A. niger ile sentezlenir. Ayrica A. niger saf
enzim kaynagl olarak kullanilir. Endlstride bu enzimlerden sik¢a faydalanilir. Bu
enzimler: a-Amilaz, Amiloglukozidaz, Selililaz, Laktaz, invertaz, Pektinaz, Asit
proteaz’'dir. A. niger kifa Cu(ll), Pb(ll) ve Cr(VI) gibi agir metallerin ortamdan
uzaklastirilmasi amaci ile biyosorpsiyonda da kullanilir. Bunlarin disinda A. niger
biyotransformasyon reaksiyonlarinda da kullanilir. Terpen, dogal lakton veya karmasik
yapili halkalara stereospesifik grup ilavesi gibi kimyasal yollarla gerceklesmesi zor olan
reaksiyonlari gergeklestirir. Fermentasyon ortamindaki bilesenlere bagh olarak A. niger
degisik enzimler Uretir ve bu enzimler sayesinde biyotransformasyon reaksiyonlarini

gerceklestirir [89], [100], [101].
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6.3 Mikrobiyal Biyotransformasyon Ornekleri

Bircok bakteri ve fungus tirleri ile bitlin hiicre biyodonlsimi gergeklestirmek
muimkundir. Enzimatik aktivitelerinden dolayi biyoaktif molekillerin tGretimi igin birgok
farkli donistiim mekanizmasi uygulanabilir. Mikrobiyal transformasyon igin hiicreler
genlikle canli olmak zorunda degildir. Hatta blyliyen hiicre yerine dinlenen hiicre ile
¢alismak daha avantajli olabilir. Ayrica biyoteknoloji alanindaki gelismeler
dogrultusunda rekombinant olarak Uretilen strainlerdeki enzimlerin, yabanil tip
mikroorganizmalara gore daha vyiksek verimde calistiklari goridlmistir [63].
Mikroorganizmalarin endistride ve bilimsel alanda cgesitli amagclarla kullanildigi
bilinmektedir.  Mikroorganizmalar biyoteknolojik olarak ¢esitli  molekillerin
biyodéniisiim reaksiyonlarinda da kullaniimaktadir. Ornegin; kiigiik deri tahrisi sonucu
olusan sisme ve kasintiyi azaltmak amach kullanilan kortikosteroidlerden olan
hidrokortizon ve kortizonun lretiminde Rhizopus nigricans fungusu kullaniimistir (Sekil
6.2). Bu fungus bir kortizon Onclliinin sterospesifik hidroksilasyonunu
gerceklestirmistir. Cogu steroid molekill bu tarz hidroksilasyonlari icermektedir. Bu
transformasyon organik kimya ile ¢ok zor olarak yapilabilmesine karsin, mikrobiyal

olarak basit ve ekonomik olarak gerceklesmektedir[89].

COMe COMe
HO,,

Rhizopus nigricans

Y

Progesteron 11alfa- Hidroksiprogesteron

Sekil 6.2 Kortizon Uretiminde ilk reaksiyon olan progesterondan, 11a-
hidroksiprogesteron olusumu

Organik nitril bilesiklerinin toksik oldugu bilinmesine ragmen pek ¢ok organizma bu
durumu asimile ederek bilesigi karbon ya da nitrojen kaynagi olarak kullanmaktadir ve
yapisini degistirmektedir. indol-3-asetonitril bilesigi Nocardia sp. 108 mikroorganizmasi

tarafindan indol-3- asetamide (Sekil 6.3) donistirilmustar [102].
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Nocardia sp. 108

28 °C, pH7.5.

H,NOC

J

N

Sekil 6.3 Nocardia sp. 108 ile indol-3-asetamid sentezi

Rhizopus oryzae (NRRL 9363) mikroorganizmasinin rasemik haldeki benzoin lizerindeki
derasemizasyon aktivitesi tespit edilmistir(Sekil 6.4). R. oryzae’nin enzim sistemi
rasemik benzoinden, kiral benzoin olusumunu katalizlemektedir. Bunu iki basamakta
gerceklestirir. ilk olarak substratin derasemizasyonunu saglar ardindan bir

enantiyomerin, enantiyosaf degredasyonu gerceklestirir [103].

Pg
‘ OH
Rhizopus aryzae Rhizopus oryzae

oH= ?'S'V rac. 1 \ pH=4-5

Y

Rhizopus oryzae =
‘ OH .HI 4 OH

Sekil 6.4 Rhizopus oryzae ile derasemizasyon prosesi

Rhizopus arrhizus ketonlar ve keto esterler Gzerinde calisilmis ve stereoseciciligi
gosterilmis olan bir mikroorganizmadir[46]. Dogal Uriin olan baslangic maddesinden
baslanarak cesitli kimyasal reaksiyonlar sonucunda sentezlenen maddelerden
bazilarinin, Rhizopus nigricas ile biyotansformasyonu gerceklestirilmis ve yeni biyoaktif

metobolitler elde edilmistir [104].

52



Biyodegradasyon oOzellikleri sayesinde Aspergilllus, Rhizopus, Fusarium, Mucor tiri
mantarlar zenobiyotik substratlarin biyodonlisimi ve hidroksilasyon katalizinde ve
enantiomerikce saf ara Urlnler olusturma kapasiteleri ile farmakolojik trin eldesi

biyodonlisim ¢alismalarinda siklikla kullaniimaktadir [57],[58].

Nocardia grubu bakteriler karboksilik asit ve aldehid rediiksiyonu, fenol metilasyonu
gibi genis enzimatik kapasiteleri nedeniyle ¢esitli biyotansformasyon arastirmalarinda
tercih edilmis ve anti kanser ve anti HIV aktiviteleri olan tripen asit, ursolik asit,
oleanolik asit gibi pentasiklik asitlerin enatioselektif biyotransformasyonu sagladiklari

gosterilmistir[62].

Agrobacterium sp. mikroorganizmlarinin da 4-hidroksipiridini biyotransforme ederek

3,4-dihidroksipridine (Sekil 6.5) donustlrdikleri belirlenmistir [105].

OH

S OH

| — |

i e
M N

Sekil 6.5 Agrobacterium sp. biyotransformasyonu

A. niger ile yapilan biyotrasnformasyon c¢alismasinda baslangic maddesi olarak
triptofan molekili kullanilmistir. Triptofan mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonu
sonucu 5-hidroksi-triptofana donliismektedir (Sekil 6.6). Bu tir ¢calhismalar, mikrobiyal
biyotranformasyon yontemi ile hidroksiindol tirevlerini sentezlemek amaciyla
kullanilan Aspergillus niger mikroorganizmasinin etkin biyokatalizérler oldugunu

gostermektedir [106].

H,N
COOH
HO
5 Aspergillus niger \
6 > N
5-Hydroxy-tryptophan

Tryptophan

Sekil 6.6 Triptofan’in mikrobiyal biyotransformasyonu
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A. oryzae ile yapilan fungal biyotransformasyon (Sekil 6.7) galismasinda benzil

turevlerinin, benzoin tlrevlerine dontstugi gorilmektedir [107].

Aspergillus orvzae OUT5048

Sekil 6.7 Benzil tirevinin mikrobiyal biyotrasformasyonu

Caldarimyces fumago kifiinde bulunan kloroperoksidazin H,O, varliginda indol
molekilini indoksile ve bazi mantar tirlerinde de kloroperoksidazin indoll oksiindole
cevirdigi [55], Beauveria bassiana ve Aspergillus niger mantarlarinin  3-

indolilaacetonitril ve triptamin donlisimini gerceklestirdigi gdsterilmistir [56].

Aspergillus niger organizmasi biyodegredasyon calismarinda c¢evre kirleticilerinin
etkisini daha aza indirmek icin de kullanilmaktadir. Cevre icin toksik olabilen indol
molekilinin A.niger ile degredasyonu sonucu ¢esitli Grtinlerin olustugu raparlanmistir

(Sekil 6.8) [59].

OH COOH COOH
) — |y o ~ LK
N N N © NH,
H H H
Indole Indoxyl N-Formyl Anthranilate
l anthranilate
Indigo
COOH
Ortho ring cleavage+—— -
>~ OH OH
OH OH
Catechol DHBA

Sekil 6.8 indol molekiiliiniin A. niger ile degredasyonu
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indolin-2-on, indol tiirevlerinin sentezi icin kullanish olan bir éncii maddedir. indol-2-
on’nun enzim katalizli kemoselektif asetilasyonu Candida antarctica mikroorganizmasi

ile verimli bir sekilde yapiimistir [21].

S.cerevisiae anaerobik kosullarda Uretilebilme, hicre duvarinin yapisi sayesinde
kimyasal ve organik c¢ozlicllere, disik pH’lara ve endistriyel fermentasyonda
kontaminasyon riskini azaltan yliksek seker ve etanol konsantrasyonlarina tolerans
gosterebilme 6zelligi sayesinde biyodonisiim reaksiyonlarinda siklikla kullanilabilen bir

organizmadir [60], [61].

indollerin ketonizasyonu ve hidroksilasyonu icin Pseudomonas indoloxidans, P. putida,
P. mendocina bakterilerinin, Sphingomonas ve Choromobacterium cinsi cesitli bakteri
turlerinden yararlanildigi bilinmektedir. Bakterilerde ¢ok sayida enzimin indoll okside
edebildigi ve bunlarin cogunlukla aromatik monooksidazlar, aromatik dioksigenazlar ve

peroksidazlara ait oldugu tanimlanmistir [55].

Anti-diabetik bir ilacin icinde yeralan, 2,5-dimetilpirazin maddesi Uzerinde
Pseudomonas putida mikroorganizmasi ile bir biyodénlsim ¢alismasi yapilmis ve 2,5-
dimetilpirazin molekiliniin karboksilasyonu yiiksek verimde gerceklestirilmistir [108].
Biyokatalizor olarak kullanilan rekombinant E.coli hiicreleriyle bir keton tilrevinin

mikrobiyal biyodonisimi gerceklestirilmistir [63].
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BOLUM 7

MANGAN (I11) ASETAT REAKSIYONLARI

7.1 Mangan (lll) asetat ve Mangan (1) asetat Reaksiyonlarinin Onemi

Serbest radikal kimyasi, tek elektron aktarimi yapan gecis metali tuzlarinin organik
molekillerde radikal olusturma temeline dayanir. Gecis metali tuzlan ile olusan
radikaller, redoks reaksiyonu sonucunda meydana gelir. Bu nedenle bu tir bilesiklere
redoks baslaticilar denilmektedir. Bunlarin GstinlGgld, alisilmis yontemlerle elde
edilmesi mimkin olmayan yeni tip radikaller olusturmasidir. Yilkseltgen radikal

olusturucu olarak Mn*?, Co™, cu*®, Ce™ gibi gecis metali tuzlari kullanilir [109], [110].

Cesitli ylkseltgenme basamaklarina sahip olan Manganin +3 (Mn*?) basamagindaki
bilesikleri olduk¢a kararsizdir ve bu sebeple +3 (Mn*3) ylkseltgenme basamagindaki
mangandan c¢ok az sayida kararli bilesik elde edilir. Mangan (lll) asetat, +3
ylkseltgenme basamagina sahip az sayidaki molekillerden biridir ve susuz ortamda
cok iyi bir ylkseltgendir. Bundan dolayi, Mangan (lll) iyonunun kullanilmasi gereken

bircok calismada bu molekilden faydalanilir [111].

Organik sentezlerde C-C bagi olusturmak icin kullanilan Mangan (lll) asetat’in kristal
yapisi 1969 da Hessel ve Romers tarafindan belirlenmistir. Susuz Mangan (lll) asetat’in
yapisi X- isinlari kristalografisi ile aciklanmis ve yapisinda oksijen merkezli (¢ cift asetat
koprisu ile birbirine baglanmis ¢ Mangan atomunun bulundugu gorilmistir. Bu
birimler arasindaki asetik asit molekilleri ve asetat koprileri Mangan atomlarinin
etrafinda bir oktahedral koordinasyon olusturmaktadir. Kristal halindeki Mangan (lll)

asetat’in amprik formuld, yapinin gizgisel bir polimer oldugunu belirtir.
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Organik kimyada sentez calismalarinda son derece 6nemli olan Mangan (lll) asetat
molekilt ile ¢ok cesitli reaksiyonlar gergeklesmektedir. Molekiiler arasi katilma ve
halkalasma reaksiyonlari, molekll igi halkalasma reaksiyonlari, aktif metilen
bilesiklerinin Mangan (1) asetat araciliginda doymamis gruplara katilma ve halkalasma
reaksiyonlari, B ketoester ve B diketonlarin alken ve alkinlerle reaksiyonlari, Mangan
(1) asetat araciliginda molekiil ici mono ve ardisik halkalasma reaksiyonlari, karboksilik

asit ve esterlerin alkin ve aklenlere katilma reaksiyonlari bunlara érnek verilebilir[110].

lyi bir yikseltgen olan Mangan (lll) asetat, tersiyer radikalleri katyonlara yiikseltger.
Katyonlar ya bir proton kaybederek alkenlere donusir ya da asetik asit ile reaksiyona
girerek asetat esterlerini verir [112]. Mangan (lll) asetat, a, B, doymamis ketonlarin

asetoksillenmesi reaksiyonlarinda siklikla kullantlir.

7.2 Mangan(lll) asetat Ortaminda Enonlarin Asetoksillenmesi

Kiral ligantlarin ve ilag sektoriinde kullanilan 6nemli molekillerin hazirlanmasinda etkin
olan a,B-doymamis ketonlarin, a-asetoksillenmesi 6nemli bir prosedirdir [113].
Enonlarin secici olarak oksidasyonu i¢in Kursun (IV) asetat, MoOPH, TPPO, MCPBA ve
Mn(lll) asetat’in kullanilmasi genis bir uygulama alanina sahiptir. Williams ve Hunter
[114], a-asetoksi enonlarin, Mn(OAc)s ile oksidasyonunun, Kursun (IV) asetat ile
oksidasyonuna goére daha yiksek bir verim ve daha ilimh reaksiyon kosullarinda
gerceklestigini belirtmislerdir. Watt ve calisma arkadaslari [115] kurutulmus Mn(OAc)s
kullanmislar ve bunun sonucunda verimin blyik oranda arttigini tespit etmislerdir. Bu
galismalarin disinda a-asetoksi ketonlar cesitli yollar ile hazirlanabilirler. Bunlar:
Karboksilat iyonlari ile a- bromo ketonlarin reaksiyonu, talyum (lll) asetat ile morfolinin
yikseltgenmesi, asetik asit icinde enon asetatlarin yikseltgenmesi ve formik asit veya
asetik asit icinde a -keto triftalat reaksiyonlari’’dir. Calisilan birgok metotta, bir enonun
a-asetoksi enona oksidasyonu icin ¢cok tatmin edici sonuglar vermemesi (izerine Demir
ve calisma arkadaslari Mangan (lll) asetati kullanarak a,B-doymamis enonlarin
oksidasyonu Uzerinde calismislar ve tatmin edici sonugclar almiglardir. Literatlirde yer
alan bircok a-asetoksillenme yonteminin icinde en cok kullanilan iki tanesi kursun (IV)
asetat ve mangan (lll) asetat ile oksidasyon yontemidir. Bunlardan kursun (1V) asetat

yiksek derecede zehirli oldugundan Mangan (lll) asetat ile oksidasyon On plana
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gecmistir. Mangan (lll) asetat genel olarak yiksek kimyasal verime ve a-aseteillenme

icin ylksek stereosegiciligine sahiptir.

Gilnlimizde a-asetoksi a,f-doymamis ketonlarin sentezi icin en ¢ok kullanilan metot

Mn(OAc); ile asetillemedir( Sekil 7.1). Clinklii Mangan (lll) Asetat:
o Disuk toksisiteye sahiptir.

e Yiksek bolgesel seciciligi vardir.

e Reaksiyon iliman kosullarda gergeklesir.

o Yiksek kimyasal verim saglanmaktadir.

0 O

Mn{OAC),
P

Sekil 7.1 a,B-Doymamis ketonlarin a-asetoksillenmesi

7.3 Mangan(lll) asetat Oksidasyon Reaksiyonlari

Mangan(lll) asetatl reaksiyonlar dogrudan ve dolayh oksidasyon olmak lzere iki

sekilde gerceklesir.

7.3.1 Dogrudan Oksidasyon

Alkollerin, amino ve kukirtlh bilesiklerin, karboksilik asit ve bazi aromatik bilesiklerin
oksidasyonu dogrudan oksidasyona o6rnek olarak verilebilir. Bu yontem substratin
dogrudan i¢c veya dis tabakadan bir elektron ile oksidasyonuna dayanir. Genelde
Mangan (lll) kompleksi olusumundan sonra ara uriin radikalinin oksidasyonu Urin

belirleyicidir.
7.3.2 Dolayli Oksidasyon

Mangan (lIl) asetat ve bilesigin enol formunun etkilesiminden ara (riin serbest radikali

olustuktan sonra, bu radikalin substrata eklenmesi veya yer degistirmesi ile gerceklesir.
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Mangan(lll) asetat, karbonil grubuyla birlikte a-hidrojen atomu tasiyan bilesiklerin
olefinik ve aromatik doymamis sistemlere katilma reaksiyonlarini saglamaktadir. Ara
Urin serbest radikali Mangan (lll) asetatin molekiller arasi etkilesimi ile olusur.

Substratin dolayli oksidasyonu bu basamaktan sonra gercgeklesir.

L} O ‘
_H_T_H + Mun(IIT) - (,|':(‘:+L-[n(l])+l{*

0 0O

|| | |

C

Sekil 7.2 Mangan(lll) asetatin dolayli oksidasyon mekanizmasi

Primer radikal Grlnin agiga ¢ikmasi, reaksiyon sartlarina ve substratin tlrine baglidir.
Eger substratlar, oksidant maddelere karsi daha az reaktif ise, Mangan(lll) asetat
serbest radikal Uretici olarak kullanilabilir. Co(lll), Ce(IV) gibi bir elektron
yukseltgeyicileri ve TI(ll1), Pb(IV) gibi iki elektron yikseltgeyicileri Mangan(lll) asetat ile
benzer 6zellikler gosterirler fakat dusilik reaktivite ve yiksek segicilik agisindan Mn(lll)
asetat daha iyi sonug vermektedir. Ancak suyun varliginda komplikasyonlar gelisebilir.
Sulu reaksiyon ortaminda, trivalent manganin Mn(lV) ve Mn(ll)’ye dontsiimiine neden
olur ve alternatif 2-elektron oksidasyonlar Mn(IV) tarafindan meydana gelir [50],[116].

Reaksiyon mekanizmasi:

Mn(Ill) + substrat » ara Urin radikali + Mn(ll)

Mn(lll) + ara Grun radikali ———  Grtin + Mn(ll)
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BOLUM 8

BiYOAKTiIF MOLEKULLER

8.1 a-Hidroksi Ketonlar

Biyolojik olarak aktif bilesiklerin sentezinde énemli yapi tasi olan bilesiklerden birisi
enantiyomerikge saf a-hidroksi ketonlardir. a-Hidroksi ketonlar ¢esitli maddelerin
asimetrik sentezi i¢in baslangic maddesi olarak kullanilirlar [117], [118]. Kiral a-hidroksi
ketonlar 6zellikle farmakoloji ve kimya endustrilerinde ¢ok fazla tercih edilen ve sik¢a
kullanilan  molekdllerdir [119]. Farmakolojide antibiyotiklerin, antibakteriyel,
antidepresan, antiviritik, potasyum kanal acicillari ve cesitli kalp ilaglarinin
sentezlenmesi icin édnemli yapi taslari olarak kullaniimaktadirlar. Ornegin, (R)-1-(3-
klorofenil)-2-hidroksipropan-1- on, depresyon tedavisinde kullanilan bupropion igin
baslangic maddesidir. Bupropion, Wellbutrin(Glaxo Wellcome) ticari isimi ile satiimakta
olan ve depresyon tedavisinde kullanilan ilacin etken maddesidir. Sigarayl birakma
tedavisinde kullanilan Zyban (Glaxo Wellcome) ticari isimli ilacin da etken maddesi
bupropiondur [118]. Optikce saf a -hidroksi ketonlar bazi antitiimér antibiyotiklerinin
(olivomycin A, chromomycin A3 gibi) ve Alzheimer hastaliginin tedavisinde kullanilan
amiloid-B protein lretim inhibitorlerinin elde edilmesinde de 6nemli yapi taslaridir

[120].

Optikce saf a-hidroksi ketonlar kimyasal ve enzimatik yontemlerle Uretilirler. Kimyasal
Uretim yollarina o6rnek olarak; optikce aktif enolatlarin stereosecimli oksidasyonu,
optikce aktif oksaziridinler kullanilarak prokiral enolatlarin oksidasyonu, kiral titanyum

enolatlarinin  segimli  oksidasyonu, silil enol eterlerin asimetrik oksidasyonu
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gosterilebilir. MoOs.Py:HMPA [121] ve CrO,Cl, [122] gibi agir metal iceren oksidantlarla
klasik kimyasal metotlar gergeklesir ancak, bu tiir maddeler kuvvetli kirletici olduklari
icin bunlarin kullanimi mimkiin oldugu kadar en aza indirgenmeye calisiimaktadir. a-
hidroksi ketonlari sentezlemek igin flor ve sulu asetonitrilden yapilan bir kompleks olan
HOF.MeCN de kullanilmistir [123]. Oksaziridin (kamforsilfonil) kullanilarak ester ve
amit lityum enolatlarin a-hidroksi karbonil bilesiklerine asimetrik oksidasyonunu
gerceklestirilmistir [124]. Kiral faz transfer katalizorleri kullanarak da, akiral
ketonlardan a-hidroksi ketonlar elde edilmistir [125]. Kimyasal metotlara alternatif
olarak, optikce aktif a-hidroksi ketonlar enzimatik yollarla da hazirlanirlar. Enzimatik
yontemler genellikle; aromatik aldehitlerden C-C bagi olusumu, a -diketonlarin
indirgenmesi, derasemizasyon yontemi, rasemik a -hidroksi ve asetoksi ketonlarin
kinetik rezolisyonu seklinde gerceklesmektedir[126], [127], Nakamura ve arkadaslari
[128]tarafindan yapilan ¢alismada a-diketonlar maya ile indirgenerek o hidroksi
ketonlar elde edilmistir. Ancak bu metot, diketonun visinal diol’e indirgenmesi ve
kimyasal veriminin duslik olmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Gala ve arkadaslari [129]
Jipaz kullanarak a-hidroksi aril ketonlarin enantiyosegimli olarak sentezini
yapmislardir. Adam ve arkadaslari [126], rasemik a-hidroksi ketonlarin lipaz
katalizorliglinde, izopropenil asetat ve t-bitil metil eter kullanarak kinetik
rezollisyonunu gerceklestirmislerdir. Demir ve ¢alisma arkadaslari ise, Rhizopus oryzae
[130] ve cesitli lipazlari [131] kullanarak a-hidroksi ketonlarin enantiyosecimli
sentezlerini gerceklestirmislerdir. Nestl ve arkadaslari da biyokatalizor olarak
mikroorganizma kullanarak kinetik rezollsyon ile a-hidroksi ketonlarin rezollisyonunu

gerceklestirmislerdir.

8.2 Benzofuranon Tiirevleri

Benzofuranonlar (Sekil 8.1), benzen ve furan zincirlerinden olusan heterosiklik
molekillerdir ve heterosiklik molekiiller organik kimyada oldukca genis bir yere sahiptir

[19].
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Sekil 8.1 Benzofuranon Bilesigi

Aktiviteleri ve bitki savunma mekanizmasinda Ustlendikleri roller nedeni ile
benzofuranon tirleri Gzerine son yillarda cok sayida arastirma yapilmistir [1]. Dogal
olarak bircok canlida bulunan [9], [5] bu molekillerin aktivitelerinin fazla olmasi
benzofuranon tiirlerinin kimyasal olarak sentezini de arttirmistir [17]. Ozellikle ilag
kimyasi calismalari benzofuranon molekillerinin biyolojik aktivitelerinin ¢ok c¢esitli
oldugunu gostermektedir. Ornegin; auronlar birbirleri ile kaynasmis benzofuran halka
sistemi igeren kalkon analoglaridir. Auronlar, gesitli biyolojik 6zellige sahip olan birkag
dogal ve sentetik molekil icinde bulunup temel yapi iskeletini sekillendirirler. Bazi
auron vyapisindaki bilesiklerin, anti-malarial [7] ve anti-histamin [8] O6zellik gosterdigi
rapor edilmistir. Ornegin (2)-2-(2-Hydroxy-4-methoxybenzylidene)-1-benzofuran-3(2H)-
one bilesigi, dogal olarak auron meydana getiren analogun, anti-hiperpigmentasyona
karsI melanosit tirosinaz inhibitori olarak 6zellik gostermektedir [132]. Yiksek biyolojik
aktiviteye sahip olan benzofuranon tiirevlerinden bazilari ise, yliksek anti-mikrobiyal
aktiviteye ve beyinde birikerek alzheimer hastaligina neden olan B-amiloid proteininin
birikmesini engelleyici etki gostermektedirler. Boylece, benzofuranon bilesikleri
alzheimer ilaglarinda yer alabilecek potansiyel ilag etken maddesi olabilmektedirler
[133]. Benzofuran tilirevlerinin yalniz basina aktivite gostermelerinin yaninda ilag
sentezlerinde 6nemli araci molekiiller olduklari da bilinmektedir. Bir aritmik ajan olan
pindalolun sentezinde anahtar molekil olan 4-hidroksiindollin sentezinde benzofuran
tirevleri 6ncl bilesik olarak kullaniimaktadir. Endosiklik oksijen atomunun, azot
atomuna 4-okso-4,5,6,7-tetrahidrobenzofuran iskeletinde transformasyonu ile 4-okso-
4,5,6,7-tetrahidroindol elde edilmektedir. Benzofuranon tirevleri antillser,

antidepresan, sitotoksik, gram pozitif ve gram negatifler Uzerinde antibakteriyal,
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antifungal, antiinflamator, antioksidant, antibiyotik, anti- HIV ve antikanser gibi 6nemli

biyolojik aktiviteler gostermektedirler [1], [2], [3],[8],[19].

8.3 indol Tiirevleri

Benzen ve pirol halkalarini yapisinda bulunduran indol bilesigi (Sekil 8.2) benzo [b]
benzopirol olarak da adlandirilir. indoller, benzen ve pirol halkalarinin birlesmesiyle
olusmaktadir ancak indol molekilleri her ikisinden de farkli aromatik karakter

gostermektedir.
N
H

Sekil 8.2 indol Bilesigi

Farmakoloji alaninda ¢ok 6nemli olan heterohalkali aromatik bilesiklerden indoller,
yapisindaki azot atomu Uzerindeki ortaklanmamis elektronlarin, halkadaki m-
elektronlarina dahil olmasiyla, naftalin gibi 10 m-elektronuna sahip aromatik 6zellik
gosterir. indol halkasi tasidigi terapétik ozellik nedeniyle ilag sanayinde oldukca
onemlidir. indol halkasinin 3. konumu her zaman reaksiyonlara acik bir durumdadir. Bu
konumun bir elektrofil ile yer degistirmesi, benzenin aromatizasyonunu bozmadan
kararh bir ara iriin olusmasini saglar. indol halkasindaki 2. ve 3. karbonlar arasinda yer
alan m bagl halka katilmasi reaksiyonlarina imkan saglar. Molekil ici halka katilma
reaksiyonlari, molekiller arasi halka katilma tepkimelerine gore daha kolay
olusmaktadir. indol halkasinin bu 6ézelliklerinden faydalanilarak bircok biyoaktif bilesik

sentezlenebilir[22].

Yizyili askin stredir sentezlenmesi ve reaktivitesi incelenen indol bilesikleri ilk olarak
1866 yilinda sentezlenmistir. Sentetik olarak indol tiirevi elde etme reaksiyonlari su

sekilde siralanabilir:
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eFisher indol sentezi

eReissert indol sentezi
eLeimgruber-Batcho indol sentezi
eMadelung indol sentezi
eBischler indol sentezi

eBartoli indol sentezi

eGassman indol sentezi
eFukuyama indol sentezi
eSugasawa indol sentezi
eNitrenlerin halkalasmasiyla indol sentezi
eNenitzescu indol sentezi [134]

En ¢ok kullanilan sentez yontemi olan Fischer yontemi ise 1883 vyilinda Fischer
tarafindan bulunmustur. O giinden bu gline kadar ¢ok sayida bilimsel calisma yapilmis
ve bu molekiliin 6nemini vurgulamistir [135]. Biyolojik aktivitesi nedeni ile indol tlirevi

bilesikler gliniimizde de son derece dneme sahip olan arastirmalara konu olmaktadir.

Bunun sebebi indol tiirevlerinin ¢ok cesitli biyolojik aktivitelerinin olmasidir. Ornegin;
triptofan, birgcok proteinin yapisinda bulunan ¢ok énemli bir aminoasittir. indol-3-asetik
asit, bitki blylimesi ve gelismesinde rol oynayan bir hormondur. Seratonin ise merkezi
sinir sistemi icinde ruh hali, uyku, cinsellik ve istahin diizenlenmesinde etkinlik
gosteren 6nemli bir nérotransmitterdir. Brassinin, bitkilerce mikroorganizmalara karsi
koruyucu olarak (retilen bir indol tirevidir ve kanser 6nleyicidir. Biyolojik aktiviteleri
indol tiirevleri lizerindeki arastirmalari giiniimiizde oldukga ilgi cekici kilmistir. indol
tirevleri, dogal lriinlerden izole edilebildikleri gibi sentetik olarak da Uretilmekte ve
ilagc aktif maddesi olarak kullanilmaktadirlar. Agri kesici ve ates disliriict ila¢ olarak
kullanilan indomethasin, migren agrilarinin tedavisinde kullanilan Sumatriptan,
hipertansiyon ve kalp ritim dizenleyici 6zellik gosteren Pindolol, |16semi tedavisinde
kullan Vincristin, anti-timor 6zellikte olan Mitomisinler ve Elliptisinler ilag aktif 6zelligi

gosteren indol tlrevleridir [135].
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4,5,6,7-tetrahidroindol tirevi molekiller biyolojik olarak aktif bir ¢ok bilesigin
yapisinda bulunmaktadir. 4-oxo-4,5,6,7-tetrahidroindoller, 4-siibstitie indollerin
sentezinde kolay aromatize olmalarindan dolayi ara molekdl olarak kullanilmaktadir. 4-
okso-tetrahidroindoller, indol kuinon analogu olan, mitomisin antibiyotiginin sentezi
icin oldukga dnemli bilesiklerdir. Bir aritmik ajan olan pindalolun sentezinde anahtar
molekil olan 4-hidroksiindoliin sentezinde benzofuran tirevleri oncli bilesik olarak
kullanilmaktadir. Endosiklik oksijen atomunun, azot atomuna 4-okso-4,5,6,7-
tetrahidrobenzofuran iskeletinde transformasyonu ile 4-okso-4,5,6,7-tetrahidroindol

elde edilmektedir[20].

indoller antibiyotik, antiinflamatuar, antiiilser, antimalaryal, antioksidant ve
antikonvulsant aktiviteler de gdstermektedirler [26]. indol ve tiirevleri antikanser
aktiviteleri sebebiyle dogal yollardan izole edilir ya da sentetik olarak
sentezlenmektedir. Doris Kaufmann ve calisma arkadaslari insan akciger kanser
hicreleri Gzerinde antimitotik aktivite gdsteren 2- fenilindol-3- karbaldehit molekilini
sentezlemislerdir[23]. Fan Zang ve ¢alisma arkadaslari 2011 yilinda in vitro anti-timor
aktivite gosteren 2-amino-3 siyano-6-(1 H- indol-3-yl)-4-fenilpiridin molekilind
sentezlemislerdir [24]. Ulric Jacquemard ve calisma arkadaslari CDK inhibitorii ve
sitotoksik ajan olarak gorev yapan 3,5- bis(2-indolyl)pridin ve 3-[(2-indolyl)-5-fenil]-
piridin tlirevlerini sentezlemislerdir [25]. Ekhlass Nassar ve arkadaslari indole bagh
pirazolin, piridin ve pirimidin tirevlerinin antitimér ve antimikrobiyal aktivitesi
oldugunu raporlamislardir [26]. Hauheng Ding ve arkadaslari a-metilen-y-laktonlarin,
AKT-m TOR kinaz sinyal yolizleri icin inhibitoér oldugunu raporlamislardir [27]. Magdy
A.H. Zahran ve arkadaslari, antitimor aktiviteye sahip olan indolilk alkons ve onlarin
pirazolin analoglarini sentezlemislerdir [28]. Abdel-Rahman Farghaly ve arkadaslari
antitimor aktiviteye sahip pirazolleri iceren indolleri sentezlemislerdir [29]. Ahmet
Kamal ve arkadaslari FeCls ile3,3- diindolil oksindolleri sentezlemis ve evrimsel boyutta
onlarin in vitro sartlarda anti kanser aktivitesini incelemislerdir [30]. Yu- Shan Wu ve
calisma arkadaslari antikanser ajani olan 3- Aroyindollerin sentezini gerceklestirmisler
ve onlari evrimsel acidan incelemislerdir [31]. Palwinder Singh ve arkadaslari barbitirik

asit ve indol hibritlerini sentezlemis ve antikanser aktivitelerini incelemislerdir [32].
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Son yillarda indoller izerine yapilan galismalar 6zellikle antitimor aktivitesi oldugunu

net olarak géstermektedir.

Antikanser aktivitesinin disinda indol g¢ekirdeginin ve indol tlrevlerinin antifungal,
antibakteriyal, antiinflamatuar, antiviral, anti-HIV, antioksidant gibi cesitli
aktivitelerinin bulundugu da rapor edilmistir. isatin ve indol oksimes’in antiviral
aktivite, indol-3-asetik asitin antiinflamatuar aktivite, 2-substitiie, 3-substitiie indollerin
oksimes tiirevlerinin fungisidal aktivite, 3-aril ve 3-heteroaril indollerin antibakteriyal
aktivite, yeni pirimido (5,4-b) indollerin antikanser ve anti HIV aktivite, gesitli indol
tlirevlerinin antioksidant aktivite ve 1H-indol-2,3-dion tiirevlerinin ise antitliberkiiloz
aktivite gosterdigi belirtilmistir. indol ve tirevleri farmakolojide olduk¢a &nemli

molekullerdir [42], [136].
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BOLUM 9

MATERYAL METOD

Galsmada sentezlenen tim bilesikler igin yapi tayini Nikleer Manyetik Rezonans
Spektroskopisiyle (NMR) (Bruker Avance Il 500 Mhz) yapildi. NMR cihazi igin standart
¢Ozlicli olarak CDCls (dotorokloroform), metanol-d4 (dotérometanol) ve uluslar arasi
standart olarak da TMS (Tetrametilsilan) kullanildi. IR spektrumlari Perkin Elmer
(precisely) Spectrum one FT- IR Spektrometre ile yapildi. Erime noktasi tayini Bichi
Melting Point B-540 cihaziyla yapildi. LC-MS Q-TOF ol¢timleri Agilent G6530B cihaziyla

yapildi.

Sentezlenen bilesiklerin saflastiriima islemi kolon kromatografi yontemi ile yapildi.
Kolon dolgu maddesi olarak Merck Silika jel 60 (0,063-0.200 mm) kullanildi. Kolon
kromatografi yontemi ile saflastirilamayan bilesikler preparatif olarak hazirlanan
tabakalar ile saflastirildi. Preparatif tabaka kromatografisi icin ise Merck Silika jel 60
GF,s4, Merck Silika jel 60 HF,s4 ve Merck Silika jel HF 3544366 kullanildi. Reaksiyon takibi
ve saflastirma islemlerinin takibi ince Tabaka Kromatograsi (iTK) ile gerceklestirildi. ince
tabaka kromatografisi icin Merck Silika jel 60 F,s4 kullanildi ve Camag UV (254nm) ile

kontroli saglandi.

9.1 Kullanilan Kimyasallar, Lipaz Enzimleri, Mikroorganizmalar

Kullanilan lipaz enzimleri Cizelge 9.1’ de, mikroorganizmalar Cizelge 9.2’de ve kullanilan

kimyasal maddeler Cizelge 9.3’de gosterilmistir.
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Cizelge 9.1 Kemosentez reaksiyonlarda kullanilan lipaz enzimleri ve marka kodlari

Amano(AL)

Aldrich ( 534641)

Aspergillus oryzae (AOL)

Sigma (62285)

Burkholderia (BL)

Sigma ( 62285)

Rhizopus oryzae (ROL)

Sigma (80612)

Wheat Germ (WGL)

BioChemika( 62306)

Mucor javanicus (MJL)

Sigma (62304)

Aspergillus sp. (AsL)

BioChemica( 84205)

Pseudomonas flourescens (PFL)

Sigma ( 28602)

Candida antractica (CAL)

BioChemika( 65986)

Cizelge 9.2 Mikrobiyal biyotransformasyon c¢alismalarinda kullanilan
mikroorganizmalar

Aspergillus niger

YTU Biyokimya Labortuvarindan temin

edilmistir.

Hypocrea jecorina

YTU Biyokimya Labortuvarindan temin

edilmistir.

Agrobacterium rhizogenes (A4 susu)

istanbul Universitesi Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Bolimi Laboratuvarindan

temin edilmistir.

Bacillus subtilis

iTU Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Laboratuvarindan temin edilmistir.
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Cizelge 9.3 Kullanilan kimyasallar ve marka kodlari

Kimyasal Adi Marka Kod Numarasi
4,4 Dimetil- 1,3 sikloheksandion Aldrich 341258
Acros 381260250
Benzen Merck 1.01783.2500
Dietil eter Merck 1.00091.5000
Kloroform Merck 1.02445.2500
Kloroform Teknik -
Hegzan Teknik -
Etil asetat Teknik -
Aseton Teknik -
Asetik asit (AcOH) Merck 1.00063.2500
Etanol Merck 1.00983.2500
Siklohekzan Merck 102832
Fosfor pentoksit Merck 21-470-1
Asetonitril Merck 1.00003.1000
Toluen Merck 1.08323.2500
Tetrahidrofuran Merck 1.08114.2500
Dikloromethan Merck 1.06050.2500
Dimetilsulfoksit Merck 1.02952.2500
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Cizelge 9.3 Kullanilan kimyasallar ve marka kodlari (devami)

Sodyum bikarbonat (NaHCOs) Teknik -
Sodyum hidroksit Merck 106482
Sulfirik asit Merck 1.00731.2500
Magnezyum silfat (MgSQ0,) Teknik -
Potasyum karbonat (K,COs) Teknik -
pH 7.00 +/- 0.01 Buffer sollsyonu Merck 1.09439.1000
pH 4.00 +/- 0.01 Buffer solisyonu Merck 1.09435.1000
Hidroklorik asit Tekkim TK.080230.01000
Dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,) Merck 1.05101.1000
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) Merck 1.04873.1000
Mangan Il asetat Fluka 63537
Mangan (lll) asetat Merck 805929.0100
Aldrich 88107
p-anisaldehit
(4-Methoxybenzaldehyde) Merck 8.22314.0250
H,0 Ultra saf -
Kloroasetaldehid Aldrich 31,727-6
Diklorometan Merck 106049
Benzilamin Aldrich 185701
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Cizelge 9.3 Kullanilan kimyasallar ve marka kodlari (devami)

Silica Gel 60 F;54 25 TLC alliminyum sheet 20x20 Merck 1.05554.0001
Silica Gel 60 (0,063-0.200 mm) for coloumn Merck 1.07734.2500
chromatography
Silica Gel 60 GF;s4 for thin-layer chromatography Merck 107730.1000
Silica Gel 60 HF,s4 for thin-layer chromatography Merck 107739.1000
Silica Gel 60 HF;s54.3¢¢ for thin-layer Merck 1.07741.1000
chromatography
TLC Silica Gel 60 F,s54 25 glass plates 20x20 cm Merck 1.05715.0001
Lipase basic kit Fluca 62327
Lipase extencion kit Fluca 62323
. Merck 172572

Magnezyum siilfat
Dipotasyum hidrojen fosfat Merck 105101
Potasyum dihidrojen fosfat Merck 104873
Sodyum Klorir Teknik
Sodyum Klorir Merck 106404
D(-)-Mannitol Merck 105982

Fluka 70161
Yeast extract

Fluka 05039
Agar

Merck 102952

Dimetil Stlfoksit
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Cizelge 9.3 Kullanilan kimyasallar ve marka kodlari (devami)

Potato Dextrose Agar Merck 110130

Nutrient Broth Merck 105450
i Fluka 77199

Pepton mycological

D-(+)-Glukoz Aldrich 49159

4-Dimetilaminopiridin Merck 851055

9.2 7,7-Dimetil-6,7-dihidrobenzofuran-4(5H)-on Sentezi

4,4-dimetil-1,3-siklohekzandion = maddesinden (1) baslanarak 7,7-dimetil-6,7-
dihidrobenzofuran-4(5H)-on maddesinin (2) sentezi gergeklestirilmistir (Sekil 9.1).
O O

I ||
Kloroasetaldehit \

\O 0

(1) (2)

Sekil 9.1 7,7-dimetil-6,7-dihidrobenzofuran-4(5H)-on (2) Sentezi

1g NaHCO3 0-5°C’de 8 ml distile suya eklenmistir ve tamaminin ¢oziinmesi saglanmistir.
Bu karisim Uzerine %40'lik kloroasetaldehit (CIOC,H3) soliisyonundan 2 ml eklenmistir.
Hazirlanan karisim manyetik karistirici Gzerinde bulunan buz banyosu igerisine
yerlestirilmistir. 9 ml distile su icerisinde bulunan, 10 mmol 4,4-dimetil-1,3-
siklohekzandion maddesi (1) dakikada 0,4 ml olacak sekilde buz banyosu icerisinde
bulunan karisima damlatilarak ilave edilmistir ve reaksiyon 17 saat boyunca devam
etmistir. Reaksiyon pH 6-9 arasinda gerceklesmistir. 17 saat sonunda karisima 10 ml

etilasetat (EtOAc) eklenmis ve pH 1'e ayarlanmistir. 1 saat boyunca manyetik
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karistiricida karistirilan reaksiyonun faz ayrimi potasyum karbonat (K,CO3) sollisyonu
ile gerceklestirilmistir. Ayirma hunisi yardimi ile reaksiyon ortamindan uzaklastirilan
organik faz, MgSQ, ile kurutulmustur. Cozlicli ortamdan evaporatdr veya vakum ile
uzaklastirllmistir. Saflastirma igin kolon kromatografi yontemi kullaniimistir. Cozicu
sistemi olarak 1:20 (EtOAc:Hekzan) kullanilmistir. 7,7-dimetil-6,7-dihidrobenzofuran-
4(5H)-on maddesinin (2) sentezi %40 verim ile gerceklestirilmistir. Yapisi spektral

yontemler ile aydinlatilmistir.

7,7-dimetil-6,7-dihidrobenzofuran-4(5H)-on bilesiginin;

R 0,50 (Silika jel, 1:3 EtOAc:Hekzan)
Erime noktasi: 45°C

'H-NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.37 (s, 6H), 2,00 (t, J=6.72, =6.72, 2H), 2,57 (t,

J=6.51, J=6.51, 2H), 6.63(d, J=1.93, 1H), 7.32 (d, J=1.94, 1H)

BC-NMR (500 MHz, CDCls) 6 (ppm): 25.60, 32.61, 35.45, 38.06, 106.60, 119.06, 142.78,

172.98, 194.61

IR (CHCl5) y(max): 1658.76 cm™

9.3 Mangan (lll) Asetat Katalizorii ile 4,5,6,7-Tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil

benzofuran-5-il asetat Sentezi

50 ml benzen ve 5 ml asetik asit karisimi ile 7,4 mmol Mn(OAc)s yan kollu balonda
Dean-Stark tuzagi ile reaksiyona sokulmustur. Reaksiyon ortami kahverengi oluncaya
kadar reflux edilmistir. Karisimin sicakligi uygun kosullara geldiginde ortama 1,8 mmol
7,7-dimetil-6,7-didrobenzofuran-4(5H)-on bilesigi (2) ilave edilmistir. Reaksiyon iTK ile
kontrol edilmistir. 7,7-dimetil-6,7-didrobenzofuran-4(5H)-on bilesiginin (2) tamami
4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5-il asetat bilesigine (3) donlislinceye

kadar reaksiyon 20 saat devam etmistir (Sekil 9.2).
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I
I
Mn(OAc) H3C\/O
B ~ - I B
o Benzen O o

(2) 3)

Sekil 9.2 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5-il asetat (3) Sentezi

Reaksiyon karisimi eter ile seyreltilip, doymus tuz c¢ozeltisi ile ekstrakte edilmistir.
Organik faz ayrilmis ve MgSQy ile kurutulmustur. Organik ¢ozlcliler evaporator veya
vakum ile uzaklastirilmistir. Uriiniin saflastirlmasi icin kolon kromatografi yéntemi
kullanilmistir. Cozlici sistemi olarak 1:15 (EtOAc:Hekzan) kullanilmistir. 4,5,6,7-
tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5-il asetat bilesigi (3) literatirde ilk defa % 73

verim ile sentezlenmistir. Yapisi spektral yontemler ile aydinlatilmistir.

4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5-il asetat bilesiginin;

R 0,575 (Silika jel, 1:20 EtOAc:Hekzan)
Erime noktasi: 62°C

'H-NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm):
1.44 (s, 3H), 1.47 (s, 3H), 2.21 (s, 3H), 5.65 (dd, J=5.19, J=12.71, 1H), 6.64(d, J=2.01,

1H), 7.35 (d, J=2.02, 1H),

BC-NMR (500 MHz, CDCl5) 6 (ppm): 20.90, 25.85, 27.62, 34.17, 43.57, 106.82, 118.01,

143.59, 170.14,171.71, 188.64,

IR (CHCl5) y(max): 1689.58 cm™, 1741.84 cm™

9.4 Seal Tiip Reaksiyonu ile 1-Benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-
4(5H)-on Sentezi

2,9 mmol 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5il asetat (3), 18,6 mmol
benzilamin ve 5 ml %20’lik etanol karisimi seal tliipe konulmustur ve ~0 atm basing

altinda, 145-150°C’de 12 saat boyunca reaksiyon gerceklestirilmistir. Reaksiyon Grini
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distile su ve diklorometan ¢ozliclsu ile ekstrakte edilmistir. MgSQO, ile kurutulmus ve
evaporatdérde yogunlastinmistir.  Uriiniin  saflastiriimasi icin kolon kromatografi
yontemi kullanilmistir. 1:4 (EtOAc:Heksan) ¢o6zlciu sistemi kullanilarak yapilan
saflastirma islemi sonunda 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol—4(5H)-
on bilesigi (4) % 84 verimle literatirde ilk defa sentezlenmistir (Sekil 9.3). Yapisi

spektral yontemler ile aydinlatiimistir.

1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin;

Ry 0,375 (Silika jel, 1:3 EtOAc:Hekzan)
Erime noktasi: 134°C

'H-NMR (500 MHz, CDCl; + CCl,)é (ppm): 1.01 (s, 3H), 1.09 (s, 3H), 2.33 (d, J=16.33,

1H), 2,52 (d, J=16.34, 1H), 4.58 (d, J=5.52, 1H), 6.23 (d, J=2.25, 1H), 6.87 (d, J=2.34, 1H),
7.14-7.27( m, 5H, Ph).

BC-NMR (500 MHz, CDCl5 + CCl4) 6 (ppm): 21.64, 26.86, 40.96, 50.58, 51.85, 73.46,

107.32,124.68, 127.41, 127.66, 128.71, 130.00, 137.75, 138.11, 188.10

IR (CHCl5) y(max): 1626.17 cm™, 3411.72 cm™

0 0
H e o HO |
T \Qj\> Seal Tube _ \Qj\>
O o Alkil Amin N
H,c~  CHs H,C~  CHs

® @)

Sekil 9.3 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-4(5H)-on (4) sentezi
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9.5 Biyotransformasyon Reaksiyonlari

9.5.1 Lipaz Katalizli Reaksiyonlar

9.5.1.1 4,5,6,7-Tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5-il asetat bilesigi’nin Lipaz

Katalizli Reaksiyonlari

0,024 mmol 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5-il asetat bilesigi (3) ve
bu bilesigi ¢cozebilecek 0,05 ml organik ¢oziicl reaksiyon ortamina eklenmistir. pH=7
olan tampon ¢o6zeltisinden 300 ul eklendikten sonra lipaz enzimi konularak 37°C'de
reaksiyon gerceklestirilmistir. Katalizor ylizeyi ile substrat diflizyonunun saglanmasi
amaciyla reaksiyon siresince calkalayici su banyosu kullanilmistir. Reaksiyon belirli
araliklarla iTK ile takip edilerek %50 déniisiime ulasildiginda sonlandiriimistir (Sekil
9.4). Reaksiyon karisimina kloroform ilave edilmis; enzim, filtrasyon ile ortamdan

ayrilmistir. Kloroform ¢oziiclisii vakum altinda uzaklastiriimistir.

HSC\”/O | \ Lipaz Enzimi _ HO \ H3C\||/O A\
5 Y+ ] |
0 0 0
H3C CH3 H3C CH3 H3C CH3
®) ©) 3)

Sekil 9.4 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5-il asetat bilesigi’nin (3)
lipaz katalizli reaksiyonlari
9.5.1.2 1-Benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on Bilesigi’nin

Lipaz Katalizli Reaksiyonlari

0,5 mmol 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesigi(4) 0,05
ml organik ¢ozicide ¢oziindikten sonra icerisine 10 mmol vinil asetat eklenmistir.
Daha sonra reaksiyon ortamina lipaz enzimi ve 2,5 mmol DMAP additive olarak ilave
edildikten sonra 37°C'de calkalayici su banyosunda karistirilarak biyodoénisim

reaksiyonu baslatilmistir. Substratin déniisiimii belirli araliklarla iTK ile takip edilerek
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donltisim %50 oldugunda reaksiyon sonlandiriimistir.( Sekil 9.5) Farkli ¢ézici ve farkh
lipaz  kaynaklari  kullanilarak  gergeklestirilien  enantiyose¢imli  sentezlerin

biyodonisimleri karsilastirilmistir.

—_ >

, o HC 0
‘ \ Lipaz Enzimi (|)| ‘ \ + ‘ \

N N N

Sekil 9.5 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesigi’'nin (4)

lipaz katalizli reaksiyonlari
9.5.2 Mikrobiyal Biyotransformasyon Reaksiyonlari

9.5.2.1 Bacillus subtilis ile Biyotransformasyon

Mikroorganizmanin temini ve saklanmasi:

Bacillus subtilis organizmasi istanbul Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Laboratuvarindan temin edilmis ve + 4°C’de muhafaza edilmistir.

Kullanilan besiyeri bilesenleri:

Kati besiyeri:

Besiyeri olarak Nutrient Agar kullanilmistir. Ortam, Nutrient Broth besiyeri icerisine
agar ilave edilerek hazirlanmistir. (15g agar/1L). Besiyeri 1 atm basing, 121°C'de 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Petrilere dokiilen besiyeri mikroorganizma ekimi

icin hazirlanmistir.
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Sivi besiyeri:

Sivi besiyeri olarak Nutrient Broth kullanilmistir. Besiyeri 1 atm basing, 121 °C'de 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir. 100 ml’lik erlenlere 50 ml besiyeri ilave edilerek

mikroorganizma inokilasyonuna hazir hale getirilmistir.

Bacillus subtilis’in hazirlanmasi:

-80 °C stogundan alinan 1 6ze dolusu mikroorganizma Nutrient Agar ortamina inokile
edilmistir. Mikroorganizma 12 saat sure ile 37°C’'de inkibasyona birakilmistir.
inkiibasyon sonrasinda tek koloni tespiti yapilmistir. Tek koloni 6ze yardimi ile Nutrient
Broth ortamina inokile edilmistir. Sivi besiyerine aktarilan mikroorganizma 6 saat siire

ile 120 rpm donis hizinda ve 37°C’de inkiibasyona birakilmistir.

Substratin hazirlanmasi:

20 mg saf 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-onbilesigi(4)
0,625 ml DMSQ’da ¢oziindiikten sonra 50 ml besiyerinde 6 saat inkiibe edilen Bacillus
subtilis iceren 100 ml’lik erlene ilave edilmistir. inkiilbasyon 120 rpm’de ve 37°C’'de
calkalamali inkiibatérde 10 giin siire ile devam ettirilmistir ve ITK ile kontrol edilmistir.
Biyotransformasyonun durdurulmasi icin mikroorganizmalarin o6ldarilmesi islemi

erlenler Gizerine etil asetat ¢Oziiclisi eklenerek yapiimistir.

Biyotransformasyon Uriinlerinin ortamdan izolasyonu:

Biyotransformasyon islemini durdurmak igin ortama etil asetat eklenmistir. Daha sonra
mikroorganizmalarin ayrilmasi icin ortam  Buchner hunisinden vakum altinda

stzilmastir. Elde edilen sliziintl ayirma hunisinde faz farkina gore ayrilmistir.

9.5.2.2 Agrobacterium rhizogenes ile Biyotransformasyon

Mikroorganizmanin temini ve saklanmasi:

Agrobacterium rhizogenes organizmasi Istanbul Universitesi Molekiiler Biyoloji ve

Genetik Bolimiinden temin edilmis ve -80 °C’'de saklanmistir.

Kullanilan Besiyeri Bilesenleri:
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Kati besiyeri:

YMA besiyeri (Yeast Mannitol Agar) hazirlanmistir. Besiyeri icerigi Cizelge 9.4de

gostrilmigtir.

Cizelge 9.4 YMA besiyeri icerigi

Mannitol 10 g/L

Yeast Extract | 0,4 g/L

KzHPO4 0,5 g/L

NaCl 0,1g/L

MgS0,7H,0 | 0,2 g/L

Agar 15 g/L

1000 ml distile su icerisine besiyeri bilesenleri karistirildiktan sonra 1 atm basing, 121
°C derece sicaklikta 15 dakika otoklavlanmistir. Petrilere dokilen besiyeri

mikroorganizma ekimi icin hazirlanmistir.

Sivi besiyeri:

YMB besiyeri (Yeast Mannitol Broth) hazirlanmistir. Besiyeri icerigi Cizelge 9.5'de

gosterilmistir.

Cizelge 9.5 YMB besiyeri igerigi

Mannitol 10 g/L

Yeast Extract | 0,4 g/L

K,HPO, 0,5g/L

NaCl 0,1g/L

MgS0,7H,0 | 0,2 g/L
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1000 ml distile su igerisine besiyeri bilesenleri karistirildiktan sonra 1 atm basing, 121
°C derece sicaklikta 15 dakika otoklavlanmistir. Ortam mikroorganizma ekimi igin

hazirlanmistir.

Agrobacterium rhizogenes’in hazirlanmasi:

-80 °C stogundan bir 6ze dolusu alinan mikroorganizma (Agrobacterium rhizogenes A4)
YMA besiyeri iceren petrilere inokile edilmistir. 28°C’de 48 saat siire ile inklibasyona
birakilmistir. A4 susunun bulundugu petriden tek koloni 6ze yardimi ile alinarak sivi
besiyerine inokile edilmistir ve sivi besiyerinde mikroorganizma 28°C'de 120 rpm

donus hizinda ¢alkalamali inklibatorde 12 saat inklibasyona birakiimistir.

Substratin hazirlanmasi:

20 mg saf 1,benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesigi(4)
0,625 ml DMSQO’da c¢oziindiikten sonra 50 ml besiyerinde 12 saat inkibe edilen
Agrobacterium rhizogenes iceren 100 ml’lik erlene ilave edilmistir. inkiibasyon 120
rom’de ve 28°C’de calkalamali inkiibatorde 10 giin siire ile devam ettirilmistir. Bu slirec

icerisinde reaksiyonun takibi iTK kromatografisi ile kontrol edilmistir.

Biyotransformasyon Uriinlerinin ortamdan izolasyonu:

Biyotransformasyon islemini durdurmak igin ortama etil asetat eklenmistir. Daha sonra
mikroorganizmalarin ayrilmasi icin ortam  Buchner hunisinden vakum altinda

stzilmastir. Elde edilen sliziintl ayirma hunisinde faz farkina gore ayrilmistir.

9.5.2.3 Hypocrea jecorina ile Biyotransformasyon

Mikroorganizmanin temini ve saklanmasi:

Hypocrea jecorina organizmasi Yildiz Teknik Universitesi Biyokimya Laboratuvari

koleksiyonundan saglanmistir. Ve + 4°C'de muhafaza edilmistir.

Kullanilan besiyeri bilesenleri:

Kati besiyeri:

PDA Besiyeri kullaniimistir. Ortam 1000 ml distile su icerisinde 39 gr PDA besiyeri

¢ozunerek hazirlanmistir. 1 atm basing, 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak ortam steril
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edilmistir. Steril edilen ortam petrilere dokiilmus ve kati besiyeri mikroorganizma ekimi

icin hazir hale getirilmistir.

Sivi besiyeri:

YS25 Besiyeri kullaniimistir. Besiyeri icerigi Cizelge 9.6’da gosterilmistir.

Cizelge 9.6 YS25 besiyeri igerigi

Pepton 10 gr/L
Yeast extract 10 gr/L
Glikoz 5gr/L
K,HPO,4 5gr/L
MgSQy. 7H,0 1gr/L

Yukarida belirtilen bilesenler ile hazirlanan ortamin pH’si 6,5’a ayarlanmistir. Besiyeri 1
atm basing, 121°C’'de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. 100 ml’lik erlenlerin her

birine 50 ml olacak sekilde konularak mikroorganizma ekimi icin hazirlanmistir.

Hypocrea jecorina’nin hazirlanmasi:

+4 °C'deki kiltlirden igne 6ze yardimi ile PDA besiyerine mikroorganizmanin
inoktlasyonu saglanmistir. Kati besiyerinde 30°C'de 5 giin slire ile inklibasyonu
gerceklestirilmistir. inkiibasyon sonunda gen¢ kiltiirden 50 ml sivi besiyeri iceren
ortama iki 6ze dolusu mikroorganizma inokile edilmistir. 30°C'de 120 rpm donis

hizinda 48 saat sire ile inkiibasyona birakilmistir.

Substratin hazirlanmasi:

20 mg saf 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesigi (4), 0,5
ml DMSOQO’da ¢6ziindiikten sonra 50 ml besiyerinde 48 saat inkiibe edilen Hypocrea
jecorina iceren 100 ml’lik erlene ilave edilmistir. inkiibasyon 120 rpm’de ve 30°C’'de
calkalamali inklbatérde 10 giin siire ile devam ettirilmistir. Bu slrec¢ icerisinde

reaksiyonun takibi iTK kromatografisi yontemi ile kontrol edilmistir.
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Biyotransformasyon Uriinlerinin ortamdan izolasyonu:

Biyotransformasyon islemini durdurmak icin ortama eter eklenmistir. Substrati,
mikroorganizmalarin hif ve sporlarindan ayirmak igin ortam filtre kagidi ile
stzulmastir. Daha sonra ortam Buchner hunisinden vakum altinda stiziilmustir. Elde

edilen slzintl ayirma hunisinde faz farkina gére ayrilmistir.

9.5.2.4 Aspergillus niger ile Biyotransformasyon

Mikroorganizmanin temini ve saklanmasi:

Aspergillus niger organizmasi Yildiz Teknik Universitesi Biyokimya Laboratuvari

koleksiyonundan saglanmistir. Ve + 4 °C’de muhafaza edilmistir.

Kullanilan besiyeri bilesenleri:

Kati besiyeri:

PDA Besiyeri kullanilmistir. Ortam 1000 ml distile su igerisinde 39 gr PDA besiyeri
¢Ozlinerek hazirlanmistir. 1 atm basing, 121 °C'de 15 dakika otoklavlanarak ortam steril
edilmistir. Steril edilen ortamdan petrilere dokiilmis ve kati besiyeri mikroorganizma

ekimi icin hazir hale getirilmistir.

Sivi besiyeri:

YS25 Besiyeri kullanilmistir. Besiyeri icerigi Cizelge 9.6’da gosterilmistir. YS25 besiyeri
icerigi ve 1000 ml su ile hazirlanan ortamin pH’si 6,5 olacak sekilde ayarlanmistir.
Besiyeri 1 atm basing, 121 °C'de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. 100 ml’lik
erlenlerin her birine 50 ml olacak sekilde konularak mikroorganizma ekimi igin

hazirlanmistir.

Aspergillus niger'in hazirlanmasi:

+4 °C'deki kiltlirden igne 0ze yardimi ile PDA besiyerine mikroorganizmanin
inokllasyonu saglanmistir. Kati besiyerinde 30°C'de 5 gin sire ile inklibasyonu
gerceklestirilmistir. inkiibasyon sonunda gencg kiltirden 50 ml sivi besiyeri iceren
ortama iki 6ze dolusu mikroorganizma inokile edilmistir. 30°C'de 120 rpm donis
hizinda 48 saat sire ile inklibasyona birakilmistir. Calismanin bir agamasi olarak sporlar
ile calisilmistir. Kati besiyerinde 30°C'de 5-7 giin sire ile lretilen sporlardan 1 oze
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dolusu alinarak 2 ml FTS igerisine aktarilmigtir. Daha sonra 50 ml’lik sivi besiyerine
mikroorganizma inokile edilmistir.30°C'de 120 rpm donis hizinda 48 saat sire ile

inkiibasyona birakilmistir.

Substratin hazirlanmasi:

50 mg saf 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesigi(4)
1,25 ml DMSO’da ¢o6ziindikten sonra 50 ml besiyerinde 48 saat inkiibe edilen
Aspergillus niger iceren 100 ml’lik erlene ilave edilmistir. inkiibasyon 120 rpm’de ve
28°C’'de ¢alkalamali inkiibatorde 10 giin siire ile devam ettirilmistir. Bu slreg igerisinde
reaksiyonun takibi iTK kromatografi yéntemi ile kontrol edilmistir. En yiiksek verim 75

saat sonra sonlandirilan galismada saptanmistir.

Biyotransformasyon uriinlerinin ortamdan izolasyonu:

Biyotransformasyon islemini durdurmak igin ortama eter eklenmistir. Substrati,
mikroorganizmalarin hif ve sporlarindan ayirmak icin ortam filtre kagidi ile
suzllmustir. Daha sonra ortam Buchner hunisinden vakum altinda stzilmustir. Elde

edilen slzlntl ayirma hunisinde faz farkina gére ayrilmistir.

Biyotransformasyon Uriinlerinin izolasyonu:

Mikroorganizmalardan ve besiyerinden ayrilan organik faz icerisindeki Urilnlerin
saflastirilmasi icin 1:3 (EtOAc:Hekzan) c¢ozlcl sistemi ile kolon kromatografisi
yapilmistir. Ardindan 20:15:1 (Diklorometan:Toluen:izopropil alkol) ¢éziicii sistemi
kullanilarak preparatif TLC ile saflastiriima islemine devam edilmistir. Elde edilen 6,7-
dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin yapisi spektral yontemler ile

aydinlatimistir.

6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin;

R 0,575 (Silika jel, 1:5 Hekzan: EtOAc)
Erime noktasi: 134 °C

'H-NMR (500 MHz, metanol-d4+ CCls) 6 (ppm): 1.01 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 2.34 (d,

J=16.43, 1H), 2,48 (d, J=16.46, 1H), 6.30 (d, J=2.29, 1H), 7.12(d, J=2.17, 1H)
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BC-NMR (500 MHz, metanol-d4+ CCls) 6 (ppm): 22.32, 27.24, 42.90, 50.66, 73.63,

109.81, 127.26, 127.78, 139.79, 189.54

IR (CHCI3) y(max):

1618.10cm}, 3452.65cm™, 3223.05 cm™

9.6 Reaksiyon Rotasi

Asagidaki reaksiyon rotasi takip edilmistir:
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Sekil 9.6 Reksiyon Rotasi
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BOLUM 10

SONUC VE ONERILER

10.1 Benzofuranon Turevlerinin Sentezi

Benzofuranon tiirevleri biyolojik aktiviteleri yiiksek olan bilesiklerdir [1], [2]. Ozellikle
ilac kimyasi calismalari benzofuranon bilesiklerinin antililser, antidepresan, sitotoksik
[1], gram pozitif ve gram negatifler Uzerinde antibakteriyal [1], [3] antifungal,
antiinflamatuar, antioksidant [14], antialzheimer, antibiyotik, anti-HIV ve antikanser
[1], [10], [11], [12], [13] gibi cesitli biyolojik aktivitelerinin oldugunu gostermektedir.
Benzofuranon tirevlerinin yalniz basina aktivite gostermelerinin yani sira ilag
sentezlerinde de araci molekdiller olduklar bilinmektedir. Onemli biyolojik aktiviteleri
olan indol bilesiklerinin sentezinde de 6nci molekiil olarak benzofuranon bilesikleri

kullanilmaktadir [20].

Benzofuranon bilesiklerinin farmakolojideki 6neminden dolayr 4,4-dimetil-1,3-
siklohekzandion bilesiginden (1) baslanarak 7,7-dimetil-6,7-dihidrobenzofuran-4(5H)-
on bilesigi (2) literatirde yeni bir yontem ile sentezlenmistir. 7,7-dimetil-6,7-
dihidrobenzofuran-4(5H)-on bilesigi (2), kloroasetaldehit varliginda gerceklestirilen
yontemle %40 verim ile beyaz renkli tek kristaller seklinde literatiirde ilk defa
sentezlenmistir (Sekil 10.1). 7,7-dimetil-6,7-dihidrobenzofuran-4(5H)-on (2) bilesiginin

yapisi NMR ve IR spektral yontemleri ile aydinlatilmistir.
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Sekil 10.1 7,7-Dimetil-6,7-dihidrobenzofuran-4(5H)-on bilesiginin ITK sonucu

7,7-Dimetil-6,7-dihidrobenzofuran-4(5H)-on bilesiginin;

Ry 0,50 (Silika jel, 1:3 EtOAc:Hekzan)
Erime noktasi: 45°C

'H-NMR (500 MHz, CDCl;) & (ppm):

1.37 ppm’de 7 numarali karbona ait metil protonlari Ust Uste ¢akisik durumda singlet
olarak gozlenmistir. Furan halkasinin 2. pozisyonundaki hidrojen atomu 7.32 ppm’de
(J=1.94 Hz) rezonans olmustur. Asagl alanda rezonans olmasinin nedeni ise dogrudan
oksijen atomuna bagli olmasidir. Furan halkasinin 3. pozisyonundaki hidrojen atomu
6.63 ppm’de (J=1.93 Hz) dublet olarak rezonans olmustur. 5 numarah alilik karbona ait
hidrojen atomlari 2.57 ppm’de (J=6.51 Hz, J=6.51 Hz) triplet seklinde rezonans
olmustur. 6 numarali karbona ait hidrojen atomlari ise 2.00 ppm’de (J=6.72Hz, J=6.72

Hz) triplet olarak rezonans olmustur (Sekil A.1).

“*C-NMR (500 MHz, CDCl) & (ppm):

C-4’teki karbonil grubuna ait karbon atomunun sinyali 194.61 ppm’de ¢ikmistir. Alifatik
bolgede yer alan C-7 karbonuna bagl -CH; gruplarinin sinyali 25.60 ppm’de cakisik
olarak gorulmektedir. C-7 karbonuna ait sinyaller 32.61 ppm’de ¢ikmigtir. 35.45 ve
38.06 ppm’de goriilen sinyaller -CH, gruplarindaki karbon atomlarina aittir. 106.60,
119.06, 142.78, 172.98 ppm’de gorilmekte olan sinyaller ise diger karbonlarin
sinyalleridir (Sekil A.2).

86



IR (CHCIs) y(max):

C-4’ teki karbonil grubu icin 1658.76 cm™de karakteristik sinyaller gozlenmistir (Sekil
A.3).

7,7-dimetil-6,7-dihidrobenzofuran-4(5H)-on bilesiginin (2) mangan (lll) asetat ile
asetoksilasyonu sonucu ikinci bir benzofuranon tirevi olan 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-
7,7-dimetil benzofuran-5-il asetat bilesigi (3) %73 verimle beyaz kristaller halinde
sentezlenmistir (Sekil 10.2). 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5il asetat
bilesiginin (3) sentezi literatirde ilk defa gerceklestirilmistir. Mangan (lll) asetat
asetoksilasyon yonteminde secici agillenme ile a pozisyonuna asetoksi grubunun
eklendigi gorilmustir. 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5-il asetat

bilesiginin (3) yapisit NMR ve IR spektral yontemleri ile aydinlatiimistir.

(0]

Sekil 10.2 4,5,6,7-Tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5-il asetat bilesiginin ITK

sonucu

4,5,6,7-Tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5-il asetat bilesiginin;

Ry 0,575 (Silika jel, 1:20 EtOAc:Hekzan)
Erime noktasi: 62°C

'H-NMR (500 MHz, CDCl;) & (ppm):

1.44 ppm ve 1.47ppm’de 7 numaral karbona ait metil protonlari singlet olarak
gozlenmistir. Asetoksi grunda bulunan -CHs bilesigin protonlari ise 2.21 ppm’de singlet

olarak rezonans olmustur. C-5'te bulunan -CH protonu 5.65 ppm’de dubletin dubleti
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olarak rezonans olmustur. (J=5.19 Hz ve J=12.71 Hz) C-6’da bulunan -CH, protonlari
asetoksi metilinin altinda kalarak 2,23 ppm civarinda goérilmektedir. Furan halkasinin
C-3 ve C-2’de bulunan -CH gruplarinin protonlari sirasi ile 6,64 ppm (J=2.01 Hz) ve
7.35ppm’de( 2.02 Hz) dublet olarak rezonans olmustur (Sekil B.1)

*C-NMR (500 MHz, €DCl3) & (ppm):

C-4’teki karbonil grubuna ait karbon atomunun sinyali 188.64 ppm’de, asetoksi grunda
bulunan karbonilin karbon atomunun sinyali ise 171.71 ppm’de gorilmektedir. Alifatik
bolgede vyer alan -CHs; gruplarinin sinyalleri 20.90, 25.85 ve 27.62 ppm’de
gorilmektedir. C-7 karbonu 34.17ppm’de sinyal vermistir. 43.57 ppm’de -CH, sinyali
gorulmektedir. Diger C atomlarinin sinyalleri 106.82, 118.01, 143.59 ve 170.14 ppm’de
gorilmektedir. (Sekil Ek B2)

IR (CHCIs) y(max):

1689.58 ve 1741.84 cm “de goriilen sinyaller karakteristik karbonil pikleridir (Sekil B.3).

10.2 indol Tiirevlerinin Sentezi

indol cekirdegi cok sayida biyolojik ve endiistriyel molekiiller icin iskelet olarak gérev
alir. indol halkasi iceren bilesiklerin farkli aktivitelere ve o&zellikle de antikanser
aktiviteye sahip olduklari bilinmektedir [21], [22], [23], [24], [25], [26], [27], [28], [29],
[30], [31], [32]. Antikanser aktivitesinin disinda indol ¢ekirdeginin ve indol tirevlerinin
antifungal, antibakteriyal [33], [34], [35], antiinflamatuar, antiviral [39], [40], anti-HIV
[41], antioksidant gibi ¢esitli aktivitelerinin bulundugu da rapor edilmistir. Farmakoloji
alaninda onemli olan heterohalkali aromatik indol bilesikleri, ilag kimyasinda, tarim

kimyasallarinda, dogal ve sentetik kimya Urlinlerinde ¢ok fazla kullaniimakatadir.

Biyolojik aktivitelerinin cesitliliginden dolayi bir indol tiirevi olan 1-benzil-6,7-dihidro-5
hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesigi (4) seal-tiip deneyi ile sentezlenmistir.
Literatlrde ilk defa sentezledigimiz ve bir benzofuranon bilesigi olan 4,5,6,7-tetrahidro-
4-okso-7,7-dimetilbenzofuran-5-il asetat bilesiginin (3) benzilamin varliginda seal-tip
reaksiyonu sonucu % 84 verim ile 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-
4(5H)-on bilesigi (4) beyaz renkli toz halinde literatiirde ilk defa sentezlenmistir

(Sekil10.3). NMR ve IR spektral yontemleri ile yapisi aydinlatilmistir.
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OH

Sekil 10.3 1-Benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin iTK

sonucu

1-Benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin;

Ry 0,375 (Silika jel, 1:3 EtOAc:Hekzan)
Erime noktasi: 134°C

'H-NMR (500 MHz, CDCl;) & (ppm):

C-7’ye ait -CHs3 gruplarinin hidrojen atomlari 1.01 ve 1.09 ppm’de singlet seklinde
rezonans olmustur. C-6 protonlari sirasi ile 2.33 ppm’de (J=16.33) ve 2.52ppm
(J=16.34) dublet olarak rezonans olmustur. C-5 protonu 4.58 ppm’de (J=5.52) dublet
olarak goriilmektedir. Azota bagli benzilik -CH, protonlari 5.52 ppm’de rezonans
olmustur. C-3 ve C-2 protonlari sirasi ile 6.23 ppm’de (J=2.25) ve 6.87 ppm’de(J=2.34)
dublet seklinde rezonans olmustur. Fenil grubuna ait pikler 7.14ppm’de ve 7.27

ppm’de multiplet olarak gorilmektedir (Sekil C.1).
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“C-NMR (500 MHz, CDCl;) & (ppm):

C-4’teki karbonil grubuna ait karbon atamunun sinyali 188.10 ppm’de ¢ikmistir. Alifatik
bolgede yer alan C-7 karbonuna bagh -CHs gruplarinin sinyalleri 21.64ppm ve 26.86
ppm’de gorilmektedir. C-7 karbonuna ait sinyaller 40.96 ppm’de ¢ikmistir. 50.58ppm
ve 51.85 ppm’de gorilen sinyaller -CH, gruplarindaki karbon atomlarina aittir. 73.46
ppm, 107.32ppm, 124.68 ppm, 127.41ppm ve 137.75 ppm’de gorilen sinyaller ise
diger karbonlarin sinyalleridir. Aromatik bolgede 127.66, 128.71, 130.00 ve 138.11

ppm’de cikan sinyaller ise fenil grubundaki karbon atomlarina ait piklerdir (Sekil C.2).

IR (CHCI5) y(max):

C-4’ teki karbonil grubu icin 1626.17 cm™de karakteristik sinyaller gézlenmistir.
3411.72 cm™de goriilen sinyaller ise C-5’teki- OH grubundan kaynaklanmaktadir (Sekil
C.3).

10.3 Biyotransformasyon Reaksiyonlarinin Sonuglari

10.3.1 Lipaz Katalizli Reaksiyonlarin Sonuglari

Enzim katalizli reaksiyonlar ozellikle biyoteknolojik calismalarda siklikla kullanilan
yontemlerdendir [137]. Kimyasal secicilik, regiosecicilik ve enantiyosecicilik gostermesi
enzim katalizli reaksiyonlarin 6nemini arttirmaktadir. Hidrolitik enzimler, organik
sentezlerde en fazla kullanilan biyokatalizorlerdir. Ester ve amit baglarinin hem
hidrolizini hem de olusumunu katalizliyen hidrolitik enzimler arasinda en 6nemli
olanlar amidazlar, proteazlar, esterazlar ve lipazlardir. Bunlarin arasinda lipazlar, ucuz
ve kolay bulunabilir olmalari, cok genis bir substrat araligi icin yliksek enantiyosecicilige
sahip olmalari ve organik c¢o6zicllerde yiksek dayanikhlik gdstermeleri sebebiyle,

yaygin olarak kullanilmaktadir[52].

Gunlmuzde lipazlar hem sulu hem de susuz ortamda, yapilmasi gl¢ tepkimeleri
katalizleyen en onemli biyokatalizorler arasinda yer almaktadir. Lipazlar segcicilik
gosterdikleri substratin hidroliz reaksiyonlarinin tersi olan esterlesme, i¢ esterlesme ile
trans-esterlesme reaksiyonlarini da kolaylikla katalizleyebilirler. Lipazlar, stereo ve

bolgesel spesifik olmalari nedeniyle kimyasal olarak katalizlenemeyen tepkimeleri
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katalizleyebilirler[50]. Bu sebeple endistriyel alanda ve akademik calismalarda

lipazlardan faydalanilir.

10.3.1.14,5,6,7-Tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5il asetat Bilesiginin Lipaz

Katalizli Reaksiyonlari

Rasemik halde sentezlenen a-asetoksi benzofuranon tiirevi olan 4,5,6,7-tetrahidro-4-
okso-7,7-dimetil benzofuran-5-il asetat bilesigi (3), optikce aktif bir forma lipaz enzimi
ile donlstrilmastar (Sekil 10.4).
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Sekil 10.4 4,5,6,7-Tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5il asetat bilesiginin Lipaz
Katalizli Reaksiyonlarinin iTK sonuglari

Cesitli kaynaklardan elde edilmis dokuz farkli lipaz tird ve (g farkli organik ¢ozici ile
calisilmistir. Reaksiyon sonuglari verilerine (Cizelge 10.1) goére kullanilan tim
¢ozuculerde ve tim enzimlerde biyodonisimiin gergeklestigi saptanmistir.
Biyodoniisimiin sonlandirildigi siireler incelendiginde 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-7,7-
dimetil benzofuran-5-il asetat bilesigini (3) en hizl doniistiiren enzimlerin Burkholderia,
Wheat Germ, Aspergillus sp. lipazlarinin oldugu gorilmektedir. En yavas gerceklesen
reaksiyonlarda kullanilan lipaz tiirleri ise Rhizopus oryzae ve Aspergillus oryzae'dir.

Ayrica, ¢ozicu etkisinin reaksiyon siiresini ¢ok fazla degistirmedigi gorilmektedir.
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Cizelge 10.1 4,5,6,7-Tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5-il asetat bilesiginin

lipaz katalizli reaksiyon sonuglari

m ¢OzUCU pH:7 BUFFER | BiYODONUSUM m

DMSO 0,05ml 300 pl + 23 saat 15 dk
THF 0,05 ml 300 pl + 8 saat 20 dk
Asetonitril 0,375 300 pl + 9 saat 16 dk
ml
Aspergillus DMSO 0,05 ml 400 pl + 393saat36dk
oryzae
THF 0,05 ml 400 pl + 267saat 20dk
Asetonitril 0,375 300 pl + 8 saat 37 dk
ml
Burkholderia DMSO 0,05 ml 300 pl + 51 dk
THF 0,05 ml 300 pl + 58 dk
Asetonitril 0,375 300 pl + 54 dk
ml
Rhizopusioryzae ]\ e 0,05 ml 400 pl + 188saat11dk
THF 0,05 ml 400 pl + 170saat10dk
Asetonitril 0,375 400 pl + 243 saat
ml
DMSO 0,05 ml 300 pl + 56 dk
THF 0,05 ml 300 pl + 55 dk
Asetonitril 0,375 300 pl + 56 dk
ml
Mucor DMSO 0,05 ml 400 pl + 125saat 43dk
IEVERITS
THF 0,05 ml 400 pl + 101saat 20dk
Asetonitril 0,375 400 pl + 74 saat
ml

92



Cizelge 10.1 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5-il asetat bilesiginin lipaz

katalizli reaksiyon sonuglari (devami)

DMSO 0,05ml 300 pl + 52 dk
THF 0,05ml 300 pl + 32 dk
Asetonitril 0,375 300 pl + 81 dk
ml
DMSO 0,05ml 350 pl + 126 saat
THF 0,05 ml 350 pl + 32 saat 34 dk
Asetonitril  0,375ml 400 pl + 72 saat 15 dk
ml
DMSO 0,05 ml 300 pl + 3 saat 35 dk
THF 0,05 ml 300 pl + 5 saat 11 dk
Asetonitril 0,375 300 pl + 5 saat 58 dk
ml

10.3.1.2 1-Benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on Bilesiginin

Lipaz Katalizli Reaksiyonlari

1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on  bilesiginin  (4) lipaz
katalizli transesterifikasyon reaksiyonlari gerceklestirilmistir. Reaksiyonlarda vinilasetat
acil kaynagi olarak kullanilmistir. Enzimatik reaksiyonlar su ve alkol varliginda geri
doénisimli reaksiyonlardir ve vinil asetat kullanilmasi geri dénlisimi engeller. Vinil
asetat kullanilmasinin sebebi, vinil asetattan asetil transferi sonrasinda olusan alkoliin
daha kararli olan asetaldehite donismesidir[50]. Enzimatik reaksiyonlarda verimi
arttirmak icin ortama additivler eklenmektedir. Additive olarak kullanilan bilesikler,
enzimlerin katalitik aktivitesini arttirarak daha yiksek performans gostermelerini
saglar. Ozellikle lipaz katalizli reaksiyonlarda additive kullanmak olumlu sonuclar
vermektedir. Lipaz aracili transesterifikasyon reaksiyonlarinda DMAP, 2,4- |utidin, 2,6-
lutidin ve piridin gibi cesitli additivler kullanilarak gergeklestirlen reaksiyonlarda
reaksiyon oranini arttiran bazin DMAP oldugu literatiirde daha 6nce saptanmistir [76],

[137].
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1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on  bilesiginin  (4), dokuz
farkh lipaz tirt ve Ug¢ farkl organik ¢ozlch ile transesterifikasyon reaksiyonu

gerceklesmistir (Sekil 10.5).

o

(o)
b B
o

ﬁ?@b

Sekil 10.5 1-Benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin

Lipaz Katalizli Reaksiyonlarinin iTK sonuglari

Reaksiyon sonuclarina gore tlim ¢ozici tiplerinde ve kullanilan tim enzim cesitlerinde
1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on  bilesiginin  (4) lipaz
katalizli transesterifikasyon reaksiyonu sonucu biyotransformasyon gerceklesmistir

(Cizelge 10.2).

En kisa sirede 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesigini
(4) donlsime ugratan enzimler, Pseudomonas flourescens, Burkholderia, Amano tiri
lipazlardir. Organik ¢ozlicli cesitlerinin reaksiyon siiresine etkisinin ¢ok fazla olmadigi

gorilmektedir.

Cizelge 10.2 1-Benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin

ENZIM

lipaz katalizli reaksiyon sonuclari

¢6z0cU ADDITIVE BiYODONUSUM SURE
(10mmol)

DMSO - 260 saat
Amano DMSO DMAP + 12 saat 10 dk

THF DMAP + 9 saat 20 dk

Asetonitril DMAP + 10 saat 4 dk

Aspergillus DMSO DMAP + 75 saat
oryzae
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Cizelge 10.2 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin lipaz

katalizli reaksiyon sonuglari (devami)

Aspergillus THF DMAP + 11 saat 43 dk
oryzae

Asetonitril DMAP + 11 saat 16 dk
Burkholderia DMSO DMAP + 10 saat 34 dk
THF DMAP + 9 saat 15 dk
Asetonitril DMAP + 8 saat
Rhizopus oryzae  "mh]\" e} DMAP + 30 saat 43 dk
THF DMAP + 23 saat 45 dk
Asetonitril DMAP + 23 saat 22 dk
Wheat Germ DMSO DMAP + 30 saat 40 dk
THF DMAP + 23 saat 44 dk
Asetonitril DMAP + 23 saat 21 dk
Mucor javanicus ]} e DMAP + 29 saat 7 dk
THF DMAP + 23 saat 40 dk
Asetonitril DMAP + 23 saat 20 dk
Aspergillus sp. DMSO DMAP + 29 saat 13 dk
THF DMAP + 23 saat 40 dk
Asetonitril DMAP + 23 saat 20 dk
Pseudomonas DMSO DMAP + 10 saat 49 dk
flourescens

THF DMAP + 8 saat 9 dk
Asetonitril DMAP + 6 saat 20 dk
Candida DMSO DMAP + 23 saat 31 dk
antractica

THF DMAP + 12 saat

Asetonitril DMAP + 11 saat 36 dk
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10.3.2 Mikrobiyal Biyotransformasyon Sonuglari

1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on (4) bilesiginin mikrobiyal
biyotransformasyon reaksiyonlari, bakteriler ve kiifler olarak iki farkh canli tiri ile
yuritilmustir. Bakteriler ile yapilan ¢alismalarda, Agrobacterium rhizogenes ve
Bacillus subtilis organizmalari prosedir dogrultusunda kiltire edilmistir. Hiicrelerin
biyotransformasyonu gergeklestirebilecekleri kosullar saglandiktan sonra substrat
biyotransformasyon ortamina eklenmistir. Belirli araliklarla ITK yontemi ile reaksiyon
kontrol edilmistir ancak herhangi bir donlisim goézlenmemistir. Agrobacterium
rhizogenes ve Bacillus subtilis bakterileri ile gercgeklestirilen biyotransformasyon

¢alismalarinda herhangi bir biyoddniisiim Griininin olusmadigl sonucuna ulasiimistir.

Kifler ile gercgeklestirilen mikrobiyal biyotransformasyon calismalarinda Aspergillus
niger ve Hypocrea jecorina organizmalari kullanilmistir. Hypocrea jecorina ile
gerceklestirilen biyotransformasyon reaksiyonu sonucunda herhangi bir Grin
olusmamistir. Aspergillus niger igin yapilan ¢alismada hem buiyiyen hicre kiltiri hem
de spor kiltirt kullanilmistir. Ktltlr ortamina substratin (Sekil 10.6) eklenmesinden 6
saat sonra iTK ile yapilan kontrollerde biyodéniisiim triinleri gériilmeye baslanmistir.
Reaksiyon devam ettigi siirecte iTK kontrollerinde biyoddniisim Uriinlerinin sayisinin
ve miktarinin arttigl gézlenmistir. Reaksiyon 20 giin devam ettirilmis fakat baslangic¢
maddesi bitmemistir. Spor kiltliri ve bilylyen hicre kilttrd ile yapilan iki ayri
¢alismanin da drinlerinin ayni olduklari ve reaksiyon verimlerinin ¢ok yakin oldugu
saptanmigstir. Reaksiyonun sonlandirilacagi stirenin tespiti icin ¢alismalar yapilmistir ve
mikroorganizmalarin canliliklarinin devam etmemesinden dolayi siirenin uzatilmasinin
verimi arttirmada herhangi bir etkisinin olmadigi anlasilmistir. En verimli sonucun 75

saat sonunda alindigi belirlenmistir.
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Sekil 10.6 A. niger bliylyen hiicre kiltiir ortami

Biyotransformasyon ortamindan izolasyonu yapilan 6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-
1H-indol-4(5H)-on bilesigi (5) literatlirde ilk defa A. niger organizmasi kullanilarak
mikrobiyal biyotransformasyon yontemi ile %10 verim ile sentezlenmistir (Sekil 10.7).

0 0
Ho M Ho M

A. ni
| A niger _ | A
N
H

HsC CHgy H5C CH,

(4) ()

Sekil 10.7 6,7-Dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin (5) sentezi

Literatirde ilk kez sentezlenen 6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-4(5H)-on

bilesiginin (5) yapisi NMR ve IR spektral yontemleri ile aydinlatiimistir.
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Sekil 10.8 6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin ITK sonucu

6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin;

Rs: 0,575 (Silika jel, 1:5 Hekzan: EtOAc)
Erime noktasi: 134 °C

'H-NMR (500 MHz, metanol-d4) & (ppm):

C-7’ye ait -CHs gruplarinin hidrojen atomlari 1.01 ppm ve 1.10 ppm’de singlet seklinde
rezonans olmustur. C-6 protonlari sirasi ile 2.34ppm (J=16.43) ve 2.48ppm’de(J= 16.46)
dublet olarak rezonans olmustur. C-5 protonu 4.59 ppm’de goriilmektedir. C-3 ve C-2
protonlari sirasi ile 6.30 ppm(J=2.29) ve 7.12ppm’de(J=2.17) dublet seklinde rezonans
olmustur (Sekil D.1).

3C-NMR (500 MHz, metanol-d4) & (ppm):

C-4’teki karbonil grubuna ait karbon atamunun sinyali 189.54 ppm’de ¢ikmistir. Alifatik
bolgede yer alan C-7 karbonuna bagh -CHs gruplarinin sinyalleri 22.32 ppm ve 27. 24
ppm’de gorilmektedir. C-5 karbonun sinyali 73.63 ppm’de, C-6 ve C-7 karbonuna ait
sinyaller sirasi ile 42.90 ppm ve 50.66 ppm’de cikmistir. 109.81, 127.26 127.78 ve
139.79 ppm’de gorilen sinyaller ise diger karbonlarin sinyalleridir (Sekil D.2).
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IR (CHCIs) y(max):

C-4’ teki karbonil grubu igin 1618.10cm™de karakteristik sinyaller gozlenmistir.
3452.65 cm ™V de goriilen sinyaller ise C-5’teki -OH grubundan kaynaklanmaktadir. indol
halkasindaki N-H grubu igin 3223.05 cm ™ de karakteristik sinyaller gorulmektedir. (Sekil
D.3)

LC-MS Q-TOF analiz verileri:

Cizelge 10.3 6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin LC-MS Q-
TOF spekturum pik listesi. (Sekil D.4)

Peak List

m;jz z J|Abund Formula ion
102.1278 11658.37

121.0508 1 |114058.456

162.0909 1 J41822

1 1161549.56 C10 H1I3 N Q2 (M+H)+

w 1 [1954352  [Cl0HIZNO2 (M+H)+
193.9736 16584.16

352.33%4 1 J105831.4

622.0282 1 114175.22

922.0098 1 |200566.05

923.0119 1 |35949.49

A. niger organizmasi ile biyotransformasyon sonucu elde edilen C;oH13NO, formiiliine
sahip 6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin molekul agirhg
teorik olarak 179.09, 180.10 ve 181.10 olabilmektedir. LC-MS Q-TOF analizi sonugclarina
gore 180.1015 ve 181.1043 degerlerin saptanmasi, 6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-

1H-indol-4(5H)-on bilesiginin yapisini aydinlatmustir.

A. niger organizmasi ile biyotransformasyon reaksiyonu siiresince, substrat etkisinin
gozlenmesi amaci ile paralel iki ¢calisma yapilmistir. Birincisi kontrol amach substrat
eklenmeyen mikroorganizma kiltlridur ikincisi ise biyotransformasyon reaksiyonu
kiltlrtdir yani hem mikroorganizma hem de substrat bulunduran ortamdir. Reaksiyon
boyunca ortamlarinin renklerinde farklilik oldugu gorilmdistir. Reaksiyonun 48. saat ve

sonrasinda substrat igeren ortam turuncudan, pembe-mor renge dontismustir.
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Kontrol ortaminda ise bu renk degisiminin gerceklesmedigi gorilmustir. iTK ile yapilan
kontrolde ise baslangic maddesi (substrat), substrat iceren ortam (biyotransformasyon
ortami) ve substrat icermeyen bos ortam (kontrol ortami) gorinir bodlge 1s1ginda
incelenmistir. (Sekil 10.8) Substrat iceren ortamda goriinir bolgede, herhangi bir
boyama islemi olmadan cesitli renklilikler gortilmektedir. Substrat icermeyen ortamda
ise renklilikler gorilmemektedir. A.nigerin renk pigmentleri Urettigine dair bilgiler
literatiirde mevcuttur. Substrat iceren ortamda boyle bir sonucun gorilmesi bu
substratin yani literatlirde ilk kez sentezlenen 6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-1H-
indol-4(5H)-on bilesiginin (5) renk pigmenti (retmesi icin A. niger organizmasini
uyardigini gostermektedir. Substrat icermeyen ortamda ise renkliliklerin olusmamasi

bu organizmanin kendiliginden bu pigmentleri ortama vermediginin kanitidir.

Renk
‘ Pigmentleri
‘ -
P Sth 204
e e— | |
Substrat L Kontrol o‘namn

Biyotransformasyon Substrat Igermeyen
Ortami Mikrobiyal Ortam

Sekil 10.9 Substrat iceren biyotransformasyon ortaminda A. niger organizmasinin
Urettigi renk pigmentlerinin TLC sonucu

Mikrobiyal biyotransformasyon calismalarda substrat olarak 1-benzil-6,7- dihidro-
5hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-4(5H)-on  bilesigi  (4), biyokatalizor olarak ise
Agrobacterium rhizogenes ve Bacillus subtilis bakterileri ve Hypocrea jecorina ve
Aspergillus niger kifleri kullanilmistir. Biyotransformasyon sonuglari Cizelge 10.4'de

gosterilmektedir.
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Cizelge 10.4 Mikrobiyal biyotransformasyon sonuglari

Mikroorganizma Biyodoniisiim Uriin
Agrobacterium rhizogenes X -

Bacillus subtilis X -

Hypocrea jecorina X -

Aspergillus niger \' 6,7- dihidro- 5 hidroksi-

7,7 dimetil- 1H- indol -
4(5H)-on

Bu ¢alismada:

v' 7,7-dimetil-6,7-dihidrobenzofuran-4(5H)-on bilesigi (2) literatiirde yeni bir yéntem

ile beyaz renkli tek kristal halde sentezlenmistir.

v" Bir benzofuranon tirevi olan 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5-il

asetat (3) ve bir indol tiirevi olan 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-

indol-4(5H)-on (4) bilesikleri literatiirde ilk kez sentezlenmistir.

v' 4,5,6,7-tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5-il asetat (3) ve 1-benzil-6,7-

dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesikleri (4) ile lipaz katalizli

enzimatik biyotransformasyon reaksiyonlari ilk defa gerceklestirilmistir.

Biyotransformasyon reaksiyonlari farkh lipaz ve farkh organik c¢oziici gibi

parametreler degistirilerek tekrarlanmistir. Tum reaksiyonlarda biyodéniisiimiin

gerceklestigi saptanmistir.

v 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesiginin

mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyonlari icin cesitli mikroorganizmalar

taranmistir.

v A.niger organizmasi ile gerceklestirilen biyodonisim reaksiyonu sonucu substrat

olarak  kullanilan  1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on
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bilesigi (4), 6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesigine (5)
dénismistir. ilk defa mikrobiyal biyotransformasyon yontemi kullanilarak
gerceklestirilen reaksiyon sonucu olusan 6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-

indol-4(5H)-on bilesigi (5) literatiirde ilk kez elde edilmistir.

v’ A.niger ile gerceklestirilen mikrobiyal biyodénisiim reaksiyonu sirasinda substrat
olarak  kullanilan  1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on
bilesigi'nin (4) A. niger organizmasini uyararak bu organizmanin ortama renk
pigmenti vermesine sebep olmustur. A. niger organizmasinin yeni bir indol tiirevi
olan 1-benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7-dimetil-1H-indol-4(5H)-on bilesigi (4)

varliginda renk pigmenti lirettigi tespit edilmistir.
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EK-A

7,7-Dimetil-6,7-dihidrobenzofuran-4(5H)-on BILESIGiNiN SPEKTRAL
ANALiZ SONUCLARI (*H-NMR, **C-NMR ve IR)
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EK-B

4,5,6,7-Tetrahidro-4-okso-7,7-dimetil benzofuran-5-il asetat BILESIGININ
SPEKTRAL ANALiZ SONUGCLARI (*H-NMR, *C-NMR ve IR)

117



12000
11000
10000
I-Q000

e0a0

7000
Fe000
FS0a0
4000

3000

2000
1000

F-1000

A\
o

ety

o+l |
anz

0z

602 . 1

vz - — =
£ve
P12

9T =
a1z \
ET'Z

A

ZEE

BEET
955
£5'5
655
09's
b
505
s
8.5

TEY
e
e
95"
95" ,
it

Bi'

FE9

0L
0L
0Z'L
i
92
92
8244
824
£5'44
P

S A SORNEEEE

51 1H
51 1H

Sekil B.1 H'NMR sonucu

118

Forezg

= T0'EH

 B&A5

-2 -3

-1

f1 o

13 14 13 12 11 10

16



0L
1

o8
l

06 00L O
I I

LL 02FL 0L OvL 051

09L 041

08l
1

061
1

CODDODED "0
000000z

Sekil B.2 C*NMR sonucu

119



0059

008 000T 00cT

(00 4%

T-wo
009T 008T 000¢ 00t 008¢ 00¢ce 009€ 00007

65°0v¢T

€6'6ETT
66'950T 4683

61°Geqr
6EVL
T¢'9596

15801
68 eTTT
YT'STH |

0e's

; Te'€8Y

vZ'L28
DS T8L

6L'T8ET

€9°06¢T

' ' F 69

Bl
cL

8516891
YL
9L
8L

08

8

62°2EVT 198 1%

88

6

180162 v6

19'82TE I g6

99'T9Te

00T

¢0T

" 6€0T

Sekil B.3 IR sonucu

120



EK-C

1-Benzil-6,7-dihidro-5-hidroksi-7,7dimetil-1H-indol-4(5H)-on BILESIGiNiN
SPEKTRAL ANALiZ SONUCLARI (*H-NMR, *C-NMR ve IR)
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x10 5 |+ESI Scan (rt: 3.561 min) Frag=175.0V 1 A NIGER.d
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