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TESEKKUR

Bu calisma, Saymn Hocam Prof. Dr. Necmettin PIRINCCIOGLU danismanliginda
yapilmistir. Calisma esnasindaki olumlu yonlendirmelerinden, vermis olduklar her tiirli
destekten, bilgi ve deneyimlerini paylastiklarindan otiirii  kendilerine siikran ve
saygilarimi sunarim.

Calisma esnasinda yakin destegini gordiigim ve ayrica NMR spektrumlarinin
alinmasindaki emeklerinden otiirii Ars.Gor. Safak Ozhan Kocakaya’ya ve Organik
Kimya Arastirma Laboratuvari ¢alisanlarina tesekkiirlerimi sunarim.

Bu caligmanin tamamlanabilmesi icin gerekli olan NMR cihazin1 Universitemize
kazandirdiklar1 icin DUAPK, Fen-Edebiyat Fakiiltesi Dekanlig1 ve emegi gecen herkese
tesekkiir ederim. Ayrica DUAPK-05-FF-30 nolu projeye vermis olduklar1 maddi destek
nedeniyle DUAPK ye tesekkiir ederim.

Bu giinlere gelmemde maddi ve manevi biiyiik katkilar1 olan aileme saygi ve

tesekkiirlerimi sunarim.
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AMAC

Bu calismada kiral bir miselin, Dodesil (1-hidroksimetil propil) dimetil amonyum
bromiir, dizayn1 ve bunun kiral esterlerin hidrolizindeki stereosecici katalitik etkisinin

arastirtlmasi hedeflenmistir.



OZET

Enzim katalizi, kovalent olmayan etkilesimler, host katalizli reaksiyonlarin kinetigi
ve supramolekiiler kompleks olusumlu kataliz reaksiyonlar tartisildu.

(R)-2-amino-1-biitanolden c¢ikarak kiral bir misel olan Dodesil (1-hidroksimetil-propil)
dimetil amonyum bromiir sentezlendi. Bu misellin, hazirlanan enantiyomerce saf (R) ve
(S) p-nitrofenil-3-fenilbiitanoatin hidrolizinde katalitik etkisi incelendi. Miselin §
enantiyomerini R’den daha iyi katalizledigi ve bunun %30 ee’ye takabiil edildigi

goriildii.



ABSTRACT

The concept of enzyme catalysis, non-covalent interactions, host-mediated reactions
and catalysis by supramolecular systems are breefly discussed.

A chiral micelle starting from (R)-2-amino-1-butanol was prepared and its catalytic
effect on the alkaline hydrolysis of enantiomerically pure p-nitrophenyl esters of (R)-
and (S5)-3-phenyl butanoic acid was tested. It was found that micelle selectively

catalysis the hydrolysis of R-ester compared to that of S-ester with a % 30 ee.



1.Giris

Enzimler, ii¢ boyutlu yapida iyi organize olabilen bir veya daha fazla polipeptit
zincirinden olusan ve katalitik olarak aktif olan proteinlerdir. Bazi enzimler, kovalent
veya kovalent olmayan baglarla bagli metal iyonlar1 gibi kofaktor olarak bilinen peptit
olmayan bilesenler icerirler. Biitiin canli organizmalardaki biyokimyasal reaksiyonlar,
sahip olduklar1 enzimler tarafindan katalizlenirler. Bir tek hiicrede ¢ok sayida enzim
bulunur. Enzimler reaksiyon hizini katalizlenmemis reaksiyonlardan 10°-10'* kat daha
fazla artinrlar ve ayrica yiiksek substrat segiciligi, streosecicilik ve yersegiciligi
gosterirler. Enzim Kkatalizi i¢in gerekli olan optimum sartlar 20-37°C sicaklik ve 6-8 pH
araligidir. Enzimatik reaksiyonlar ile ilgili arastirmalar enzim aktivitesinin ilk kez
kesfedildigi ondokuzuncu yiizyilin baslangicina dayanur.1 O giinden bugiine dek pek
cok bilim insam enzimin katalitik etkisini agiklamaya calist1 ve pek cok hipotez ileri
siiriildii. 11k kez 1894’te Emil Fischer tarafindan enzimin substrata 6zel bir yerden
baglandigim1 ve aralarinda anahtar-kilit iliskisi oldugu ileri siiriildii. X-ray
kristallografisinin gelistirilmesiyle sadece kii¢iik organik molekiilerin degil proteinlerin
yapilarim1 aydinlatan ¢aligmalar da yapildi. Sonug olarak kristallografi enzim katalizli
reaksiyonlarin etkilesimlerinin ve mekanizmalarinin aciklanmasina yol agti. Enzim ile
kimyanin etkilesimi son yilarda enzim mimetiklerini veya modellerinin c¢aligilmasina
yol agti. Gelistirilen modeller katalitik etki ve iyi baglanma modlarina sahip olmalarina
ragmen, enzimlerin gosterdikleri etkinligi ve segiciligi gostermeleri icin daha fazla ¢aba

gostermelidir.

1.1. Gegis hali teorisi

Kimyasal kinetik i¢in hesaplanan en karmasik yaklagimlardan biri gecis hali teorisidir.
Bu teori yapmn etkinlikle olan iligkisini analiz etmek i¢in kullanilir. Ayrica bu teori
temel halden kararsiz bir gecis halinin iiriin haline doniistimii boyunca ilerleyen
reaktantlarin durumunu inceler. Sekill.1 enerji profilindeki oyuklar reaktant, ara iiriin
ve Uriin halini temsil eder. Biitiin kimyasal reaksiyonlarin bir geg¢is hali iizerinden
yiiriidiigtine inanilir. Fakat biitiin reaksiyonlar araiiriine sahip degildir. Ara halde baglar

tamami ile olugmasina ragmen gecis halinde bag olusmasi ve kirilmasi basariyla



gerceklesmez. Serbest aktiflesme enerjisinin biiyiikliigii ve bir reaksiyon hizi arasindaki

denkem 1.1 ile tanimlanabilir.

k=(KT/h)exp(-AG*/RT) (1.1)

Burada k Boltzman sabitini ve # ise Planck sabitini temsil eder.

Gegis hali

araurin

l

Reaktant

Reaksiyon kordinati

Sekill.1: Bir reaksiyon i¢in enerji profili

Cogu reaksiyonun gecis hali yiiksek bir aktivasyon enerjisini ve yiik gelisimini
gerektirir. Bu yiikleri kararli hale getiren herhangi bir islem aktivasyon enerjisini azaltir
ve bu nedenle reaksiyon hizini artirir. Aktivasyon enerjisini degistiren islemler; genel
asit-baz, elektrostatik, niikleofilik, kovalent ve molekiilici kataliz olarak

siniflandirilabilir.

1.1.1. Genel asit- baz katalizi
Bir esterin katalizlenmemis hidrolizinin gecis halinde (1) iki yiikiin olusmasiyla
gerceklesir. Bu gecis halinde saldiran oksijen iizerinde pozitif bir yiik gelisirken,

karbonil oksijeni tizerinde negatif yiik gelisir.
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Bir baza bir proton transfer edilerek gecis hali (1) kararli hale getirilebilir (2) . Bu

islem genel bir baz katalizi olarak bilinir.
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Genel asit katalizine; ayrilan oksijen iizerinde negatif bir yiikiin gelistigi bir gecis

haline sahip bir asetalin hidrolizi 6rnek verilebilir (3).
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BH gelisen negatif yiikii notrallestirerek reaksiyonu katalizler. Genel asit-baz katalizli
reaksiyonlarda hiz bagintis1 asit [BH] veya bazin [B] konsantrasyonuna bagliyken,

spesifik asit-baz katalizli reaksiyonlardaki hiz bagintis1 yalmizca OH veya H;O" igerir.

1.1.2. Elektrostatik kataliz
Elektrostatik etkilesim dielektrik sabitine (D) sahip bir ortamda r mesafesiyle ayrilan

e; ve ey yiikleri arasindaki enerji (E) etkilesimine dayanir.

E = e e,/Dr (1.2)

Iki yiikiin etkilesim enerjisi (E) ortama baglidir. Ornegin, bu etkilesimler yiikii notralize
ederek etkilesimi azaltan su gibi polar ¢oziiciilerde zayiftir. Bu tip etkilesimler sudan
daha iyi bir etkilesim ortam saglayan hidrofobik mikrocevreden dolayr enzimatik
katalizlerde ¢cok onemli rol oynar. Elektrostatik etkilesimler ayrica negatif yiiklii gecis
halini metal katyonlariyla kararli hale getiren metalloenzim katalizli reaksiyonlarda da

yaygindir.

1.1.3. Kovalent kataliz
Niikleofilik ve elektrofilik olmak iizere iki tip kataliz vardir. Proteolitik enzimlerle
proteinlerin kesilmesi niikleoflik katalize bir 6rnektir. Bu reaksiyonlarda daha az reaktif

amit baglar serin veya sisteinin niikleofilik saldirisiyla ¢ok daha reaktif olan ester veya



tiyoester baglaria doniisiir. Elektrofilik kovalent kataliz substrat1 aktiflestirmek i¢in bir

schiff bazi igerebilir.?

1.1.4. Komsu grup etkisi

Enzim katalizli reaksiyonlarin verimliligi enzim substrat kompleksinin yapisina
baghdir. Molekiili¢ci bir islem icindeki herhangi bir etkilesim 1.3 bagintisinda
belirtildigi gibi entropiden dolay1 daha az enerji gerektirir. Bu molekiilleraras1 etkilesim
ile karsilastinldiginda 55-59 kJ/mol kadar bir enerji farkina tekabiil eder. Dolayisiyla
bu da ortalama hizin 10° kat artmasina karsilik gelir3. Molekiili¢i hiz sabitinin (birinci

mertebe) molekiillerarasi hiz sabitine orani etkili molarite olarak tanimlanir.

AG*=AH*-TAS* (1.3)

1.1 denkleminden

k=(KT/h)exp(-AG*/RT) exp (AS* /R) (1.4)

elde edilir.

1.2. Kovalent olmayan baglanma ve tamima islemleri modelleri

DNA-protein, protein-protein, enzim-substrat gibi pek ¢cok biyolojik sistem kovalent
olmayan baglanma ile olusur. Bu baglanma islemleri hidrojen bagi, Coulombik, van der
Waals, yiik transferi ve hidrofobik etkilesimleri igerirler. Yukarida da anlatildigi gibi
enzim katalizli reaksiyonlar serbest aktiflesme enerjisini diisiiriir, ve ayrica temel ve
gecis halinde enzim ve substrat arasinda bir tanima isglemi saglar bu da segicilige yol
acar. Baglanma etkilesimi ortamdaki iki molekiiliin yarismali etkilesiminden daha

giiclidiir.

E.nH,O + S.mH,0 <«— ES.pH,0 +(m+n-p)H,O 1.5)



1.2.1. Elektrostatik Etkilesim

Iki yiiklii tiiriin etlilesiminden meydana gelen enerji denklem 1.2’de belirtilmistir ve bu
enerji ortama baglidir. Enzimatik reaksiyonlarda bu etkilesimin kantitatif katkisini
hesaplamak zordur. Ciinkii enzimler homojen sistemler degildirler ve tek bir fazda
bulunmazlar. Onlar oldukca cesitli polarliktaki mikro cevrelere sahiptirler. Yiizey
cevreleri ¢ok polar olabilir ve hidrokarbon zincir bolgesi de olduk¢a hidrofobiktir.
Elektrostatik etkilesimde enzim ve substrat arasindaki komplekslesmenin gerceklestigi
yer hidrofobik bir ortam ve ¢6ziicii molekiillerini de iceren hidrofilik bir kataliz yerine

sahip olabilirler.

1.2.2. Hidrojen Bag

Hidrojen bag1 bir yiike sahip kovalent bagli hidrojen atomu ile, diger bir atom {izerinde
bulunan ortaklanmamis elektron cifti arasindaki zayif elektrostatik etkilesim olarak
tanimlanabilir. Hidrojen baglar1 hidrojenin F, O, N ve gibi elektronegatiflikleri yiiksek
atomlara bagli oldugu zaman olugabilir. Crown eterler hidrojen baglar ile amin tuzlar
ve amino asitlerle ¢cok kararli kompleksler (5) olustururlaur.4 Crown eter (6) CDCl3-D,0
karisiminda organik fazda amino asit tuzlarimin D-enantiyomeriyle enantiyosegici

kompleks olusturur.’




Hidrojen baglarinin molekiiler tanimindaki 6nemine ise Hamilton ve arkadaglar

tarafindan onerilen iki model (7 ve 8 ) gtisterilebilir.ﬁ’7

Q 0 L O
H & 4 d_ H

= oo “o~--—' o7

Model 7°de CDCl5’teki birlesme sabiti 6x10* M iken %35’lik THF ilave edildiginde bu
640 M e diiser ve DMSO’ da baglanma gozlenmez. Model 8’in %5’lik THF-DMSO’
de birlesme sabiti 5x10* M iken buna %25°lik D,0 ilave edildiginde bu 480 M""e

diiser.

1.2.3. Hidrofobik Etkilesim

Bir hidrofobik etkilesim bir molekiiliin sulu fazdan organik faza yonelimi olarak
tamimlanir. Hidrofobik etkilesimin olusumunu tercih eden iki etken vardir, pozitif
entropi ve negatif entalpidir. Enzim substrat kompleksinde entropide bir artis beklenir.
Ciinkii substrati cevreleyen ve enzimin aktif merkezinde bulunan ve iyi organize olmusg
su molekiileri baglanmayla bulk ¢6ziiciiye gecer ve dolayisiyla entropi artar. Enzimin
aktif merkezinde bulunan ve c¢iplak dipollere sahip gruplarin komplekslesme ile
substratin gruplariyla etkilesmesi sonucu entalpide negatif bir artis gdzlenir. Entropideki
artma ve entalpideki azalma komplekslesme ile sisteme enerji kazandirir ve bu enerji iki

molekiilii bir araya getirmek i¢in gerekli olan enerji i¢in harcanir.



1.3. Host Tarafindan Etkilenen Reaksiyonlarin Kinetigi
Bir guest (substrat) bir host ile tersinir bir kompleks olusturursa 1.6 denklemi

yazilabilir.

KS khost
Host +S =— Host.S Uriin (1.6)
s —Km__ o {Uriin (1.7)

Host olmadig1 durumda substrat reaktivitesi 1.8 esitligiyle verilir.

hiz = ky,[S] (1.8)

kun Ve knog strastyla hostun bulunmadigi ve bulundugu reaksiyonlar i¢in birinci mertebe
hiz sabitidir ve Ks denge sabiti (veya ayrisma sabitidir). Eger host substrat ile
molekiiler bir kompleks olusturursa hiz 1.9 denklemiyle ifade edilir.

h1z= kyn[S] +kca[Host.S] 1.9

Substrat ve host arasindaki denge sabiti 1.10 denklemiyle verilebilir.

Ks= [S][Host]/[Host.S] (1.10)

[S] ve [Host] substrat ve host konsantrasyonudur. Hostun toplam konsantrasyonu,
[Host],=[Host]ee+[Host.S] daha sonra 1.9 esitligi 1.11 esitligini vermek iizere yeniden

diizenlenebilir.

kobszkun[KS] + kcat[HOSt]o/KS + [HOSt]o (111)

knost>kyn 1se host molekiilii bir hiz artisina sebep olacak ve host konsantrasyonuna karsi
kobs icin elde edilen grafik Michaelis-Menten bagintisinin benzeri olacak. Eger knos<kun
ise hiz host tarafindan inhibe edilecek. Hostun bulundugu ortamdaki reaksiyonlarda
limit hiz kjm=kco[Host.S] esitir. [Host]>>[S] ise biitiin hostun substrata baglandini

belirtir.



1.4. Supramolekiillerin enzim modeli olarak katalizi

Son yillarda enzim gibi davraniglar sergileyen sentetik katalizorlerin arastirmalart

8-11 14-23

12,13 .
’ miseller, crown

yapildi. Bunlar arasinda yayginca polimerler,
19,33-37

peptitler,

24-31 38-44

eterler, siklodextrinler, ve Calixarenler, enzimatik model olarak kulanildi.
1.4.1. Enzim modelleri olarak miseller

Miseller, surfaktant molekiillerinin bir araya gelerek olusturdugu kiimelerdir. Bazen
yiizey aktif maddeler veya deterjanlar olarak da adlandirilan miseller polar hidrofilik
(lipofobik) ve apolar hidrofobik (lipofilik) kisimlar i¢eren amfilik maddelerdir. Temel
olarak sulu c¢ozeltilerde toplanarak olusma yetenegindeki surfaktantlar RX tipi
molekiilerdir. R, 8-18 arasinda karbon iceren diiz bir hidrokarbon zincirinden olusan
hidrofobik kisimdir. X, polar bas kisim; anyonik, katyonik, zwitteriyonik, iyonik-

olmayan olmak iizere asagidaki sekilde siiflandirilabilir.*

CH3(CH,), 0S8035 Anyonik
CH3(CH;),N"(CHj3)3 Katyonik
CH;3(CH,),N"(CH3),-(CH»),OSO;3" Zwitterionic
CH;(CH,),-Ar-O-(CH,CH»0),-H Iyonik-olmayan

Misellerin ~ sekilleri  genellikle  kiireseldir. ~ Fakat  yiiksek  deterjan
konsantrasyonlarinda c¢ubuk, boru, laminar gibi sekilleri alabilir. Kiiciik koloidal
parcacik veya misellerde apolar kisim polar ¢oziiciiden ayr bir yere yonelirken, polar
veya iyonik bas kisim misellin yiizeyinde (bulk coziicii) ¢oziicii ile etkilesim halinde
bulunur.*®

Misellin hiz iizerindeki etkisi uzun zamandan beri bilinmektedir.*’ Fendler ve
Fendler kimyasal doniisiim hiz1 {izerinde misellerin etkisini genis bir sekilde gahstl.48
Ayrica misellerin kimyasal etkinlik iizerindeki etkileri ve misellerin yapisinin da etkisi
ele alind1.

Misel cozeltilerinin katalitik 6zelikleri kesfedildikten sonra pek ¢ok bilim insani

fonksiyonel surfaktantlar1 sentezlemeye ve onlart enzim modeli olarak kullanmaya
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basladilar. Katalitik islemlerde kullanilan miseller tiyol, oksim, hidroksil, imidazol gibi
asit/baz ve niikleofik fonksiyonel gruplar icermekte olup bunlarla biiyiik hiz artislart
gozlendi. Bununla birlikte fonksiyonel gruplarin agilasyonu reaktif olmayan ara iiriinler
verir ve deagilasyon basamagi genelikle yavas olup, enzimlerde gozlenen turn-over
islemi gbézlenmemektedir. Az olmamakla beraber stereosegicilik gozlenen drneklere de
rastlanmaktadur.*’

Sulu fazdaki misellerin etkinligi ile ilgili caligmalar miselle bagli substratin
boyutunun belirlenmesinde substrat hidrofobitesinin onemini gosterdi. Ornegin, cok
hidrofilik bir substratin reaksiyonu, yeteri miktarda ilave edilen surfaktanttan
etkilenmez. Fakat buna karsin aym kimyasal 6zeliklere sahip hidrofobik substratlarda
biiyiik etkiler gbzlemlenmistir.so
Katyonik ve notral miseller arasindaki reaksiyon hizi anyonik miseller tarafindan
hizlanirken, katyonik miseller tarafindan inhibe olur. Buna karsin anyonik ve notral
miseller arasindaki reaksiyon hizi katyonik miseller tafindan hizlanirken, anyonik
miseller tarafindan inhibe olur. Bazi durumlarda iyonik olmayan reaktantlar ve iyonik
olmayan miseller arasindaki reaksiyonlarda bir hiz artis1 gozlemlenir. Miseller ile
iyonik reaktantlar arasindaki hiz artisi ve azalmast Koloumbik etkilesim olarak
belirtilir. Fakat hiz artmasina ve azalmasina neden olan kuvvetler ile notral molekiiller
arasindaki reaksiyonlarda misellin yarattig1 etkiyi tahmin etmek zordur. %0
Rina Shifman ve arkadaslar, notral ve pozitif yiiklii esterlerin hidrolizi {izerinde
misellerin etkilerini incelediler, ve bunun i¢in 5 tane dipollar ve 3 tane betain benzeri
miselleri ile calisildi . Bu sekiz misel dokuz farkli ester ile karsilastirildi ;
CioHy N (CH3),ZBr, Z = 3-(p-nitro benzoiloksi)eti (CPNBA), Z = 3-(p-
nitrobenzoiloksi)propil (HCPNBA), Z = (2,4-dinitrofeniloksikarbonil)propil (DNPDE");
p-nitrofenil asetat (PNPA) ; p-nitrofenil hegzanat (PNPH) ; p-nitrofenil dekanoat
(PNPD) ; 2,4-dinitrofenil asetat (DNPA) ; 2,4-dinitrofenil dekanoat (DNPD) ; ve desil
p-nitrobenzoat(DPNBA). Bu calisma PNPA, PNPH ve PNPD’nin hizlarimin misell
varliginda azaldigi ve premisellerin konsantrasyonunun artmasiyla artigim gosteren
ikinci hiz sabitine uydugu bulunmustur. Ayrica betain benzeri misellerinin substratin
hidrolizi iizerinde hiz azaltici etkisi bulunmustur. Bu etkinin zwitteriyonik misellin

karboksilat anyonu ve reaksiyon bolgesinin durumuna bagli oldugu bulunmugstur
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2. DENEYSEL KISIM
2.1. GIRIS

Miseller, polar hidrofilik ve apolar hidrofobik gruplar iceren amfifiliklerin iyi organize
olarak olusturduklart kiimelerdir. Bazen yiizey aktif maddeler, surfaktantlar ve
deterjanlar olarak adlandirilirlar. Polar kisim ¢oziicii ile etkilesim halindeyken apolar
kisim c¢oziiciiden ayr bir yere yonelir. Surfaktantlarin coziiciileri sefaftir ve 15181
dagitirlar.

Kiral misel sistemler genelde enantiyosegici kinetik tanimlamalar i¢in kullanilir,
ve gercekte coziicii ile misellin ¢ok spesifik olarak etkilesim halinde oldugu
bilinmektedir. Iki enantiyomere sahip bir ¢oziicii kiral bir misel ile cok farkli bir sekilde
etkilesime girebilir. Ve bu da segi¢ilige neden olur.

Bu calismada kiral bir misellin (Dodesil (1-hidroksimetil propil) dimetil amonyum
bromiir) dizaym1 ve bunun kiral esterlerin hidrolizindeki stereosecici katalitik etkisi

hedeflenmistir.

2.2. Materyal

Calisma esnasinda kullanilan kimyasallar istenilen saflikta olup gerekli firmalardan elde
edildi. Su destillendi ve gazdan arindirildi. (R/S)-3-fenilbiitirik asit Fluka firmasindan
satin alindi. p-Nitrofenol Merk firmasindan temin edildi.

Dodesil (1-hidroksimetil-propil) dimetilamonyum bromiir, asagidaki yontemler ile
R-2-Amino-1-biitanol’den yola ¢ikilarak iyi bir verimle elde edildi. Sentezlenen biitiin

maddelerin NMR’lar1 Bruker AV 400 markali NMR cihaziyla alindi.

2.3. Sentez

2.3.1.(R)-2-Dimetilamino-1-biitanol : 25 mL saf sudaki R-2-Amino-1-biitanol (0.2
mol) ¢ozeltisine %37’lik formaldehit (0.44 mol) ve %98’lik formik asit (1 mol) ilave
edildi. Reaksiyon karistmi 5 saat boyunca oda sicaklifinda karistirildi. Daha sonra
reaksiyon sicakligi 95 °C’ye yiikseltilerek reaksiyon 18 saat boyunca geri sogutucu
altinda 1s1tildi. Karisim oda sicakligina sogutulduktan sonra 2 M’lik potasyum hidroksit
(100 ml) ile pH’s112’ye ayarlandi. Cozelti dietil eter (3x100) ile ekstrakte edildi.

Organik ¢o6ziicii uguruldu. Kalan kisimdan iiriin vakumda destillendi. (15.8g ve % 65
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verim, 0.1 atm, kn.84°C). [a]= -4.7° (35.7°C), ¢ 1.0 (saf su ) 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) : 60,70(3H, t, , J= 7,70, -CH3) ; 60,92, 61,4(2H, m, CH,) ; 62,11(6H, s, -NMe,)
; 2,26(1H, m, CH); 6 3.10(2H, t, J=10,06 -CH,0OH); 63.40(2H, q, J=5,20, -CH,OH).

CH,O/HCO,H
—_—

©)
T

OH

|

Z,
e
- ALLIDNE

M62

2.3.2. (R) -Dodesil (1-hidroksimetil-propil) dimetil amonyum bromiir : 2-
Dimetilamino-1-biitanol (0.02 mol) ve 1-bromododekan (0.02mol) 25ml’lik bir balona
alindi1 ve bu karisim susuz ortamda 40 saat boyunca geri sogutucu altinda 1sitildi. Elde
edilen karistm oda sicakligina geldikten sonra olusan katinin rengi acgilana dek
dietileterle dekante edildi. Kalan kisim etilasetat-kloroform karisiminda
kiristallendirildi. (6.3 g ve % 86 verim en. 51°C). [a]= -3.2° (36.2°C), c1.0 (saf su )
'H NMR (400 MHz, CDCl3) : & 1.1 (3H, t, J=7.07, -CHs) ; & 0,84 (3H, t, J=6.93, CH):
0 1.75 (25H, s, CoHas) : 81.95, 2.01 (2H, m, CHb) : 6 ;3.25 (6H, s, N(Me),) : 6 ;3.35
(2H, d, J=8.03, CH,OH) : 6 ; 3.64(H, m, -CH) : 6 ;4.24 , 4.21(2H, d, J=13.9, -CHuN ): §;

5.02(H, s, J=12.172, OH) .

C12H25BI'
A, 40 saat _
MezN >T+ BI‘

CioHos

2.3.3. p-nitrofenil-(R veya S)-3-fenilbiitanoat: Buz banyosundaki 25ml’lik bir
balondaki 10 mL etil asetata R- veya S-3-fenilbutanoik asit (0.003mol) ve p-nitrofenol

(0.003 mol) konuldu. Karigtma bir huni yardimiyla yavag yavas
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disiklohegzilkarbodiimit (DCC) ilave edildi. Karisim iki saat boyunca buz banyosunda
karigmaya birakildi. Daha sonra bir gece boyunca oda sicakliginda karistirilmaya devam
edildi. Elde edilen karigimdaki ¢oken disiklohegzil iire siizge¢ kagidindan filtre edilerek
uzaklagtirildi. Siiziintiiye 50 ml diklorometan ilave edildi ve sirasiyla %5’lik sitrikasit,
2 N’lik KHCOs; c¢ozeltileri ve su ile birka¢ defa yikamp organik ¢oziici MgSOy
tizerinden kurutuldu. Coziicii vakum altinda uguruldu ve kalan kisim siklohegzanda
kristallendirildi. (% 67 verim, en.59-61°C) R- [a]p=-18.3 (35.1°C) ve S- [a]p=60.8°
(36°C) ¢ 1.0(asetonitril). '"H NMR (400 MHz, CDCl3,) : & 1.44 (3H, d, , J=6,94 Hz, -
CH3) ; 6 2.9 (2H, m, - CH,COOArNO,); 6 3.43 (1H, m, -CHCH3) ; §7.06- 8.23 (4H, d,

J=8,93 Hz, H-NO,) ; & 7.346(m, 5H).

OH
Ph o Ph o
M —_pbee M
OH + EtOAc OAr-4-NO,
NO,

2.4. Metot :

pH’s1 10.232 (0.1 M KHCO;3; ve 0.25 M KBr) olan iki tampon ¢o6zelti hazirlandi.
Tampon ¢ozeltilerden biri misel icermezken digeri 2x10”M misel icerdi. Misel
icermeyen tampon ¢ozeltiden yaralanarak misel iceren tampon c¢ozeltinin
seyreltilmesiyle 0 - 2x10”°M araliginda misel iceren tampon ¢ozeltiler hazirland.
Ayrica 1mM misel iceren ve icermeyen (0.1M KHCOj3 ve 0.25M KBr) farkli pH’larda

cozeltiler hazirlandi. Hazirlanan tampon ¢ozeltilerin pH’s1 NaOH ve HCl kullanilarak
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ayn1 degerde olmas1 saglandi. Tampon ¢ozeltilerin pH’lart BDH tamponlar ile kalibre
edilen bir Metler toledo kombine elektrodu ile bir Radiometer Jenway 3010 pH metresi
yardimiyla ol¢iildii.

Absorbans ol¢iimleri sicakligi termostatla ayarlanabilen hiicre kompartmanina sahip
Shimadzu 160 UV/Vis marka spektrofotometre ile yapildi. Kompartiman hiicreye
yerlestirilen 3 mL tampon c¢ozeltiye asetonitrildeki 10uL’lik substrat numunesi (son
konsantrastonu 3x10° M olacak sekilde) bir plastik cubuk yardimiyla birka¢ defa
karistirilarak ilave edildi.

Kinetik veriler zamana karst p-nitrofenil-3-fenilbiitanoatin hidrolizinde aciga ¢ikan p-
nitrofenolatin 400 nm’deki absorbansinin dlciilmesiyle elde edildi.

Yalanci birinci mertebe hiz sabitleri zamana kars1 dlciilen absorbans degerlerinden elde
edilen degerler, A; = Ax-(Aw-Ap) X exp(-kf) denkleminden lineer olmayan baginti
kullanilarak PC Pentium IV iizerinde isleyen GraphPad Prism 4.0 versiyonu yardimiyla

hesaplandi.

3. SONUCLAR

Biitiin kinetik veriler cok iyi yalanci birinci mertebe grafiklerini verdi. Bunlardan biri
Sekil 2.1°de verilmistir. Iyi bir hiz sabiti elde edebilmek icin reaksiyonlarm % 90 ninin
izerinden tamamlamast i¢in gerekli siire kadar bekletildi.

Substratin ¢ozeltide agrigasyonunu onlemek icin substratin konsantrasyonuna karsi hiz
olciildi ve 5x107%- 107 araliginda konsantrasyonla hizin degismedigi goriildii. Veriler
Tablo 2.1°de verimistir. Substratin hidrolizine pH’a etkisi de hem misel varliginda hem
de olmaksizin incelendi. Elde edilen kinetik bulgular Tablo 2.2 *de verilmis olup, bunlar

Sekil 2.2 *de gosterilmistir.
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Misel konsantrasyonunun esterlerin hidrolizi iizerindeki etkisi pH’nin 10.232 ve
sicakligin 25°C’de oldugu sartlarda 6lgiildii. Kinetik veriler Tablo 2.3 ve Sekil 2.3’te
sunulmustur.

Bu veriler her bir enantiyomer i¢in kullanilarak kops= kun[Ks] + kca| Misel]o/Ks+[Misel]
denklem yardimiyla kinetik ve termodinamik parametreler ky,, ke ve Ks degerleri
lineer olmayan baginti kullanilarak hesaplandi. Degerler Tablo 2.4’de verilmistir.
Ayrica miselin her bir enantiyomerin hidrolizine iligkin gecis hallerinin baglanma

sabitleri denklem 1.12 yardimiyla hesaplandi. Bulgular Tablo 2.4’ verilmistir.

Krs=kunKs /keat (1.12)

4. TARTISMA

Miseller farkli mikrocevrelere sahip makro yapilariyla proteinlere benzemekte ve cesitli
kimyasal transformasyonlar bu farkli mikrogevrelerde gerceklesmektedir.”' Dolayisiyla,
reaksiyonlarin hangi mikrocevrede gerceklestigi onemli bir arastirma konusudur. Polar
siibstitiient etkisi caligmalariyla bu soruya basarili cevaplar verilmektedir.’> SDS ve
CTAB varliginda imidazolun siibstitiie fenil asetatlarla verdigi reaksiyonun temel hal ve
gecis halinin farklt mikrogevrelerde yer aldigi tespit edilmistir.®> Temel halde nétral
olan hidrofob karekterde olan siibstitiientlerin misellerin hidrofob kisimlarina (lipofilik)
baglanirken, gecis hali ise daha ziyade iyonik karakterde olmasi nedeniyle daha polar
“Stern” fazda yer aldig1 6ne siiriilmiistiir.

Calisilan esterlerin de bu tiir davranislar sergileyecegi ve dolayisiyla ozellikle gecis
hallerinin Stern fazda gerceklesmesi beklendigi i¢in buradaki kiral gruplardan dolay1

sterik etkilesimlerin yardimiyla enantiyomerik diskriminasyona ugrayacagi beklendi.
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Diskriminasyonun ileri diizeyde saglanmasi i¢in 6zellikle reaksiyonun gecis halinin
miselde “sik1” baglanmasi gerekmektedir. Iki enantiyomer arasindaki 2 kcal/mol ™" lik
bir fark yaklasik olarak % 98’lik bir ee’ takabiil etmektedir. Bu calismada kullanilan
modellin beklenen diizeyde katalitik etkinlik gostermesine ragmen stereoseciciligi,
diger bir degisle enantiyomerik diskriminasyonun istenilen diizeyde olmamasi gecis
halinin miselle “gevsek” baglanmasina veya baglanma yerinin kiral merkezden uzak
olmasina baglanabilir (Tablo 2.3 ve Sekil 2.3’e bakiniz.)

Dikkat edilirse misel tarafindan katalizlenen reaksiyonun birinci mertebe hiz sabitleri R
ve § i¢in smrasiyla 8.317 s ve 8357 sdir. Bu da katalizlenen reaksiyonun
katalizlenmeyenle karsilastirildiginda 8 kat fazla etkili oldugu bilinmektedir. Bu deger
literatiirle mukayese edilebilir seviyededir. Etkinligin diger bir ol¢iitiide tanimayida
icerecek sekilde ikinci mertebe hiz sabitiyle, k../Ks, Olciilebilir ve bu deger R ve S
icin sirasiyla

0.902 s'M™,1.68 s"M ™" dir. Bu degerden faydalanarak miselin diskriminasyon etkisi %
30 ee olarak hesaplandi.Bunun da kayda deger bir biiyiikliikte oldugu 6ne siiriilebilir.
Substratin  kendi  kendisiyle istiflenmesini Onlemek i¢in diisik  substrat
konsantrasyonlarinda ¢alisildi. Bundan emin olmak i¢in etkinligin substrat
konsantrasyonuna bagimliligi ¢alisildi. 5x10°-107 araliginda etkinligin substrat
konsantrasyonuna bagli olmadig tespit edildi. (Tablo2.1’e bakimiz). Yiiksek pH’larda
N*CH,CH,OH ihtimalinin etkinlige etkisini anlamak i¢in misel varliginda farkli
pH’larda substratin hidrolizi incelendi ve pH= 11.216’dan sonra muhtemelen misellin
iyonlagsmasiyla olusan ziwitteriyonun yiiksek derecede etkinlik gdstermesinden dolay1

hiz Slciillemedi. (Tablo 2.2 ve Sekil 2.2’ye bakiniz).
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5. TABLO VE SEKILLER

S.1.TABLOLAR

Tablo.2.1 (R)-p-nitrofenil-3-fenilbiitanoatin farkli konsantrasyonlardaki pH 10.232 ve

25°C’deki hidrolizine iliskin yalanci birinci mertebe hiz sabitleri.

[S-esterx10'6], uM kobsx10'3, st
1 11.56

2.5 10.89

3 9.62

5 9.94

10 10.05

Tablo.2.2. (R)-p-nitrofenil-3-fenilbiitanoatin misel varliginda ve misel olmaksizin

farkli pH ve 25°C’deki yalanci birinci mertebe hiz sabitleri.

pH konsx107, s kobsx107 50
10,192 1.98
10,232 1.07
10,401 1.47
10,701 6.87
11,216 7.24
11,317 25.3
11,562 47.2
12,101 61.6

a) 1 mM Misel varliginda

b) Misel olmaksizin
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Tablo.2.3. R ve S esterin pH 10.232 (0.1 M KHCO; ve 0.25 M KBr ) ve 25°C’deki

hidrolizlerine iligkin yalanci birinci mertebe hiz sabitlerinin misel konsantrasyonuna

bagimlhilig.
kobsx10°, s
[Misel] x10° S-ester R-ester
0 1.16 1.01
0,5 1.15 1.00
1 1.76 1.70
2 4.93 4.81
2,5 5.77 5.78
3 6.48 6.60
4 6.79 6.40
5 6.99 6.87
6 7.55 7.50
7.5 7.41 7.40
10 7.66 7.65
15 7.98 7.65
20 7.66 8.00

a) Yalanc1 birinci mertebe hiz sabiti



Tablo.5.2.4. Tablo 2.3’teki verilerden, kons=kun[Ks] + kealMisel]o/Ks

denklemi kullanilarak hesaplanan kinetik ve termodinamik parametreler.

19

+ [Misel],

kur1 kcaty s KS’ kcat/K& S>l
Substrat g1d 1o mM°® M4 Krs mm®
4.3x10°
a S-ester 1,10 8.357 3 1.68 0.566
) 3
R-ester 1,10 8.317 8x10 0.902 1.06

a) Katalizlenmemis reaksiyon i¢in birinci mertebe hiz sabiti.
b) Katalizlenmis reaksiyon i¢in birinci mertebe hiz sabiti.

¢) Misel ve ester arasindaki kompleksin ayrigsma sabiti.

d) Katalizlenmis reaksiyon i¢in ikinci mertebe hiz sabiti.

€) kunKs ke’ den tiiretildi
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5.2. SEKILLER

0.2

Absorbans
0000000000000 0
COOOCOOO0OO0OO0OO0O = = b cd e ed ek =k =k N)

v v v v v v v v v | ]
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
zaman, s

Sekil.2.1. (R)-p-nitrofenil-3-fenilbiitanoatin 5x10” misel varhiginda pH 10.232 ve
25°C’deki hidrolizine iligkin kinetik zamana kars1 Slgiilen p-nitrofenolatin 400 nm’deki

absorbans degerleri.
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-1.00+

-1.25- -

-1.504

-1.75+

-2.00+

-2.254

LOg kObS! 5-1

-2.504

-2.754

-3.004

-3.254

-3.50 T T

)
10.0 10.5 11.0 11.5 12.0 12.5
pH

Sekil.2.2. (R)-p-nitrofenil-3-fenilbiitanoatin misel varliinda (dolu iicgenler) ve misel
olmaksizin (dolu Kareler) farkli pH’larda ve 25°C’deki yalanci birinci mertebe hiz

sabitleri.
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"0 5.1

e
(=]

L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) L) ]
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
[Misel], mM
Sekil.2.3. R ve S esterin pH 10.232 (0.1 M KHCO; ve 0.25 M KBr ) ve 25°C’deki
hidrolizlerine iliskin yalanci birinci mertebe hiz sabitlerinin misel konsantrasyonuna
bagimhiligi. Veriler denklem kghs=kun[Ks] + kca[Misel]o/Ks + [Misel], uyarlanmis olup

1.0 mM’a kadar olan degerler hesaplamalara katilmamistir. Ag¢ik kareler S estere ve

kapali cemberler ise R estere ait verilerdir.
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