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OZET
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Enantiyomerik saf maddeler endiistrideki konumu itibariyle giiniimiiz arastirmacilarinin
ugras alanlarindan biridir. Enantiyomerik saflikta elde edilen kiral alkoller endiistride biiytik
bir yere ve oneme sahiptir. Prokiral ketonlarin enantiyomerik¢e zengin sekonder alkollere
indirgenmesi sonucu enantiyomerik saflikta kiral madde {iretimi lizerine ¢aligmalar 6nem
kazanmustir.

Bu ¢alismada prokiral ketonlarin biyoindirgenmesiyle endiistride cesitli alanlarda kullanilan
optikce aktif kiral sekonder alkoller elde edildi. Dort farkli bakteri susu kullanilarak prokiral
ketonlarin asimetrik indirgenmesinde biyokatalizor olarak degerlendirildi. Bu suslar
arasindan Weissella paramesenteroides N7°nin ketonlara karsilik gelen alkollerin
indirgenmesinde en uygun biyokatalizor oldugu belirlenmistir. Reaksiyon kosullari,
indirgeyici madde i¢in, yiiksek enantiyoselektiflik ve doniisiim gdsteren bu biyokataliz igin
sistematik olarak optimize edilmistir. Weissella paramesenteroides N7 ile 1-(4-metoksifenil)
propan-1-on (1r)’nin asimetrik indirgenmesi, (R)-1-(4-metoksifenil)propan-1-ol (2r) >%99
enantiyomerik agirilik ve %94 verimle elde edildi. Weissella paramesenteroides N7’nin
miikemmel verim ve enantiyosecicilige sahip kiral karbonil bilesikler elde etmek icin
biyokatalizor olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Bu metod hafif ve g¢evre dostu
yontem ile biyolojik 6neme sahip sekonder kiral alkollerin sentezi i¢in umut vaat eden ve
alternatif bir yaklagim gerektirmektedir.

2019, 87 sayfa
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ABSTRACT

MS Thesis

ASYMMETRIC REDUCTION OF PROKIRAL KETONES WIiTH WEISSELLA
PARAMESENTEROIDES BiOCATALYST

Caner TOZLU

Bayburt University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Departmant of Food Engineering

Department of Food Engineering
Supervisor : Assoc.Dr. Engin SAHIN

Enantiomeric pure substances are one of the fields of interest of today's researchers in the
industry. Chiral alcohols obtained in enantiomeric purity have a great place and importance
in industry. As a result of the reduction of prochiral ketones to enantiomerically rich
secondary alcohols, studies on the production of chiral substances with enantiomeric purity
have gained importance.

In this study, optically active chiral secondary alcohols which are used in various fields in
the industry have been obtained by biotransformation of prochiral ketones. Four different
lactic acid bacteria strains were used as biocatalyst in asymmetric reduction of prochiral
ketones. Among these strains, Weissella paramesenteroides N7 was found to be the most
suitable biocatalyst for the reduction of alcohols to ketones. The reaction conditions are
systematically optimized for this biocatalysis with high enantioselectivity and conversion for
the reducing agent. Asymmetric reduction of 1- (4-methoxyphenyl) propan-1-one (1r) by
Weissella paramesenteroides N7, (R) -1- (4-methoxyphenyl) propan-1-ol (2r)> 99%
enantiomeric excess and% 94 yields. Weissella paramesenteroides show that N7 can be used
as a biocatalyst to obtain chiral carbinol with excellent yield and enantioselectivity. This
method requires a promising and alternative approach to the synthesis of biologically
important secondary chiral alcohols by a light and environmentally friendly method.

2019, 87 pages

Keywords : Chirality, Asymmetric synthesis, Biocatalyst, Chiral alcohols, Enantioselective
reduction, Ketone, Weissella paramesenteroides
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1. GIRIS
1.1 Kiralite

Kiral kelimesinin Yunanca’da el anlamindaki cheiros sozciigiinden gelmektedir.
Ayna gorintiisiiyle st liste ¢akisik olmayan bir nesneye kiral denir (Tiiziin, 1994).
Kiral molekiil ve onun ayna goriintiisii arasindaki iliski enantiyomerik iliski olarak
ifade edilir. Ayna goriintiisii ile st iiste ¢cakisan nesnelere ise akiral nesneler denir
(Solomons, 2000).

H;C CH,
(R (s

Sekil 1.1 Kiral bir molekiil olan Limonen'in ayna goriintiisii

Molekiillerin kiralligi nispeten basit moklekiiller iizerinden gosterilebilir. Ornegin;
bromokloroflorometan molekiiliindeki karbon atomuna dort farkli grup baglanmistir.
Bu molekiiliin ayna goriintiileri birbiriyle ¢akismaz (Sekil 1.2). Merkezdeki ksrbon
atomu stereomerkez olarak kabul edilir. Birbirinin ayna goriintiisii olan bu yapilardan
biri polarize 15181n1n diizleminde saga dogru, digeri sola dogru donmesini saglayan
iki optik izomerdir, yani enantiyomerlerdir. Kiral karbon atomlarindan gozlenen
disimetri molekiiliin optikge aktifligini belirler (Sheldon, 1993).



Sekil 1.2 Kiral bir bilesigin iki farkli enantiyomerik yapisi

Bu kiral yapilar enzim ya da reseptér molekiillerdir. Iyi bilinen bir gdzlemle bazi
maddelerin farkli koku ve tatta olmalaridir (DauBmann, 2006).

1.1.1 Enantiyomerler ve Ozellikleri

Enantiyomerler, molekiil veya bir nesne ile 0 molkiiliin ayna goriintiisii olan ve iist
tiste gakisik olmayan stereoizomerlerdir. Baska bir deyisle kiral bir objenin her iki
formu enantiyomerler olarak adlandirilir. Kiral molekiiller R ve S olmak iizere iki
enantiyomere sahiptirler. Enantiyomerlerden birisi polarize 1sik diizlemini saga (+),
digeri sola (-) ¢evirir (Sekil 1.3). Enantiyomerlerin genellikle fiziksel ve kimyasal
ozellikleri aynidir. Ayn1 kaynama noktasi, erime noktasi, yogunluk ve ¢evirme agisi
biiylikliigiine sahiptirler. Enantiyomerler, kristalizasyon, ekstraksiyon, distilasyon
gibi yontemlerle ayrilamazlar. Enantiyomerler, diizlem polarize 15181 esit agida ancak
zit yone g¢evirirler (Tiiziin. 1994). Bu durum, enantiyomerlerin biyolojik etkilerininde
birbirinden farkli olmasina neden olmaktadir. Enantiyomerlerden biri biyolojik
aktiviteye sahip iken digeri toksik etki gosterebilmekle beraber, diger enantiyomerin
etkisinide yok etme egiliminde olabilmekte ve istenmeyen safsizlik olarak
nitelendirilmektedir. Bundan dolay1 enantiyomerik saflikta {iriin elde edilebilmesi
biiyiik bir 6nem tagimaktadir. (Celebi vd, 2006).
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Sekil 1.3 Karvonun enantiyomeri

1.1.2 Optike¢e Aktiflik

Isik igerisinden gectigi zaman rezonans diizlemini degistirebilen maddeler optikce
aktif madde olarak isimlendirilirler. Bu madde organik yapida veya inorganik yapida
bulunabilirler. Omek verilecek olursa; kuvars, Kalsit, aragonit vb. mineral maddeler
ile dogal laktik asit, malik asit vb. ¢esitli organik yapidaki bilesikler bu nitelikleri
gosterebilmektedirler ve polarize 1s1@inin rezonans diizlemi iizerinden gegerken
belirli bir derecede saga dogru ya da sola dogru ¢evirebilirler. Yalniz bu 6zelligine
bakilacak olursa, bu iki bilesigin aralarinda 6nemli olgiide bir fark vardir. Bu
Ozelliklere sahip olan inorganik yapidaki bilesiklerin yalniz kristal yapilariin
ozellikleri ile alakalidir. Ornegin; eritilmis ya da bir ¢oziicli icerisinde
¢ozlindiriilerek maddenin kristal olan yapisi degistiginde o maddenin &zelligi
kaybolur. Oysa optikge aktiflik 6zellikleri organik yapidaki bilesiklerin, molekiil
yapilarina bagh oldugundan dolay1 kristal yapilarmi etkilemez. Optikge aktif olan
organik yapidaki bir bilesik eritilirse, bir ¢oziicli igerisinde ¢oziilse ya da buhar
haline getirilmis olsa bile bu 6zelligi kaybetmezler (Tiiziin, 1994).

(1) 3 H(l}
H( 3
4 \\\ [ } ‘::‘.:-'-'
(H,; (<t CHyCH3 CHCHz i gﬁl
) @ /
CH3 CH3
(5)-(+)-2-Biitanol (R)-(-)-2-Biitanol

Sekil 1.4 2-Biitanol molekiiliiniin enantiyomerleri



1.1.3 Rasemik Karisim

R ve S enantiomerlerini esit miktarda igeren karisgimlar rasemik karigim ya da
rasemat olarak adlandirilir. Rasemik karisimlar optikge aktiflik gostermezler ¢linkii
polarize 15181 biri saga cevirirken digeri sola cevirirerek polarize 151k diizlemindeki
net degisim sifir olur (Morrison-Boyd, 1966). Farmakolojik olarak kiral bilesiklerin
sentezlenmesi rasemik karisim seklindedir. Farmasotik sanayide onemli rolii olan
Kiral maddelerin enantiomerler farkli etkiler gosterebilmektedirler. Biri istenen
Ozellige sahipken diger enantiomer istenmeyen Ozellik gdosterebilmektedir.
Istenmeyen o6zellik gosteren enantiomer zararli etki gdstereceginden dolayr %1
seviyelerine kadar disiiriilmesi istenir. Farmasotik sanayinde, gida, biyokimya
endiistrisi agisindan optikce aktif olan tek enantiyomerli bilesikler tercih
edilmektedirler (Tiiziin, 1994). Diinya genelinde iiretimi yapilmig 5000 kayith ilacin
tigte birlik kismi1 hem dogal iiriin hem de bu maddelerin kimyasal modifikasyonu ile
elde edilen maddelerden olusmaktadir. Bu molekiiller rasemik veya enantiyomerik
saflikta bulunabilirler. Kiral olmakla beraber dogal molekiillerden elde edilen

ilaglarin ¢ogunda rasemik karisim sekline degil tek bir enantiomer olarak iiretilirler
(Babaarslan, 2008).

_—
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Sekil 1.5 1982'den once kullanilan kiral ilaglarin tek enantiyomer veya rasemat
seklinde kullanimi



Gegmis yillarda rasemik halde satilan ilaglarin ciddi yan etkiler olusturdugu
bilinmektedir. Bu konuya 6rnek verilebilecek en carpict 6rnek Thalidomide ilacidir.
Bu ilag 1957-1960 yillar1 arasinda hamile bayanlarin mide bulantisi, kusma gibi
rahatsizliklariin ¢oziimii i¢in piyasaya siiriilmiistiir. 1960 y1l1 ve sonrasinda bu ilaci
kullanan bayanlarin ¢ocuklarinda fizyolojik bozukluklar meydana geldigi
gbzlemlenmistir. Sonrasin yapilan calismalarda goriilmiistiir ki Thalidomide’in R
enantiomerinin bulanti ve kusmayr Onleyici etki gosterdigi belirlenitken S
enantiomerinin ise fizyolojisi bozuk ¢ocuklarin meydana gelmesine yol agtig1 tespit
edilmistir (Ananthanarayanan vd, 1993). Goriildiigii gibi aktif enantiomeri tespit
ederek enantiomerik saflikta ila¢ tliretmek ve istenilen aktiviteyi gostermeyen
enantiomerin meydana getirecegi olumsuzluklar1 ve yan etkilerin 6niine gegmek ¢ok
biiylik 6neme sahiptir (Tiiziin. 1994).

(R)-(+)-Talidomid (S)-(-)-Talidomid

Sekil 1.6 Talidomid'in yapisi

1.2 Asimetrik Sentezin Onemi

Bitki ve hayvan yasaminda 6nemli rol oynaya kiralite ayn1 zamanda tarim, ilag ve
kimya endiistrisindede hayati bir 6nem sahiptir. Enantiyomerik olarak saf bilesiklerin
hazirlanmasi, enantiyomerlerin farkli aktivite gosterebilme yeteneginden dolayr bu
sektorler agisindan oldukga talep goren bir vazife haline gelmistir (Sanchez vd, Busto
vd, Fernandez vd, Malpartida vd ve Gotor vd, 2011). Asimetrik organik senteze ve
analitik ayirma teknolojisinde yasanan gelismelerin, ila¢ endiistrisi ekseninde
rasemattaki her enantiyomerin farmodinamik ve farmokinetik &zelliklerinin
arastirilmasina yeni boyutlar kazandiracagi gayet acgiktir. Farkli farmakolojik
aktivitelerinin dogal sonucu olarak toksik etkileride farklilasmaktadir. Kiralitenin
ilaca kazandirdigi biyolojik ve farmakolojik 6zellikler, kiral ilaglarin global
farmasoétik pazarda onemli bir gii¢ haline gelmistir (Arroniz ve Escolano, 2012).



1.2.1 Asimetrik Sentez

Asimetrik sentez yonteminde baslangi¢ maddesi bir prokiral yani kiral bir madde
olmadigindan dolay1 enantiyomerik olan bir iiriiniin elde edilmesinden dolay1 teorik
verim %100 olabilmektedir ve bu da kinetik rezoliisyona iistiinliik
saglayabilmektedir. Tepkimenin ve enzimin tek olmasi derasimizasyona gore
tistiinliilk saglamaktadir. Kinetik rezoliisyon, asimetrik sentez ve derasemizasyon
yontemlerinin karsilastirilmasi sekildeki gibi goriilmektedir (Sekil 1.7).

Kinetik Rezoliisyon Asimetrik Sentez Derasemizasyon
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Sekil 1.7 Kinetik rezoliisyon, asimetrik sentez ve derasemizasyon yontemleri (R,S:
Substrat enantiyomerleri, PQ: Urilin enantiyomerleri, A: Prokiral veya mezo
baslangic maddesi

1.3 Enantiyomerik Olarak Saf Bilesiklerin Sentez Yontemleri

Ziraat veya eczacilik alanlarinda kullanilan kiral yapidaki molekiiller genelde
karmagik yapilarinin yaninda ¢ok fonksiyonlu yapilarida bulunmaktadirlar ve ¢ok
basamakli sentez yontemleriyle tiretilebilirler (Ghanem et al, 2004).

Baslangic noktasina gore enantiomerik saf madde elde etmek igin {i¢ farkli yontem
vardir. Stereose¢imlilik sentez metodu, kiral havuz bilesikleri olarak isimlendirilen
kiral baslangi¢ substrati ve kimyasal veya akiral bilesiklerle gerceklestirilebilirler
(Ghanem — Aboul Enein, 2004).
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Sekil 1.8 Enantiyomerik saflikta bilesiklerin elde edilme yontemleri

1.3.1 Stereose¢imli Sentez

Kiral havuz bilesikleri olarak isimlendirilen baslangi¢ substrati, kimyasal veya
biyolojik olan kiral ayirict ve kiral ¢gevreden yaralanilarak akiral olan bilesikleri ile
birlikte gerceklestirilebilir.
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Sekil 1.9 Sterosecimli sentez

1.3.2 Rasemat Rezoliisyonu

Rasemat rezoliisyonu enantiyosaf bilesigin elde eldilmesi icin uygulanan bir
yontemdir. Rezoliisyon, bir rasem bilesigin enantiomerlerine ayrilmasi islemidir. Bu
yontem i¢in kristallendirme olmak iizere c¢esitli fiziksel ve kimyasal metotlar
gelistirilmstir.  Rasematlarin  rezoliisyonu tercihli kristalizasyon, diastereomerik
tuzlarin kristalizasyonu, kinetik rezoliisyon ve kromotografi yontemi olarak dort
basamakta gerceklestirilirler (Sekil 1.10).
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Sekil 1.10 Rasemat rezoliisyonu i¢in metotlar

1.3.2.1 Tercihli Kristalizasyon

Endiistriyel boyutlarda yapilan ¢alismalara bakilacak olursa bu yontem ¢okga tercih
edilip, kloramfenikol ve o-metil-L-dopanin sentezleri G6rnek olarak verilebilir.
Konglomerat miktarlari esit olan enantiyomerlerin kristal yapilarinin mekanik olarak
karismindan elde edilir. Rasematlarin tiimiiniin %20’den daha azi konglomerat
oldugu i¢in avantaj saglayadig1 soylenememektedir

1.3.2.2 Diastereomer Kristalizasyon

Rasemik haldeki bir bilesik optikg¢e aktif olan baz enantiyomerinin ve onun tuzu elde
edildiginde olusan tuzlara diastereomer tuzlart adi verilir. Bu tuzlar enantiomer degil
diastereomer tuzlaridir ve ¢oziiniirlikkleri ve fiziksel 6zellikleri birbirinden farklidir.
Ayrilma islemi uygun bir ¢oziiciide kristallendirme yapilarak gerceklestirilir ve
ayrilmis olan bu tuzlar mineral asitle birlikte etkilesime sokularak asidin anyonu
proton alarak serbest hale doniisebilir. Diastereomer tuzlarini olusturabilmek igin
optikce aktif katt maddeler ve bazlar dogal bilesikler kullanilir ve tiirleri olduk¢a
fazladir.

1.3.2.3 Kromatografi

Kolon kromatografisi kullanilarak gergeklestirilen bu yontemde optikge aktifligi olan
kat1 haldeki maddeler (sakkaroz, glikoz, laktoz gibi sekerler) kolon dolgusu olarak
kullanildiginda, kolon igerisinde rasemik halde bulunan bilesigin ¢ozeltisi gegirildigi
zaman giiclii olan enantiyomer tutulur ve rezoliisyon gergeklesir. Yapilan islemde



kolon yeteri kadar uzun ise biriken ¢ozelti igerisinde enantiyomerlerin yalniz bir
tanesi yer alir. Kolon igerisinde tutulmus olan ikinci enantiyomerde farkli bir ¢oziicii
yardimiyla ortamdan alinabilir (Sheldon, 1993).

1.3.2.4 Kinetik Rezoliisyon

Kinetik rezollisyon yontemi iyi sonu¢ vermesinden dolayi kiral girdiyle kimyasal
veya biyokimyasal katalizor yardimi ile iki enantiomerinde tepkimelerinde verdigi
hizlarin birbirinden farkli olusuna baglhidir. Kiral girdi, biyokatalizor (enzim veya
mikroorganizma) veya metal kompleksler, asit veya bazlar kullanilabilir. En yaygin
olan1 rasemik bilesiklerin kinetik rezollisyonu lipazlarin katalizledigi dontisiim
tepkimeleridir. Rasem karisimdaki Iki enantiomer arasindaki ayirimi yapan lipaz
enzimidir ve enantiomerlerden birinin digerine gore daha hizli {irine donistimiini
saglar (Ghanem et al, 2004).

Uygulamalarimin yaygin olmasina ragmen kinetik rezoliisyonun endiistriyel boyutta
birgok dezavantajida bulunmaktadir (Faber vd, 1999). Bunlar;

- Teorik verim %50’yi gecememektedir.

- Déniisiim %50 oldugunda tepkime sona erdirilmelidir.

- Kalan substratin iiriindan ayrilmasi zor olabilmektedir. Ayirma islemi
gerceklestirilirken klasik yontemlerin kullanilmasi yerine, kromatografik
yontemlerin kullanilmasi gerekmektedir.

Rasemattan tek bir izomerin elde edilmesi rezoliisyon tekniklerine alternatif olarak
oldukca avantajlidir. Bu yontem derasemizasyon olarak isimlendirilmektedir.
Derasemizasyon prosesinde tepkimeye hizli giren enantiomer {riinii olustururken,
tepkimeye yavas giren enantiomer ise diger enantiomer azaldik¢a rasemizasyon ile
diger enantiomere doniismektedir. BOylece ortamdaki iki enantiomerde (iiriine
dontisebilmekte ve teorik doniisiim %100 olabilmektedir (Tiiziin, 1994).

1.4 Kiral Sekonder Alkollerin Onemi

Organik molekiil sentezinde ketonlarin asimetrik indirgenmesi en O6nemli siiregtir.
Enantiomerik haldeki saf alkoller, asimetrik sentezin temel yapi tasidir. Prokiral
ketonlarin asimetrik sentez sonucu indirgenmesiyle kiral alkoller olusmaktadir.
Sekonder alkollerin gliniimiizde ilag sanayisi basta olmak iizere bir¢ok alanda dnemli
derecede kullanimi, kiral alkollere olan ilgiyi arttirmistir (Wanda ve Agnieszka,
2004).

Optikce aktif kiral maddeler 6nemli ilaglarin ve dogal {iriinlerin sentezinde
kullanilmaktadir (Cohen ve Silverberg, 2002). Biyolojik a¢idan onemli olan bu
allkoller bircok molekiiliin sentezlenmesinde hammadde olarak rol almaktadirlar.
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Optikge aktif kiral alkoller 6nemli ilaclarin (antidepresan, antibakteriyel ozellige
sahip ilaglar, antidepresan 6zellikli ilaglar, antiviriitik ilaglar, potasyum kanal agicilar
ve bz1 kalp ilaglarr) ve dogal iiriinleri sentezleyebilmek igin kullanilirlar. Ornegin;
sentezlenmis olan kiral alkoller, R-denopamin, L-klorpromazin, R-atomoksetin ve S-
fluoksetin gibi bilesiklerde Kiral ilaglarin ana maddesi olarak kullanilmaktadir
(Kataoka vd, 2003). R-fenillefrin (Legnani ve Morandi, 2016), S-orfenadrin
(Wujkowska vd, 2016) ve (+)-NPS-R-568 (Cohen ve silverberg, 2002; Joy vd, 2006;
Nagano,2006) (Sekil 1.11) gibi bilesiklerde optik¢e aktif saf sekonder alkollerden
elde edilen farmakolojik agidan aktif bilesiklerdendir (Sahin,2017a).

N '

OH - CHs
H
HO N 0 .
H
(R)-fenilefrin (S)-orfenadrin (+)-NPS-R-568

Sekil 1.11 Baz1 farmasétik bilesiklere 6rnekler
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Kiral Sekonder Alkollerin Elde Edilme Yontemleri

Ilaglarm optikge aktif enantiosegici olarak iiretilebilmesi i¢in kiral ajan olarak
biyokatalizor veya kemokatalizor kullanilabilir (Ghanem ve Aboul-Enein, 2004).
Cogunlukla tek enantiomerli iretim sagladiklarindan dolayr enzim veya
mikroorganizmalarin katalizor olarak kullanilmasi biyolojik katalizorleri kapsayan
caligmalar gilin gectikce artmaktadir.

Kimyasal katalizorlerin bazi dezavantajlart bulunmaktadir. Bunlar; zayif segicilige
sahip olmalari, ¢evreye zararli toksik metal kullanimi, sert reaksiyon kosullari,
tepkime esnasinda olusan yan iirlinlerin fazla olmasi, diisiik donilisiim orani ve
maliyetlerinin fazla olmasidir (Hage vd, 2001). Asimetrik indirgenme
reaksiyonlarinda kullanilan biyokatalizorler, kimyasal Kkatalizorlere gore daha
avantajlidir.

Biyokatalizorlerin kimyasal katalizorlerle karsilastirildiginda ki avantajlart;

- Genellikle daha verimlidirler
- Secicilik karalilik ve aktivitelerini artiracak sekilde modifiye edilebilirler
- Daha segicidirler
- Iliml reaksiyon kosullarina sahiptirler
- Cevre dostudurlar
Dezavantajlari

- Substrat veya lirlin inhibisyonuna duyarlidirlar

- Cozict genellikle sudur

- Enzimler dogada tek bir enantiomerik formda bulunurlar

- Enzimler alerjik reaksiyonlara neden olabilirler (Faber, 1997).

Biyokatalizorler tepkimelerin ger¢eklesmesini olduk¢a hizlandirir. Mikroorganizma,
bitki, hayvan ya da bunlardan izole edilen enzimler gibi biyokatalizdler yeniden
tiretilebilirler ve yapilart dogal oldugu i¢in kullanim sonrasinda dogaya zarar
vermeden kolayca ayrisabilirler (Nakamura vd, 2003). Bundan dolayida cevre
dostudurlar. Istenmeyen izomerizasyon ve bozunma gibi yan tepkimeleri nlerler.
Bolgesel spesifiklige sahiptirler (Wu vd, 1999). Enzimatik bir tepkime sonucunda
enantiomerik olarak saf bilesiklerin asimetrik sentez yontemi kullanilarak tiretilmesi
biyokatalizérler i¢in ¢ok basarili olan bir uygulamadir. Biyokatalizorlerin
tepkimelerde sagladig1 avantajlar ise yiiksek derecede bolgesel ve stereosecimliligi,
¢ok yonli oluslari, 1lmli tepkime kosullarina sahip olduklaridir (Faber, 2000).
Substrat veya iiriin iiriin inhibisyonuna sahip olduklarindan dolay1 su i¢eren ¢ozeltiler
igerisinde reaksiyonlarin gergeklestirilebilmesi ciddi dezavanataj olarak diistiniiliiyor
olsada yanlis kan1 ve onyargi oldugu ortaya ¢ikmustir (Faber, 1997; Rozzell, 1999).
Biyokatalizorlerin sahip olduklar1t 6zelliklerin  tiimii protein ve metabolik
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miithendisligi metotler1 ile istenilen reaksiyon kosullarini saglamak i¢in uygun hale
getirilebilir (Johannes vd, 2005).

Prokiral ketonlarin biyoindirgenmesi indirgenmesiyle ilgili yapilan calismalar1 3
gruba ayirabiliriz. Bunlar;

- Saf enzimler

- Mikroorganizmalar

- Bitki ve hayvanlarin kiiltiire edilmis hiicreleridir (Tiizlin, 2005).
Biyokatalizorlerin  biyotransformasyon reaksiyon tiirleri ile gergeklestirdikleri
indirgenme  tepkimeleri; biiyliyen hiicreler, tutuklanmis hiicreler, 6nceden
blyiitiilmiis hiicreler, ¢ok fazli sistemler, immobilize hiicreler ve serbest ve

immobilize enzimlerle olmak iizere alt1 farkli yontemle gergeklestirilebilir
(Telefoncu, 1995).

Biiyiiyen hiicreler ile biyotransformasyon: Mikrobiyal kiiltiirler ile bitki veya hayvan
hiicrelerinin biiylime ortamlarinda gergeklestirilir. Burada gergeklesmesi beklenen
tepkime kosullarina en uygun ortamin segilmesi ¢ok Onemli bir asamasidir.
Hiicrelerin iiremesi gerceklestigi esnada substratin katilmasi i¢in en uygun zamanin
belirlenmesi ve iireme sartlarinin optimize edilmesi verim ve olusacak olan {iriiniin
optikge saflik derecesini etkileyebilmektedir (Telefoncu, 1995).

Tutuklanmig hiicreler ile biyotransformasyon: Tutuklanmis hiicreler kullanilarak
gerceklestirilen biyotransformasyon serbest hiicrelerle gergeklesenle kiyaslandiginda
daha kararli isletme olanagina sahip olduklar1 bilinmektedir. Tutuklanmis olan hiicre
tepkimeni gerceklestigi ortamdan rahatca uzaklastirilabilir ve tekrar kullanilabilir.
Hiicre ortamda tutunabiliyorsa biyotransformasyon siirekli gerceklesebilir. Burada
iriiniin olusum hiz1 ¢ok yiiksek, inhibisyon etkisi ise en azdir. Bdylece
biyokatalizoriin tepkime ortamindaki kararlilg1 ve yiiksek etkinligi korunmus olur.
Bu yontemde ek maliyet getirisi ve difiizyon kisitlamalar1 dezavantajdir (Telefoncu,
1995).

Onceden biiyiitiilmiis hiicreler ile biyotransformasyon: Mikroorganizmay1 standart
kosullar altinda c¢ogalttiktan sonra santrifiij, filtrasyon ya da biyokiitle gibi
yontemlerde biri kullanilarak ayrilirlar. Ayrilmis olan bu hiicreler daha sonra substrat
iceren optimum pH’daki bir destek ¢ozeltisinde ya da su ile siispansiyon haline
getirilerek gergeklestirilir (Telefoncu, 1995).

Cok fazli sistemler ile biyotransformasyon: Suda ¢oziiniirliigi diisiik olan
substratlarin yiiksek derisimlerinde ¢alisilir. Boylece tepkimenin dengesi substratin
ve lrlintin fazlar arasindaki farkli dagilimiyla degistirilir. Yine tepkime dengesi su
aktivitesine bagli olarak degisim gosterebilir. Substrat ve iirlin inhibisyonu diisebilir.
Biyokatalizér ya da {irlinlin ortamdan uzaklastirilabilmesi oldukca kolaydir.
Mikroorganizmanin ortama bulasama riski cok diisiiktiir. Biyokatalizorlerin daha
kararli olmalarindan dolay1 tepkime hiz1 yiiksektir (Telefoncu, 1995).

Immobilize hiicreler ile biyotransformasyon: Mikroorganizmalar
biyotransformasyonun gerceklesebilmesi i¢in izin veren polimer bir matriks (alginat,
seliiloz, nisasta, poliakrilamid vb.) icerisine tutuklanarak substrat ve iiriin olusumu
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saglanir. Immobilze hiicreleri istenildigi zamanda ortamdam uzaklastirabilmek
kolaydir ve tekrar tekrar kullanimi miimkiindiir. Bu yontem kesiksiz prosesler i¢in
uygun bir yontemdir (Telefoncu, 1995).

Serbest ve immobilize enzimlerle biyotransformasyon: Immobilize hiicrelerin
kullanim1 daha ekonomik olsa da ¢ok basit yapil1 bir hiicre binlerce enzimi i¢erinde
bulundurdugu igin istenilmeyen yan reaksiyonlar olusabilir. Bunun sonucunda da
reaksiyon ortaminin {rinleri ile Kirletilmesi olabilmektedir. Bu durumu ortadan
kaldirabilmek i¢in biyotransformasyonu katalizleyen enzimin kullanilmas1 gereklidir.
Enzimlerin pahali olusundan dolay1 serbest enzim yerine c¢esitli yOntemler
kullanilarak elde edilen immobilize formlarinin kullanilmasi biiyiik bir ekonomik
avantaj saglar (Telefoncu, 1995).

Enzim molekiilii biiyiikk olsa bile substrat sadece aktif olan bolgeye baglanir ve
dolayisiyla tepkime bu merkezde gerceklesir. Bu 6zellik enzimin seciciligide icende
olmak iizere katalitik bircok 6zelligini etkileyen bir fenomendir.

Uluslararas1 Kimya Birligi Enzim Komisyonu enzimleri, katalizledikleri veya etki
ettikleri genel reaksiyon tiplerine gore 6 sinifa ayirmislardir (Faber, 1996). Bu enzim
smiflandirilmasi Cizelge 2.1°de goriilebilmektedir (Tiiziin, 2005).

Cizelge 2.1 Enzimlerin siniflandirilmasi

GRUP TEPKIME
1. Oksidorediiktazlar Indirgenme/Y iikseltgenme
2. Transferazlar Grup veya molekiil transferi
3. Hidrolazlar Hidroliz
4. Liyazlar Substrattan grup uzaklastirma, ¢ift baglara katilim
5. izomerazlar [zomerlesme
6. Ligazlar ATP enerjisi kullanilarakmolekiillerin birlestirilmesi

Asimetrik indirgenme reaksiyonlarinda kiral alkol elde etmek i¢in biyokatalizor
olarak alkol dehidrogenaz (ADH) enziminin kullanilmasiyla prokiral keteonlarin
biyoindirgenmesiyle gerceklestirilir. Alkol dehidrogenazlar (ADH) oksidorediiktaz
sinifina giren enzim grubudur. Indirgenme yiikseltgenme tepkimelerini katalizlerler.
Substrat araliginin genis olmasinin (alkoller, dioller, aldehitler, ketonlar, esterler)
yani sira enantiosegiciligide yiiksektir. Alkol dehidrogenazlar (ADH) aktivitelerini
kofaktor varliginda gerceklestirebilirler. Tepkimenin ilerlerken iirlin olusmaya
basladiginda kofaktér yeni bir sekle doniisiir. Saf alkol dehidrogenazlar
kullanildiginda, tepkime devam ettikce kofaktor biteceginden dolayr tepkime
ortamina kofaktor ilavesi yapilmasi gerekmektedir. Kofaktorlerin pahali olmasindan
dolayr bunlarin rejenerasyonlart gerekmektedir. Bu sayede kofaktdr rejenerasyonu
yapildigindan dolayi saf enzimlerle caligmak ekonomik olabilir (Faber, 2000). Ancak
enzim yerine biyokatalizor olarak mikroorganizmalarin kullanilmas1 maliyeti diisiik,
kararli ve yiiksek verimli olmalarinin yani sira daha kolay elde edilmeleri ¢ok daha
fazla avantajlidir. Bundan dolay1 organik materyallerin sentezi amaciyla ¢evreden
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mikroorganizmalarin izolasyonu iizerine giderek artan bir ilgi bulunmaktadir (Kira
vd, 2009).

Literatiirlerde saf enzimler ve mikroorganizmalarin biyokatalizorliiglinde asimetrik
indirgenme reaksiyonlar1 sonucu ketonlardan kiral alkollerin  sentezinin
gerceklestirildigi birgok arastirma yapilmistir.

Patel vd. (2004), calismalarinda mikroorganizma olarak, Candida, Hansenula,
Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces, Sphingomonas vd. hiicreleri ile 2-bromo-4-
floro asetofenonun mikrobiyal indirgenmesini incemislerdir (Sekil 2.1).

F Br | Br

ikt o orgatizma

A
Y

O OH

Sekil 2.1 2-bromo-4-floro asetofenonun mikrobiyal biyoindirgenmesi

Indirgenme tepkimeleri, kesikli sistemde, 28 °C, 250 rpm’de, 10 mL hacimde (100
mM potasyum fosfat tamponu, pH 7) %20 w/v yas hiicre (0.02 g/mL), 1.5 g/L
substrat ve 25 g/L glikoz ilave edilerek, 24 h ger¢eklestirmislerdir.

Bu sartlarda mikroorganizmalarla gerceklestirilen indirgenme tepkimelerinden sonug
olarak ¢ikan % doniisiim ve enantiomerik asirilik degerleri ¢izelgede gosterilmistir

(Cizelge 2.1).

Cizelge 1.2 2-bromo-4-floro asetofenonun mikroorganizmalar tarafindan
indirgenmesi

Mikroorganizma % doniisiim % ee (S-alkol)
Candida sonorensis SC 16117 100 99
Candida guilliermondi SC 13861 100 99
Candida boidinii SC 13821 100 97
Candida utilis SC 13983 99 99
Candida parapsilosis SC 16346 98 97
Rhodotorula glutinis SC 16267 100 99
Hansenula fabianii SC 13894 94 99
Hansenula polymorpha SC 13824 100 99
Hansenula saturnus SC 13829 100 99
Nocardia salmonicolor SC 6310 100 99
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Pichia anomala SC 16142 100 99

Pichia methanolica SC 13860 100 99
Pichia pinus SC 13864 100 99
Pichia stiptis SC 13863 99 99
Pichia capsulata SC 16306 100 99
Pichia silvicola SC 16159 99 99
Sphingomonas paucimobilis SC 16113 100 99
Saccharomyces cerevisiae SC 13902 93 99

Cizelge 2.2°de goriildiigii gibi Candida, Hansenula ve Pichia’nin tiirleri yiiksek
doniisiim (%99-100) ve S-alkol igin yiiksek enantiosegimlilik (ee>99%) géstermistir.

Mandal vd. (2004), optik¢e saf kiral maddelerin enantiomerik sentezi tarimda
kullanilan kimyasallarin iiretilebilmesinde ya da yeni ilaglar1 gelistirebilmek igin
taleplerin  artmasiyla  birlikte  blyiik ilgi  gosterdigini  belirtmislerdir.
Biyotransformasyonun, kofaktor ilavesine ihtiyag duyulmadan tiim mikrobiyal hiicre
kullanilarak uygun bir yontemin oldugunu belirtmislerdir. Calismalarinda, farkli
funguslarla asetofenon ve tiirevlerinin  enantiosecimli  biyoindirgenmesini
incelemislerdir. Yapilan ¢alismada enantiosecimlilik (%93.5) diinlistimii (%85) en
uygun olan Trichothecium sp.ve sonrada Aspergillus oryzae NCIM 649 ile
enantiose¢imlilik (%81.5) ve doniisiim (%100) oldugu goriilmiistiir (Cizelge 2.2)

Cizelge 2.3 Farkli funguslarla asetofenonun biyoindirgenmesi (Cso= 8 mM, pH= 6,
T=28 °C, N=200 rpm)

Fungus t,h %oee ve konf.% % doniisiim
Fusarium oxysporum NCIM 1282 42 72, S 100
Verticillium AAT-TS-3 48 41, R 78
Fusarium sp. NCIM 1075 24 51, R 25
Fusarium sp. NCIM 1075 48 67,R 100
Aspergillus oryzae NCIM 649 48 81, R 100
Trichothecium sp. 72 93, R 85

Mandwal et al. (2004), ¢ogalan 1slak ve tutuklanmis Saccharomyces cerevisia ve
Zygosaccharomyces roixii hiicreleri ile fenilasetil karbonil {iretimi {izerinde
incelemeler yapmislar. 1-hidroksi-1-fenil-2-propanon olarak da isimlendirilen L-
fenilasetil karbonil (L-PAC) ticari olarak kimyasal sentezin ara triiniidiir. Bunlar
maya kiiltiirleriyle benzaldehitin biyotransformasyonuyla endiistriyel boyutta tiretilir
(Sekil 2.2). Diger mayalarla karsilastirma yapildiginda Saccharomyces ve Candida
tirlerinin en etkili biyokatalizorler olarak L-PAC {iretimini gergeklestirdikleri
belirlenmistir (Tripathi et al, 1997).
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Benamldkdhi Pirinvat RPALC
Sekil 2.2 Benzaldehit ve piriivatin R-PAC'ye biyotransformasyonu

Martinez et al. (2000) tarafindan B-bloker halohidrinlerin sentezlenmesinde
kullanilan a-haloketonlarin  mayanin katalizliginde asimetrik indirgenmesini
arastirmiglar (Sekil 2.3). Verim ve ee lzerine etkili olan ¢ok c¢esitli proses
parametreleri incelenmistir. Islak hiicrelerle, cogalan hiicreleri yiiksek enantiyomerik
asirilik ve verime sahip olarak elde edilmistir. 1-kloro-3-propan-2-ol’iin Yarrowia
lipolytica 1240 islak hiicreleri ile gerceklestirildiginde %99 enantiyomerik asirilik ve
%87 verim ile S-formu elde edilirken, Pichiae mexicana 11105 islak hiicreleriyle de
%95 enantiyomerik asirilik ve %85 verim ile R-formunu elde etmistir. Asimetrik
Indirgenme prosesinin bagka a-haloketonlara uygulandigi zaman enantiyomerik
asiriligin daha diisiik oldugunu gdsteren sonuglar bulmuslardir.

K-'T- /\H/\K mava \A /\l/‘\

o CiH

Sekil 2.3 a-haloketonlarin maya katalizli indirgenmesi

Kurbanoglu vd. (2010), asetofenon ve tiirevlerinin asimetrik indirgenmesini
kalsiyum alginata tutuklanmig Rhodotorula glutinis ile ¢alismislardir. Tepkimeyi
kesikli sistemde gergeklestirmislerdir. Tepkimeyi igin 100 mM (tris tamponu), pH 8,
%4w/v glikoz (222mM) igeren bir ortam hazirlamislardir. Asetofenonu, derisimi 1
mM olacak sekilde tepkimenin gerceklesecegi ortama ilave etmislerdir. Sicakligin,
pH’nin ve tepkime siiresinin etkisini incelemislerdir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4 Tutuklanmis hiicrelerle asetofenonun biyoindirgenmesine sicaklik, pH ve
stirenin etkisi (Cso=1 mM, t= 12 h)

T,°C % Doniisiim % ee (S-alkol)
25 34 99
30 40 99
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35 29 99
pH % Doniisiim % ee (S-alkol)
4 20 90
5 30 96
6 36 >09
7 44 >99
8 54 >09
9 50 98
t,h % Doniisiim % ee (S-alkol)
18 96 99
24 100 99

Cizelge 2.4’te de goriildiigii gibi indirgenme igin en iyi sonuglar 30 °C, pH 8 (tris
tamponu), tepkime siiresi 24 h oldugu elde edilmistir.

Tutuklanmis hiicrelerin tekrar tekrar kullanilabilirlikleri incelenmis ve kesikli
sistemler i¢in 15 kez tekrar kullanilabilecegi belirtilmistir. Bu sonugla elde edilen
Kiral alkollerin tiimiiniin %99 ee S-enantiomer oldugu belirlenmistir.

Matsuda vd. (2004), bu ¢alismada Geotrichum candidum fungusu ile SK-CO;’nin
bir¢ok ketonunun asimetrik indirgenmesini incelemistir (Sekil 2.4).

F Q Feotrichum candicdim F H
tutuklantug hicre

Y

SK-CO,

Sekil 2.4 o-floroasetofenonun asimetrik indirgenmesi

Tepkimenin gerceklestirilecegi ortam sulu oldugundan dolayi, {iriin sulu fazdan
ekstrakte edilmelidir. SK-CO; kullanilmas: triiniin ortamdan rahatca kazanilmasi
icin avantaj saglamaktadir. SK-CO; ortaminda, 10 MPa (100 bar)’da o-
floroasetofenonun  (S)-1-o-florofeniletanole indirgenmesini 17 saat boyunca
incelemisler. Tepkimenin siiresi arttik¢a, doniisiimiin arttigin1 ve 12 saat sonunda
%81 doniisiim elde etmislerdir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4 SK-CO, ortaminda biyoindirgenen ketonlar

Substrat % Doniisiim % ee Konf.

O

@/‘\ 51 99 S
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81 99 S

]
R@)‘\ 53 99 S

(@]
Vg'\ 11 97 S

Q

O)K»F 96 96 R

@]
@/‘K 22 99 S

0
@,\)\ 61 98 S

SK-CO; ortamda c¢alisildiginda, cizelge 2.4’te goriildiigii gibi ketonlarin birgogunda
yilksek ee degerinin elde edildigi belirlenmistir. Burada da gorildiigi gibi
asetofenonun doniislimiiniin %51 olmasina bakilarak diger yapilan ¢aligmalara gore
diisiik bir degere sahiptir.

Chang vd. (2010) calismalarinda biyokatalizér olarak bitkileri kullanmastir.
Indirgenmelerde model substrat olarak olarak asetofenon kullanilmistir. incelenen
biyokatalizorler, elma, havug, salatalik, sogan, patates ve turp’tur (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.5 Asetofenonun farkli bitki hiicreleriyle biyoindirgenmesi (Cso=10 mM,
t=4 giin, T=30 °C, pH 7)

Biyokatalizor % Doniisiim % ee Konf.
Elma (Malus pumila) 40.9 81.5 R
Havug (Daucus carota) 79.2 96.4 S
Salatalik (Cucumis sativus) 55.5 75.8 S
Sogan (Allium cepa) 54.3 73.8 S
Patates (Soanum tuberosum) 51.4 92.1 R
Turp (Raphanus sativus) 82.3 72.8 S
Tath patates (Ipomoea batatas) 43.5 80.2 R

Elma, patates ve tatli patates kullanildiginda (R)-1-feniletanol, diger sebzelerle ise
(S)-feniletanol elde etmislerdir. indirgenme reaksiyonlar1 igin ee ve doniisiim
acisindan en uygun biyokatalizor havugtur. Havug kullanildiginda optimum sartlar,
20 mM substrat derisimi, 50 saat tepkime siiresi, 35 °C sicaklik ve pH 7 olarak
belirlenip %95 ee degerine ve %85 doniisiim degerine ulasmislardir. Bu ¢alismada
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goriildiigli gibi indirgenme tepkimelerinde bitki hiicreleri ile mikrobiyal hiicrelerle
kiyaslandiginda tepkime siiresinin daha uzun oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni
substratin ya da {riiniin bitki hiicresine daha zor difiizlenmesi oldugunu
belirtmislerdir.

Lui vd. (2009), calismasinda biyokatalizor olarak havu¢ ve kereviz koklerini
kullanarak  asetofenon ve tlirevlerinin  enantiose¢imli  biyoindirgenmesini
incelemislerdir. Havu¢ ve kerevizleri daha kolay kiitle aktarimi gergeklesmesi
amaciyla 5x5x2 mm boyutlarinda kiigiilterek tepkimelerde kullanmuislardir. 27 °C, 30
°C, 33°C ve 36°C gibi farkli sicakliklarin etkilerini incelemislerdir. Havug ve
kerevizlerin tepkimeleri sonucunda (S)-1-feniletanol elde etmislerdir. Tepkimenin
gerceklesmesi i¢in en uygun sartlar olarak 33°C sicaklik 8mM baslangi¢ asetofenon
derisimi 28 saat tepkime siiresi olarak belirlemislerdir. Tepkimelerden ¢ikan
sonuclara bakildiginda havug ile %100 doniisiim %99 ee, kereviz ile %97 doniisiim
%99 ee elde etmislerdir.

Andrade vd. (2006), calismasinda farkli bitki koklerini kullanarak asetofenon ve
tiirevlerinin biyoindirgenmesini incelemislerdir. Tepkimeyi, asetofenon derisimini 10
mM, bitki hiicresini 0.25 g/mL kadar igeren sulu ortamda, karistirma hizinin 160 rpm
olarak, sicakliginda 32 °C oldugu ortamda gergeklestirmislerdir. 6 saatte gerceklesen
tepkimenin en iyi sonucunu %91 doniistime sahip olan Arracacia xanthorrhiza ile
elde etmislerdir. Ancak silirenin artmasiyla enantiose¢imliligin  azaldiginm
saptamiglardir. Diger bitki hiicrelerinin tepkime sonuglarina bakilinca doniistimlerin
oldukca diisiik olduklarini belirlemislerdir (Cizelge 2.6).

Cizelge 2.6 Asetofenonun biyoindirgenmesi

Bitki hiicresi t,giin % doniisiim % ee ve Konf.

Allium 3 5 98. S

schoenoprassum 6 5 98.S
Arctium lappa 3 8 8,S
6 21 58, S

Arracacia 3 44 91, S
xanthorrhiza 6 91 66, S
Beta vulgaris 3 65 61, R

6 83 87,R

Brassica rapa 4 4 99, S

6 10 99, S

Dioscorea alata 3 30 94,S
6 47 94, S

Manihot esculenta 3 13 29, R
6 14 31, R

Solanum 3 3 24, R
tuberosum 6 5 7,S

Zingiber officinale 3 8 >08, S

6 8 >08, S
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Aydogan (2012), c¢alisamasinda biyokatalizor olarak Lactobacillus  kefir
mikroorganizmasiyla asetofenon kullanarak asimetrik sentez gerceklestirmistir.
Tepkimenin sonucuna gore biyokatalizoriin (R)-enantiomerinin ¢ok yiiksek
enantiosecimlilege (>% 99) sahip oldugunu belirlemistir. Ancak kofaktor
rejenerasyonuna ihtiyag duyuldugu icin doniisiimlerin diisiik oldugubelirtilmistir.
Yiiksek doniisiimiin ve enantiyose¢imliligin olabilmesi ic¢in tepkime ortamina
kofaktor ilave edilmesiyle gerceklestirmistir.

Kurbanoglu ve arkadaslar1 (2007), ¢alismalarinda Aspergillus niger’e ait 14 susu
toprak Orneklerinde elde etmislerdir. Elde ettikleri ornekleri asetofenonu 1-
feniletanole indirgemelerini incelemislerdir. Test edilen 6rneklerden A.niger EBK-9
Oorneginin indirgenme yapabilmek i¢in en etkili biyokatalizér oldugunu tespit
etmistir. Optimize edilen sartlarda asetofenon tiirevleri % 99 ee saflik derecesinde
optikge aktif alkollere doniistiiriilmiistiir. Yapilan caligmalarda da gorildiigi gibi
asimetrik sentezlerin gercgeklestirilmesinde biyokatalizorler ¢cok Onemli bir yere
sahiptir.

Fatima vd. (2007) 1-asetofenonun biyoindirgenmesiyle (S)-1-(1natftil) etanol tiretimi
i¢in bir maya olan tutuklanmis halde bulunan Candida viswanathii MTCC 5158 ile
gerceklestirmislerdir. Saf enzimlerin maliyetlerinin yiliksek olusundan dolayr ve
kofaktore ihtiya¢ duyuldugu i¢in tiim hiicre kullanimini tercih etmislerdir. Serbest
hiicre  biyokatalizorliiglinde  ketonlarin  indirgenmesinde  hiicrelerin  tekrar
kullanilabilmesi ve geri dongiiniin ¢ok zor olusundan dolayr tutuklanmis olan
hiicrelerle calisilmasi avantaj saglamaktadir. Calismalarinda serbest hiicrelerle olan
dontistimlerini %76 olarak elde etmisler ve tutuklanmis hiicreler kullanildiginda
doniisiimiin daha diisiik bir degere sahip oldugunu gérmiislerdir. Ancak tutuklanmis
hiicreler serbest hiicrelere gore daha kararhidir. Calismalarinda farkli tutuklama
matrisleri; kalsiyum alginat, k-karragenan, poliakrilamid, agaroz’u incelemislerdir.

807 mm % Déniisiim
g 60t
3
o
E
o 40"
[=]
#
201 I
0 f + f t -
Alginat Karragenan  Akrilamid Agaroz Serbesthicre
(2%) (4%) (10%) {6%)

Sekil 2.5 Farkli tutklanma matrislerinin doniisiim ve tutuklama etkinligine etkisi
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Biyoindirgenme i¢in uygunlugu en 1iyi olan kalsiyum alginat oldugunu
belirtmislerdir. Optimum kosullari; tepkime siiresi 24 h, pH 9 ve sicakligida 30°C
olarak belirlemislerdir. Subsrat derisimini 0.1-0.5 mg/mL araliliginda incelemislerdir
ve en uygun derisimin 0.2mg/mL oldugunu belirtmislerdir. En uygun ¢oziiciiniin ise
2-propanol (% 2 v/v) oldugunu belirtmisglerdir. 2-propanol kullanilmaya basladiginda
sonu¢ olarak doniisiimiin %16 arttigin1 saptamiglardir. Sonug¢ olarak tutuklanmig
hiicrelerin 12 kez kullanilmastyla aktivitelerini biiylik o6l¢iida koruduklarini
belirtmislerdir.

Temino vd. (2005) ADH enzimi ile kofatoriinii polivinil alkol jelinde tutklayip
kesikli sistem kullanilarak asetofenonun (R)-1-fenil etanole biyoindirgenmesini
incelemislerdir. Asetofenonun ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmasindan dolayi, tepkimeyi
hekzan ¢oziiciilii ortamda gerceklestirmislerdir. Ayrica, tutuklanmig enzimide bir¢ok
farkli substratin (1-fenoksiaseton, 1-benzil-4-piperidon, 1-okten-1-on, 2-asetil-5-
noboren, 3-kloro-2-norbornanon, 5-hekzene-2-on, siklopropil-metil keton, 5-
oksohekznoik asit,  3,4-metilendioksiasetofenon, alfa-tetralon,  3-oktanon)
biyoindirgenmeleri i¢in de incelemislerdir. Kofaktor rejenerasyonunu ¢ift substrat
yontemi (es substrat;2-propanol) ile gerc¢eklestirmislerdir. Enzim aktivitesinin uzun
stire korunabildigini ve termal karaliligmin artirilmasinda enzim tutuklamasinin
avantaj sagladigini belirtmislerdir. Hekzanin ¢oziicii olarak kullanildigi bu sistemde,
lgr tutuklanmis enzim, %5 v/v 2-Propanol, 10mM asetofenon, 168 h ve 25°C’de
%60 dontisiim ve %98 enantiyomerik asiriliga ulagmislardir.

Ayrica calismada, kofaktor rejenerasyonu icin kullanilan 2-propanoliin, ADH’nin
aktivitesini paylasabilmesi igin, sadece 2-propanol tepkimesini Kkatalizleyici etki
gosterebilen ikinci bir enzim (Thermoanaerobium brockii-ADH) kullanmislardir. Bu
kullanimin  tepkime siliresine ve {riin derisimine bir etki etmedigini
gozlemlemislerdir. Bu nedenle, kofaktdr rejenerasyonu gerceklestirildiginde ADH
her iki tepkime i¢inde ortak olarak kullanilmaktadir. Tutuklanmis olan hiicreyi 13
giin boyunca kullanmislardir.

21



Calhismanin amaci:

Indirgenme reaksiyonlarinda katalizorlerin yapilar1 secicilik konusunda &nemli bir
rol oynar. Bu katalizérlin yapis1 indirgenme reaksiyonlarinda kullanilan substratin
yiizeyleriyle degisik hizlarda etkilesmesinden dolay1 enantiomerlerden biri digerine
gore miktar olarak daha fazla olmasina sebep olur. Bu tez ¢alismasi kapsaminda
asetofenon tiirevlerinin asimetrik indirgenmesiyle bir¢ok farmakolojik iiriinliin 6ncii
maddesi olarak kullanilan enantiomerik saflikta kiral alkollerin {retilmesi
hedeflenmistir.

Sekil 2.6 Weissella paramesenteroides N7 ile aromatik ketonlarin asimetrik
indirgenmesi

Bu tez kapsaminda asimetrik biyoindirgenme kapasitesine sahip olabilecek Weissella
paramesenteroides N7 bakteri suslar1 biyokatalizor olarak asimetrik biyoindirgenme
reaksiyonlarinda test edilecektir. Gergeklestirilen reaksiyonlarim sonucunda bu
suslardan en etkin olani ile asimetrik biyoindirgenme reaksiyonunun optimize sartlari
belirlenecek ve bu optimize sartlar altinda degisik prokiral ketonlarin asimetrik
indirgenmesinin gerceklestirilmesi hedeflenmistir.
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3.MATERYAL ve METOD

Model subsrat asetofenon (1a) kullanilarak dort Weissella paramesenteroides N7
susunun bitokatalizor olarak kullanilma kapasiteleri test edildi (Cizelge 3.1).

(@] QH
CH; Bakteri _ CH,
30°C, 48 s,
1a 150 rpm 2a

Cizelge 3.1 Asetofenon'un asimetrik indirgenmesinde en iyi N7 Weissella
paramesenteroides bakteri susunun belirlenmesi

Bakteri® Déniisiim” (%) 9% Verim® % ee®
Leuconostoc mesenteroides N6 96 88 54
Weissella paramesenteroides N7 99 85 64
Weissella cibaria N9 98 90 50
Leuconostoc pseudomesenteroides N13 98 87 50

Reaksiyon Kosullari: Biyokatalizor 100 pl, substrat (Asetofenon) 1mmol, sicaklik: RT, zaman: 48h,
150 rpm

® Biyokatalizor suslarmin karsilastirilmasi
® Déniisiimleri HPLC ile belirlendi
¢ Saflastirilan verim

¢ Kiral OD-H, OD ve AS kolonlar kullanilarak belirlendi.

Cizelge 3.1°de gosterildigi gibi kullanilan suslar (R) ve (S)-fenil etanol (2a)’u
%350°den %64’e degisen enantiomerik Uretimi gerceklestirildi. En iyi asimetrik
biyoindirgenme sonucu Weissella paramesenteroides N7 susu kullanilarak elde
edildi. Bu biyoindirgenme reaksiyonunda %99 doniisim ve %64 gibi bir
enantiomerik asirilik gozlendi. Bu sonuglarin eldesinde sonra en iyi biyokatalizor
Weissella paramesenteroides N7 olarak se¢ildi ve bundan sonra gergeklestirilecek
reaksiyonlarda bu susun kullanilacagi belirlendi.

Gergeklestirilen asimetrik indirgenme reaksiyonlarinda sicaklik, pH, inkiibe siiresi ve
karisma hizi1 gibi parametreleri enantiosegiciligi etkileyen 6nemli parametrelerdir. Bu
nedenle model subsrat asetofenonu kullanarak reaksiyon sartlart optimize edildi.
Belirlenen uygun reaksiyon sartlar1 Cizelge 3.2°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.2 Weissella paramesenteroides N7 bakteri susu kullanilarak asetofenonun
biyoindirgenme parametrelerinin optimizasyonu

pH Sicaklik Inkiibasyon Siireleri Karistirma Hiz

pH Dons ee °C Dons ee Saat Dons ee rom Dons ee
%)"  (9)(%)*™ %)"  (9)(%)™ %)"  (S)(%)* %)"  (9)(%)™

5 985 58 RT 985 74 24 99 88 100 96 66
55 99 64 28 95 30 39 97 64 150 99 88
6 99.5 68 30 96 10 72 92 28 200 99 66
65 985 74 32 96 26
7 98 64
75 996 50

& Substrat 1mmol.
® Déniisiimleri HPLC ile belirlendi.
¢ Enantiyomerik asiriliklar kiral kolon OD-H kullanilarak belirlendi.

d Konfigiirasyonlar literatiirdeki ¢evirme agilart ile karsilastirilarak belirlendi

Kiral sekonder alkolleri elde edebilmek i¢in pH, sicaklik, inkiibasyon siireleri ve
karigma hiz1 gibi parametreleri reaksiyon sartlarini optimize edebilmek basarili sonug
alabilmek i¢in ¢ok Onemlidir (Pereira, 1998). Weissella paramesenteroides N7
bakteri susu kullanilarak model substrat ile pH, sicaklik, inkiibe siiresi ve karisma
hiz1 gibi reaksiyon parametreleri optimize edildi (Cizelge 3.2). Optimize sartlar
belirlemek igin ilk olarak pH’nin enantiosegicilik tizerine etkisi arastirildi. Bakterileri
ilk olarak 10 ml besiyeri (MRS Broth) 100 ul bakteri kullanilarak 1 giin 37°C’de
ongelistirme islemi gerceklestirildi. Sonra bakteri 100ml besiyeri 100 pl bakteri
olacak saekilde genis hacimde 1 giin daha 37°C’de gelistirilme yapildi. Bu islem
tamamlandiktan sonra bakteri karistirictya alinarak 2 saat RT’de 150 rpm’de
karigtirlldi. Sonrasinda pH’lar1 (5-7.5) ayarlandi ve yine 2 saat ayni sartlarda
karistirildi. 2 saatin sonunda ortama 1 mmol substrat (1a) eklendi ve 48 saat boyunca
ayni sartlar altinda karigmaya birakildi. pH enzimin ii¢ boyutlu yapisinda degisime
neden oldugundan secicilik acisindan Onemli bir parametredir. Cizelge 3.2°de
goriildiigii gibi yapilan denemeler sonucunda optimize pH 6.5 olarak se¢ildi. Bu
pH’da (2a) %98.5 donisim ve %74 enantiomerik asirilikla elde edildi.
Enantiosegiciligin iizerine sicakligin etkisini belirleyebilmek i¢in pH degerinin 6.5
oldugu sartlara RT, 28°C, 30°C, 32°C’lerde reaksiyonlar yapildi. indirgenme
reaksiyonunun en 1yi gergeklestigi sicaklik oda sicakligi olarak belirlendi ve bundan
sonraki reaksiyonlar oda sicakligi olarak gerceklestirildi. Oda sicakligindan farkh
sicakliklar denendiginde hem doniistimiin hem de enantiomerik asirilikta azalmanin
oldugu goriilmektedir. pH’nin 6.5 ve sicaklifin oda sicakligi oldugu reaksiyon
kosullarinda farkli inkiibasyon siirelerinde reaksiyonlar gerceklestirilerek bu
parametrenin segicilik iizerindeki etkisi belirlendi. Cizelge 3.2°de goriildiigii gibi
inkiibe edilen siire 24 saat oldugu zaman doniisiim ve enantiomerik asirilik en yiiksek
degere sahiptir. Bundan dolay1 inkiibasyon siiresi 24 saat olarak optimize edilmistir.
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Inkiibasyon siiresi arttiginda doniisiimiin ve enantiomerik asimrihigin - diistiigii
goriilmektedir. Bunun muhtemel sebebi enzim aktivitesinin zamanla azalmasiyla
ilgilidir. Onemli olan bir diger parametre ise enzimin aktivitesi ve yapisini
degistirebilen karistirma hizidir. Karigtirma hizlart karsilastirildiginda en iyi
doniislim ve enantiomerik asirihigin 150 rpm’de elde edildigi goriilmektedir.
Karigtirma hizt 150 rpm’den farkli oldugunda enantiosecicilikte onemli diisiisler
oldugu goriilmektedir. Sonug¢ olarak optimize sartlar pH 6.5, sicaklik olarak oda
sicaklig1 (RT), inkiibe siiresi 24 saat ve karisma hizi 150 rpm olarak belirlenmistir.

Optimizasyon isleminden sonra belirlenen sartlarda Weissella paramesenteroides N7
bakteri susunun asetofenon tiirevlerinin ve degisik prokiral ketonlarin asimetrik
olarak indirgenmesinde biyokatalizér olarak etkinligi ve substratlarin segicilik
tizerine etkileri degerlendirilmistir. Bu indirgenme sonuclar1 Cizelge 3.3°te
gosterilmistir.

Cizelge 3.3 Weissella paramesenteroides N7 bakteri susu kullanilarak asetofenon
tiirevlerinin asimetrik indirgenmesi

Deney Substrat Uriin ee  Déniisim Verim
()™ (%)° (%)
o) OH
1 cH, cH, 88(R) 99 90
1a 2a
Br O Br QH
2 cH, cH, 90(R) 62 57
1b 2b
Ccl O Cl OH
3 cH, cH, 94(S) 65 61
1c 2c
NO, O NO, OH
4 CH, CH, Rasem 94 88
OMe O OMe QH
5 @)KCHa o, B4R 37 35
1e
2e
o) OH
6 Me o, Me cn, 9B(R) 100 94
1f of
o) OH
7 Me 10(R) 73 69
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(e} OH
19 >99 (S) 15 88
. Ua

Reaksiyon kosullari: Subsrat 1mmol, sicaklik: rT°C, siire: 24 saat, pH: 6.5, karistirma hizi: 150 rpm
# Enantiomerik asiriliklar kiral HPLC OD-H, OD, AS-H kolonlar kullanilarak belirlendi.

b Konfigiirasyonlar literatiirlerdeki ¢cevirme agilari ile karsilastirilarak belirlendi.

¢ Déniisiimler HPLC ile belirlendi.

¢ Saflastirilan verimler.

Reaksiyon sartlar1 optimize edildikten sonra aromatik halkaya bagli brom, klor, nitro,
metoksi, metil ve fenil gibi gruplarin segiciligi nasil etkiledigi test edildi. Weissella
paramesenteroides N7’nin aril-keton substratlari tizerindeki katalitik aktivitesi farkli
orto-, meta- ve para- ile asetofenon tiirevleri kullanilarak arastirilmis ve asetofenon
ile karsilastirilmigtir. orto-bromo asetofenon 1b’nin asimetrik indirgenmesiyle %90
gibi yiiksek olan enantiyomerik asirilik ve %62’lik bir doniisiim elde edilirken, meta-
bromo asetofenon ve para-bromo asetofenonunda daha diisiik enantiyomerik asirilik
ve yliksek donilisiime sahip olduklar1 gdzlemlendi. orto-nitroasetofenonun (1d)
asimetrik indirgenmesinden yiiksek bir doniisiim orani1 (%94) elde edilirken, olusan
rtiniin rasem oldugu goriilmektedir. (Cizelge 3.3). orto- metoksiasetofenon (1le),
%64 enantiyomerik asirilik ve %37 donilisiim ile 2e’ye indirgendi ve ¢ikan bu
sonucun diisiik olmast metoksi grubunun elektron verici 6zelliginin etkili oldugunu
gostermektedir (Cizelge 3.3). Meta- pozisyonunda elektron ¢eken (1f, 1i) gruplarin
asimetrik indirgenmesiyle yiiksek bir enantiyomerik asirilik (%96, %92) ve doniisiim
(%100, %2100) ile sekonder alkoller elde edildi. Bununla birlikte meta-
pozisyonundakiler (1g, 1h), orto- pozisyondakilerle kiyasla daha diisiik sonuglar
verdigi gozlemlendi. Weissella paramesenteroides N7°nin asetofenon tiirevlerine
kars1 katalitik aktivitesi lizerindeki fark, karbonil grubunun reaktivitesi lizerindeki
elektronik etkisi ile aciklanabilir. Benzer bir durumda literatiirde agiklanmistir
(Rodriguez ve ark., 2014). Metil grubundan bir atom ara parcasina sahip olan
substrat 1r, ¢ok yiiksek enantiyomerik asirilik (>%99) ve doniisiim orani (%98) ile
(R)-karbonil 2r’ye indirgendi (Cizelge 3.3). Substrat 1m ile kiyaslandiginda metil
grubundan bir atom ara pargasina sahip 2r’de hem doniisiim hem de enantiyomerik
asiriligin arttigr gozlemlendi (Cizelge 3.3). Bu sterik etkinin elektronik etkiye goére
reaksiyon doniisim oranini ve enantiyomerik asirilifi etkilemede baskin oldugunu
goriilmektedir. Para-halojenli asetofenon 1j ve 1k indirgenmesinde ortalama bir
degerde enantiyomerik asirilik ve kantitatif doniisiim sagladi (Cizelge 3.3). Bununla
beraber, para-metoksi asetofenonun (1m) asimetrik indirgenmesinde %72
enantiyomerik asirilik ve %87 doniisiim gozlemlendi ve orto- ve meta- pozisyonlari
ile karsilastirildiginda daha yiiksek bir sonug elde edildi (Cizelge 3.3). Elektron
¢eken nitro grubunun para- pozisyonundaki substrat 1n’nin  asimetrik
indirgenmesinde %100 dontisiim ve %52 enantiyomerik asirilik elde edildi, burada
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meta- pozisyonunda daha iyi enantiyomerik asirilik verdigi goézlemlendi (Cizelge
3.3). Para-fenilasetofenonunun (10) asimetrik indirgenmesinde %76 enantiyomerik
asirilik ve %10 doniisiim orani elde edildi ve dontlisimiin diisiik olusu, muhtemelen
fenil halkasinin sterik etkisinden kaynaklandigini soyleyebiliriz (Cizelge 3.3).
Yapilan deneylerin sonuglarina baktigimizda, yliksek enantiyomerik asirilik ve
donilisimiin elde edildigi substratin 2r oldugu gozlemlenmistir (Cizelge 3.3).
Weissella paramesenteroides N7’in biyokatalizorliigiinde gergeklestirilen asimetrik
indirgenme reaksiyonlarinda enantiyomerik asiriligin ve doniisiimlerin degisiklik
gOstermesinin, substratin boyutuna, substratin 6zelliklerine ve sterik etkinin baskin
olusuna bagli oldugunu soyleyebiliriz.

0 OH
Weissella paramesenteroides N7
pH 6.5, RT, 24 h, 150 rpm
MeO MeO
38 mmol (6.240 g) 35.72 mmol (5.937 g)

ee>99%, yield 94%

Sekil 2.7 1-(4-methoxyphenyl) propan-1-one (1r)’nin gram skalada asimetrik
indirgenmesi

Optimize edilen reaksiyon sartlariyla (RT, pH 6.5, 24 saat ve 150 rpm) cesitli
prokiral aromatik ketonlarin asimetrik indirgenme reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir.
1-(4-metoksifenil)propanon (1r)’un saf enzim kullanilarak gerceklestirilen asimetrik
indirgenme reaksiyonlarinda literatiirlere bakildiginda enantiyomerik asiriligin ve
veriminin ¢ok diisiik degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Tiim hiicre kullanilarak
gerceklestirdigimiz 1-(4-metoksifenil) propanon (1r)’un asimetrik indirgenmesinin
literatiirlerde yer alan sonuglarin aksine miikemmel bir enantiyomerik asirilik
(>%99), dontisiim (%98) ve verimde (%94), basit ve etkili bir islemle gram olgekte
tiretimi gergeklestirildi.
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4. ARASTIRMA VE BULGULAR
4.1 Kromatografik Ayirmalar

4.1.1 Kolon Kromatografisi
Silikajel 60 (70-230 Mesh) ASTM (Merck)

4.1.2 ince Tabaka Kromatografisi
Silikajel 60 (HF 254+366) (Merck)

4.2 Spektrumlar

4.2.1'H-NMR Spektrumlari
'H-NMR 400 MHz Spektrometre (Bruker)

4.2.2 BC-NMR Spektrumlari
B3C-NMR 100 MHz (Bruker)

4.2.3 HPLC Spektrumlari
Kiral detektore sahip Agilent 1260 HPLC

4.3 Deneyler

4.3.1 Genel Asimetrik indirgenme Prosediirii

100 mL’lik steril MRS Broth besiyerine 100 pl Weissella paramesenteroides N7
bakteri susu eklendi ve 2 saat oda sicakliginda 150 rpm karistirma hizi ile karistirildi.
2 saat sonunda pH 6.5’e ayarlanarak tekrar belirlenmis olan sartlarda 2 saat daha
karistirilmaya birakildi. Belirlenen siirenin sonunda 1 mmol substrat ilave edildi ve
24 saat boyunca oda sicakliginda ve 150 rpm’de karistirllmaya devam edildi. 24
saatin sonunda sivi kisim dietil eter kullanilarak ekstrakte islemi yapildi. Dietil eter
ekstrakti susuz NapSO, ile kurutuldu. Ekstraktta bulunan dietil eter diisiik basing
altinda ortamdan uzaklastirildi. Geriye kalan ham {iriin kolon kromatografisinde etil
asetat-hekzan (10:90) ¢oziiciisii ile saflastirilma yapildi. Elde edilen kiral alkollerin
yapilarint NMR ile ve enantiyomerik asiriliklar da kiral detektdre sahip HPLC ile

belirlendi.
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4.3.1.1 (R)-1-feniletanol (2a) (Sahin, 2017b)

'H NMR (400 MHz, CDCls) &= 7.38-7.33 (m, 4H), 7.31-7.26 (m, 1H), 4.84 (g, J =
6.45 Hz, 1H), 2.62 (bs, OH), 1.48 (d, J = 6.5 Hz, 3H)

BC-NMR (100 MHz, CDCl3) 8= 146.0, 128.4, 127.3, 125.5, 70.2, 25.2; [a]P25 = +41
(EK-1, Sekil-1)

Enantiyomerik asirihk: %88

HPLC analizi: Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 95:5 akis hiz1 1.0 mL/dak.,
210 nm, 9.3 dak. (R enantiyomer), 11.1 dak. (S enantiyomer), (EK-1, Sekil 1,2).

4.3.1.2 (R)-1-(2-bromofenil)ethanol (2b) (Sahin, 2017b)

'H-NMR (400 MHz, CDClg) 8= 7.56-7.54 (m, 1H), 7.50-7.48 (m, 1H), 7.33-7.29
(m, 1H), 7.12-7.08 (M, 1H), 5.39 (g, J = 6.4 Hz, 1H), 2.79 (bs, OH), 1.44 (d, J = 6.4
Hz, 3H)

BC NMR (100 MHz, CDCls) &= 144.7, 132.6, 128.7, 127.8, 126.7, 121.6, 69.1,
23.6; []°25 = +51.4 (c 1.0, CHCIl3) (EK-1, Sekil-2)

Enantiyomerik asirihk: %90

HPLC analizi: Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 99:1 akis hiz1 1.0 mL/dak.,
210 nm, 25.9 dak. (S enantiyomer), 29.0 dak. (R enantiyomer), (EK-1, Sekil 3,4).

4.3.1.3 (S)-1-(2-klorofenil)ethanol (2c) (Sahin, 2017b)

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8= 7.58-7.56 (m, 1H), 7.32-7.17 (m, 3H), 5.27 (q, J =
6.4 Hz, 1H), 2.25 (bs, OH), 1.47 (d, J = 6.4 Hz, 3H)

3C NMR (100 MHz, CDCI) &= 143.0, 131.6, 129.4, 128.4, 127.2, 126.4, 66.9, 23.5;
[]P5 = -59.1 (¢ 1.0, CHCI3) (EK-1, Sekil-3)

Enantiyomerik asirihk: %94

HPLC analizi: Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 98:2 akis hiz1 0.8 mL/dak.,
220 nm, 11.5 dak. (R enantiyomer), 12.8 dak. (S enantiyomer), (EK-1, Sekil 5,6).
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4.3.1.4 1-(2-nitrofenil)etanol (2d) (Sahin, 2017b)

'H-NMR (400 MHz, CDCls) 5= 7.84 (dd, J = 8.2, 1.1 Hz, 1H), 7.79 (dd, ] = 7.9, 1.1
Hz, 1H), 7.63-7.59 (m, 1H), 7.40-7.36 (m, 1H), 5.35 (q, J = 6.4 Hz, 1H), 2.85 (bs,
OH), 1.51 (d, J = 6.4 Hz, 3H)

3C.NMR (100 MHz, CDCl3) 5= 147.7, 141.0, 133.6, 128.0, 127.5, 124.2, 65.4,
24.2 (EK-1, Sekil-4)

Enantiyomerik asirihk: O

HPLC analizi: Chiralcel AS-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 95:5 akis hiz1 0.8 mL/dak.,
220 nm, 21.9 dak. (R enantiyomer), 23.1 dak. (S enantiyomer), (EK-1, Sekil 7,8).

4.3.1.5 (R)-1-(2-methoxyfenil)ethanol (2e) (Sahin, 2017b)

'H-NMR (400 MHz, CDCls) 8= 7.36-7.43 (m, 1H), 7.28-7.23 (m, 1H), 6.97 (t, J =
7.5 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 8.20 Hz, 1H), 5.13-5.07 (m, 1H), 3.86 (s, 1H), 2.78 (bs,
OH), 1.50 (d, J = 7.1 Hz, 3H);

BC-NMR (100 MHz, CDCls) 5= 156.5, 133.4, 128.3, 126.3, 120.8, 110.4, 66.4,
55.2,22.9; [a]s = +15.9 (¢ 1.1, CHCI3) (EK-1, Sekil-5)

Enantiyomerik asirihik: %64

HPLC analizi: Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 98:2 akis hiz1 1.0 mL/dak.,
220 nm, 17.8 dak. (S enantiyomer), 19.1 dak. (R enantiyomer), (EK-1, Sekil 9,10).

4.3.1.6 (R)-1-(3-metilfenil) ethanol (2f) (Y1lmaz et al. 2017)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) 8= 7.25-7.09 (m, 4H), 4.84 (q, J = 6.4 Hz, 1H), 3.38 (s,
3H), 2.20 (bs, OH), 1.46 (d, J = 6.5 Hz, 3H)

BC-NMR (100 MHz, CDCl3) §=145.8, 138.1, 128.4, 128.2, 126.1, 122.4, 70.4,
25.1, 21.5; [0]%5 = +13.2 (¢ 0.6, CHCl3) (EK-2, Sekil-6)

Enantiyomerik asirihik: %70

HPLC analizi: Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 97:3 akis hiz1 1.0 mL/dak.,
210 nm, 11.9 dak. (R enantiyomer), 15.2 dak. (S enantiyomer), (EK-1, Sekil 11,12).
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4.3.1.7 (R)-1-(3-methoxyfenil)ethanol (2g) (Sahin, 2017)

'H-NMR (400 MHz, CDCls) 6= 7.27-7.23 (m, 1H), 6.93-6.91 (m, 2H), 6.81-6.78
(m, 1H), 4.83 (q, J = 6.4 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 2.41 (bs, OH), 1.46 (d, J = 6.5 Hz,
3H)

BBC.NMR (100 MHz, CDCl3) 8= 159.7, 147.6, 129.5, 117.7, 112.8, 110.9, 70.2,
55.2, 25.1; [0]%s = +5.9 (¢ 0.9, CHCI3) (EK-2, Sekil-7)

Enantiyomerik asirihk: %10

HPLC analizi: Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 95:5 akis hiz1 0.8 mL/dak.,
210 nm, 17.9 dak. (S enantiyomer), 20.7 dak. (R enantiyomer), (EK-1, Sekil 13,14).

4.3.1.8 (R)-1-(3-bromofenil)ethanol (2h) (Yilmaz et al. 2017)

'H-NMR (400 MHz, CDCls) 8= 7.49 (s, 1H), 7.36-7.38 (m, 1H), 7.25-7.16 (m,
2H), 4.79 (m, 1H), 2.67 (bs, 1H), 1.44 (d, J = 6.4 Hz, 3H)

BC-NMR (100 MHz, CDCls) $=148.1, 130.4, 130.1, 128.5, 124.0, 122.5, 69.6,
25.2; [@]P5 = +68.3 (¢ 1.0, CHCls5),

Enantiyomerik asirihk: %64

HPLC analizi: Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 98:2 akis hiz1 1.0 mL/dak.,
210 nm, 14.6 dak. (S enantiyomer), 16.3 dak. (R enantiyomer), (EK-1, Sekil 15,16).

4.3.1.9 (S)-1-(3-nitrofenil)ethanol (2i) (Liang et al. 2013, Lin et al. 2009)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) 8= 8.21 (m, 1H), 8.09 (m, 1H), 7.68 (m, 1H), 7.49(m,
1H), 4.99 (q, J = 6.5 Hz, 1H), 2.84 (bs, OH), 1.51 (d, J = 6.5 Hz, 3H)

BC-NMR (100 MHz, CDCl3) &= 148.3, 147.9, 131.6, 129.4, 122.3, 120.4, 69.3,
29.4; [0] 5 = -34.4 (c 1.0, CHClI3)

Enantiyomerik asirihk: %92

HPLC analizi: Chiralcel AS-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 95:5 akis hiz1 0.8 mL/dak.,
220 nm, 23.7 dak. (R enantiyomer), 25.5 dak. (S enantiyomer), (EK-1, Sekil 17,18).
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4.3.1.10 (R)-1-(4-klorfenil)ethanol (2)) (Zilbeyaz vd., 2012)

'H-NMR (400 MHz, CDCls) 8= 7.29-7.22 (m, 4H), 4.79 (q, J = 6.5 Hz, 1H), 2.77
(bs, OH), 1.41 (d, J = 6.5 Hz, 3H)

BC-NMR (100 MHz, CDCls) &= 144.2, 132.9, 128.5, 126.8, 69.6, 25.2; [a] s =
+32.7 (¢ 1.0, CHCl5)

Enantiyomerik asirihk: %70

HPLC analizi: Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 98:2 akis hiz1 1.0 mL/dak.,
220 nm, 14.7 dak. (S enantiyomer), 16.5 dak. (R enantiyomer), (EK-1, Sekil 19,20).

4.3.1.11 (S)-1-(4-bromfenil)ethanol (2k) (Sahin, 2017b)

'"H-NMR (400 MHz, CDCls) 8= 7.43-7.40 (m, 2H), 7.18-7.15 (m, 2H), 4.75 (q, J =
6.5 Hz, 1H), 2.93 (bs, OH: exchanges with D20), 1.39 (d, J = 6.5 Hz, 3H)

BC-NMR (100 MHz, CDCls) 6= 144.7, 131.5, 127.2, 121.0, 69.6, 25.2; [a] 5 = -
19.5 (¢ 1.0, CHCI3)

Enantiyomerik asirihk: %50

HPLC analizi: Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 95:5 akis hiz1 1.0 mL/dak.,
220 nm, 9.4 dak. (R enantiyomer), 10.4 dak. (S enantiyomer) (EK-1, Sekil 21,22).

4.3.1.12 (R)-1-(p-tolyl)ethanol (2I) (Sahin, 2017b)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) = 7.27 (d, ] = 8.0 Hz, 1H), 7.17 (d, ] = 7.9 Hz, 1H),
4.84 (q, J = 6.5 Hz, 1H), 2.42 (bs, OH: exchanges with D20), 2.37 (s, 3H), 1.48 (d, J
= 6.5 Hz, 3H)

BC-NMR (100 MHz, CDCl;) 8= 142.9, 137.0, 129.1, 125.4, 70.1, 25.1, 21.1;
[]P25= -56.2 (¢ 1.0, CHCl3)

Enantiyomerik asirihk: %94

HPLC analizi: Chiralcel AS-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 95:5 akis hiz1 0.8 mL/dak.,
220 nm, 8.1 dak. (S enantiyomer), 8.9 dak. (R enantiyomer), (EK-1, Sekil 23,24).
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4.3.1.13 (R)-1-(4-metoksifenil)ethanol (2m) (Singh ve Chopra, 2016)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) 8= 7.30-7.27 (m, 2H), 6.89-6.85 (m, 2H), 4.83 (q, J =
6.4 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 2.11 (bs, OH), 1.46 (d, J = 6.5 Hz, 3H)

BC-NMR (100 MHz, CDCl3) &= 158.9, 138.0, 126.7, 113.8, 69.9, 55.3, 25.0;
[0]D25 = +44.4 (c 1.0, CHCI,)

Enantiyomerik asirihk: %72

HPLC analizi: Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 95:5 akis hiz1 0.8 mL/dak.,
220 nm, 16.1 dak. (S enantiyomer), 18.6 dak. (R enantiyomer), (EK-1, Sekil 25,26).

4.3.1.14 (R)-1-(4-nitrofenil)ethanol (2n) (Sahin, 2017b)

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8= 8.10-8.14 (m, 2H), 7.51-7.48 (m, 2H), 5.00-4.94
(m, 1H), 2.75 (bs, OH), 1.47 (d, J = 6.5 Hz, 3H)

3C NMR (100 MHz, CDCls) 8= 153.3, 147.0, 126.1, 123.7, 69.4, 25.4; [a]°s =
+1.3 (¢ 0.5, CHCl5)

Enantiyomerik asirihik: %52

HPLC analizi: Chiralcel AS-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 80:20 akis hizi 1.0
mL/dak., 220 nm, 10.6 dak. (R enantiyomer), 13.6 dak. (S enantiyomer), (EK-1,
Sekil 27,28).

4.3.1.15 (R)-1-(p-biphenyl)ethanol (20) (Sahin, 2017b)

'H-NMR (400 MHz, CDCls) 6= 7.63-7.60 (m, 4H), 7.49-7.45 (m, 4H), 7.40-7.36
(m, 1H), 4.95 (qd, J = 6.4, 2.9 Hz, 1H), 2.24 (bs, OH: exchanges with D20), 1.56 (d,
J=6.5Hz, 3H)

BC-NMR (100 MHz, CDCl3) 8= 144.9, 140.9, 140.4, 128.8, 127.3, 127.3, 127.1,
125.9, 70.1, 25.2; [0] 5 = +39.6 (c 0.55, CH,Cl,)

Enantiyomerik asirihik: %76

HPLC analizi: Chiralcel OD kolon, n-hekzan/i-PrOH, 90:10 akis hiz1 0.6 mL/dak.,
220 nm, 16.7 dak. (S enantiyomer), 18.0 dak. (R enantiyomer), (EK-1, Sekil 29,30).
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4.3.1.16 (S)- 1-(naphthalen-2-yl)ethanol (2p) (Wu er al. 2016)

'H-NMR (400 MHz, CDCls) 8= 7.85 (m, 4H), 7.52 (m, 3H), 5.07 (q, J = 6.5 Hz,
1H), 2.21 (bs, OH), 1.60 (d, J = 6.4 Hz, 3H)

13C NMR (100 MHz, CDCly) 5=143.2, 133.3, 132.9, 128.3, 128.0, 127.7, 126.2,
125.8, 123.9, 123.8, 70.5, 25.2; [0]%s5 = -26.9 (¢ 0.5, CH,Cl,)

Enantiyomerik asirihk: %72

HPLC analizi: Chiralcel AS-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 97:3 akis hiz1 1.0 mL/dak.,
220 nm, 19.8 dak. (R enantiyomer), 23.8 dak. (S enantiyomer), (EK-1, Sekil 31,32).

4.3.1.17 (R)-1-(4-metoksifenil)propanol (2r) (Zhong vd., 2007)

IH-NMR (400 MHz, CDCls) 8= 7.30-7.28 (m, 2H), 6.92-6.90 (m, 2H), 4.56 (t, J =
6.6 Hz, 1H), 3.83 (s, 1H), 1.86-1.65 (m, 2H), 0.92 (t, J = 7.4 Hz, 3H)

B3C NMR (100 MHz, CDCls) §=159.0, 136.8, 127.2, 113.8, 75.7, 55.3, 31.8, 10.2;
[a]P25 = +40.1 (¢ 1.2, CHCl3)

Enantiyomerik asirihik: >%99

HPLC analizi: Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 95:5 akis hiz1 1.0 mL/dak.,
254 nm, 19.3 dak. (R enantiyomer), 21.3 dak. (S enantiyomer), (EK-1, Sekil 33,34).

4.3.1.18 (S)-1-cyclohexyl(phenyl)methanol (2s) (Wang et al. 2017)

'H-NMR (400 MHz, CDCl3) 8= 7.36-7.28 (m, 5H), 4.39 (d, J = 7.2 Hz, 1H),2.01-
1.61 (m, 6H), 1.42-0.94 (m, 6H)

BC-NMR (100 MHz, CDCls) §=143.6, 128.2, 127.4, 126.6, 79.4, 45.0, 29.3, 28.8,
26.4, 26.1, 26.0; [a]°5 = +10.3 (¢ 1.0, CHCl5)

Enantiyomerik asirihk: %28

HPLC analizi: Chiralcel OD kolon, n-hekzan/i-PrOH, 95:5 akis hiz1 0.5 mL/dak.,
254 nm, 17.4 dak. (R enantiyomer), 21.3 dak. (S enantiyomer), (EK-1, Sekil 35,36).
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4.3.1.19 (S)-1,2 difenilethanol (2t) (Musa et al. 2018, Guo et al. 2015)

'H NMR (400 MHz, CDCls) 8= 7.40-7.23 (m, 10H), 4.93 (dd, J = 8.2, 5.1 Hz, 1H),
3.11-3.10 (m, 2H), 2.07 (bs, 1H, OH)

3C NMR (100 MHz, CDCls) §=143.8, 138.1, 129.6, 128.5, 128.5, 127.7, 126.7,
125.9, 75.4, 46.1; [a]D25 = -14.3 (c 1.0, CHCIs)

Enantiyomerik asirihk: >%99

HPLC analizi: Chiralcel AS-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 98:2 akis hiz1 1.0 mL/dak.,
254 nm, 16.0 dak. (S enantiyomer), 17.6 dak. (R enantiyomer), (EK-1, Sekil 37,38).
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5.SONUC

Enantiyomerik olarak saf kiral alkollerin yeri ve 6nemi giinlimiizde giderek artis
gostermektedir ve bircok bilesiginde sentezinde onemli bir yere sahiptir. Yiiksek
lisans tezi olarak yapilan bu calismada dort farkli Lactobacillus bakteri susunun
asimetrik indirgenme reaksiyonlar1 ile kiral alkol sentezinde tiim hiicrenin
biyokatalizor olarak kullanilmasi degerlendirilmistir. Bu dort farkli sus arasindan
Weissella paramesenteroides N7 bakteri susunun en etkili biyokatalizér oldugu
yapilan caligmalar sonucu belirlenmistir. Optimize edilen reaksiyon sartlariyla
(RT°C, pH 6.5, 24 saat ve 150 rpm) ¢esitli prokiral aromatik ketonlarin asimetrik
indirgenme reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda (R)-
2r, basit ve etkili bir iglemle miikemmel bir enantiyomerik asirilik (>%99) ve verim
(%94) ile gram olgekte tretilmistir. Elde edilen iirtinlerin konfigiirasyonlar: benzen
halkasindaki gruplarin yapist ve pozisyonu R ve S olarak degismektedir.
Reaksiyonlarin secicilik ve doniisiimlerinide benzen halkasindaki gruplar 6nemli
oranda etkilemektedirler. Ornegin; orto-boromo (1b) asetofenonun asimetrik
indirgenmesinde enantiyomerik asirilik %90 ve donilisiimiinin %62 oldugu
gozlemlenirken orto-nitro (1d) asetofenonun reaksiyonda rasemik halde {iriin
olusturdugu gozlemlenmistir. Burada benzen halkasina bagli olan grubun
enantiyosecicilik tizerinde ne kadar etkin oldugu gorilmektedir. Weissella
paramesenteroides N7 biyokatalizorii kullanilarak yapilan asimetrik indirgenmelerde
bu biyokatalizoriin orto-siibstitiie aromatik ketonlardan ziyade para- ve meta-
stibstitlie aromatik ketonlarin indirgenmesinde daha etkili biyokatalizor oldugu
goriilmistlir. orto-nitro asetofenonda reaksiyonun olmamasi bu grup ile raksiyon
merkezi arasindaki sterik itmeden kaynaklanan hidrojen atomunun transferinin
geceklesmemesidir. orto-bromo asetofenonda ise ¢ok yiiksek olmasada bir doniisiim
meydana gelmistir. Ciinkii brom atomu nitro atomu kadar biiyiik degildir. (10)
asimetrik indirgenmesiylede enantiyomerik asiriligin %76 doniisiimiiniin ise c¢ok
diisiik bir deger %10 oldugu goézlemlenmistir. Doniislimiin diisiik bir degere sahip
olmasi para- pozisyonunda bulunan fenilin, benzen halkasi iizerinde bulunan diger
gruplarin gosterdikleri farkli sterik ve elektronik etkileriyle agiklanabilir. Sonug
olarak bakildiginda 1-(4-metoksifenil)propanon (1r)’un asimetrik indirgenmesiyle
elde edilen 1-(4-metoksifenil)propanol (2r)’iin >%99’luk yiiksek bir enantiyomerik
asirihiga ve %94°lik bir verime sahip oldugu belirlendi ve farmasotik agidan ¢ok
Oonemli bir yere sahip olabilecek 1-(4-metoksifenil)propanol (2r) kiral sekonder
alkole basarili bir sekilde indirgenmistir. Bu g¢alismada kullanilan biyokatalizor
benzen halkasindaki siibstitiientlerin pozisyonuna gore yiiksek enantiyomerik asirilik
gostermistir. Weissella paramesenteroides N7 biyokatalizoriiniin enantiyosegiciligi
ve donlisiimiiniin benzen halkasina bagli bulunan gruplarinin pozisyonlar: ve
elektronik etki tarafindan kontrol edildigi goriilmektedir. Bu kiral katalizor baska
prokiral ketonlarin indirgenmesinde basarili bir sekilde kullanilabilecek potansiyele
sahip olabilir. Weissella paramesenteroides N7 biyokatalizorii prokiral ketonlarin
kiral karbonil bilesiklerinin asimetrik indirgenme reaksiyonlarinda kullanilan toksik
ve gevreye zararli kimyasal katalizorlerin yerine alternatif bir biyokatalizor olarak
kullanilabilecegide gosterilmistir.
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [mMmin] mAU *g [ mAU ] %
I CEEEERE R R B e R |
1 9.812 MM ©.6494 1.48266e5 3805.28760 47.0184
2 1©.808 MM ©.7560 1.67070e5 3683.30078 52.9816
Sekil 21 (S)-1-(4-bromophenyl)ethanol Rasemik (2k) HPLC spektrumu
ADC1 A, ADC1 CHAN‘NE'L A (ENGIN SlAHINWBEN7EE1001293.D)
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VWD1 A, Wavelength=220 nm (ENGIN SAHINMBRN7EE1001293.D)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] mAU *s [ mAU 1 %
S === R R |=-=m- - |
1 9.461 MM ©.5021 4.56148e4 1514.26819 25.0498
2 1©.436 MM ©.6462 1.36481e5 3520.15869 74.9502

Sekil 22 (S)-1-(4-bromophenyl)ethanol (2k) HPLC spektrumu
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ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHINVYMETILRASEMYS66.D)
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3 1
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VWD1 A, Wavelength=220 nm (ENGIN SAHINAMETILRASEMY966.D)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
H# [min] [min] mAU *s [ mAU 1 %
e EEEEEEE | === mmmm - R i R |
8.374 MM ©.44901 1.35411e4 512.75995 50.3614
2 9.158 MM 0.4395 1.33468e4 566.13147 49.6386
Sekil 23 (S)-1-(p-tolyl)ethanol Rasemik (21) HPLC spektrumu
ADC1 A, ADCT CHANNEL A (ENGIN SAHINAMEN7EE001285 D)
17501 \
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VWD1 A, Wavelength=220 nm (ENGIN SAHINMMEN7EE001285.D)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [mMin] mAU *s [ mAU 1 %
I EEEEEEE R TR |- mmm e B e e |
1 8.153 MM ©.5807 7.47173ed4 2144.64380 96.9872
2 8.911 MM ©.2890 2321.0635 133.84102 3.9128

Sekil 24 (S)-1-(p-tolyl)ethanol (21) HPLC spektrumu
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ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHINVMMETOXYRASEM943.D)
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VWD1 A Wavelength=220 nm (ENGIN SAHINAMETOXYRASEM343 D)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
4 [min] [mMin] mAU *s [ mAU ] %
el EEE T e T R R | === - !
b | 15.7e1 MM ©.6596 8.07666e4 2040 .82080 48.8774
2 17.656 MM ©.7500 8.72264e4 1938.29895 51..9226

Sekil 25 (R)-1-(4-methoxyphenyl)ethanol Rasemik (2m) HPLC spektrumu

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHINVAOMEN7EE1001300.D)
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VWD1 A, Wavelength=220 nm (ENGIN SAHINVGOMEN7EE1001300.D)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] mAU xS [ mAU 1 %
Rl EREEE R EEEEEE R |- -mmmmmen |--mmm - |
1 16.115 MM ©.8613 1.51©40e5 2922 .60596 85.6765
2 18.502 MM ©.6952 2.52634e4 605 .69348 14.3295

Sekil 26 (R)-1-(4-methoxyphenyl)ethanol (2m) HPLC spektrumu
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ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHINUNITRORASEMY957.D)
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VWD1 A, Wavetength—220 nm (ENGIN SAH NWNITRORAS 57.D)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [mMin] mAU *g [ mAU 1 %
I EEDEEEE e e | == mmme - = mmmmme R |
1 12.426 MM ©.4560 1.82562e4 667.33081 49.3640
2 15.883 MM ©.5700 1.87267e4 547 .59491 50.6360
Sekil 27 (R)-1-(4-nitrophenyl)ethanol Rasemik (2n) HPLC spektrumu
ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHINMNON7 EE001283.D)
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# [min] [min] mAU *g [ mAU 1 %
] BT T e R e R |
1 190.699 MM ©.4627 8.27884e4 2981 .85083 75.9582
2 13.664 MM ©.4911 2.62036e4 889 .24725 24.©418

Sekil 28 (R)-1-(4-nitrophenyl)ethanol (2n) HPLC spektrumu
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ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHIN\VACETYRASEMY0896.D)
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VWD1 A, Wavelength=220 nm (ENGIN SAHINVACET YRASEMY0896.D)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [mMin] mAU *s [ mAU ] %
Rt EEEEREE e e R R |---mm - |
1 17.876 MM ©.5376 2.86440e4 888.08118 50.4032
2 19.253 MM ©.5956 2.81857e4 788.65613 49.5968

Sekil 29 (R)-1-(p-biphenyl)ethanol Rasemik (20) HPLC spektrumu

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHIN\BFN7EE001316.D)
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VWD1 A, Wavelength=220 nm (ENGIN SAHIN\BFN7EE001316.D)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] mAU *s [ mAU 1 %
e |--=-l------- R |--mmmm - R |
1 16.765 MM ©.4665 2954.89600 105.56085 11.6581
2 18.©72 MM ©.5172 2.23913e4 721 .530©76 88.3419

Sekil 30 (R)-1-(p-biphenyl)ethanol (20) HPLC spektrumu
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ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHIN\SRASEMY001042.D)
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VWD1 A, Wavelength=230 nm (ENGIN SAHIN\SRASEMY001042.D)
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Sekil 31 (S)-1-(naphthalen-2-yl)ethanol Rasemik (2p) HPLC spektrumu

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHIN\SN7EE001321.D)
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VWD1 A, Wavelength=220 nm (ENGIN SAHIN\SN7EE001321.D)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [mMin] mAU *s [ mAU 1 %
Rl EEEEEEE |--mm]-mmmm - R |- -mmmmm - R |
1 19.89© MM ©.8079 2.03661e4 420 .14700 13.9078
2 23.876 MM ©.9657 1.26071e5 2175.70020 86.0922

Sekil 32 (S)-1-(naphthalen-2-yl)ethanol (2p) HPLC spektrumu
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ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHIN\24RASEMO000638.D)
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VWD1 A, Wavelength=220 nm (ENGIN SAHIN\24RASEMO000638.D)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [mMin] mAU ke [ mAU 1 %
el EEPEERE R EEEEE R R R e |
1 11.755 MM ©.9992 1.82935e5 3851.42236 42.3255
2 13.798 MM 1.3688 2.49275e5 3©35.28418 57.6745
Sekil 33 (R)-1-(4-methoxyphenyl)propan-1-ol Rasemik (2r) HPLC spektrumu
ADCA1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHIN\24N7EE1001327.D)
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VWD1 A, Wavelength=254 nm (ENGIN SAHIN\24N7EE1001327.D)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [mMin] mAU *s [ mAU 1 %
T EEEEEE R R R |=mmmmmm - |--mm - - |
1 11.513 MM ©.7176 9.008576e4 2091.62988 99.6627
2 13.517 MM ©.4744 304.80234 1©.70823 ©.3373
Sekil 34 (R)-1-(4-methoxyphenyl)propan-1-ol (2r) HPLC spektrumu
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ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHIN\27 RASEM000612.D)
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# [min] [mMmin] mAU *s [ mAU ] %
e EEEE R R BT R |- -mmmmm e R |
1 18.313 MM ©.8210 1.56688e4 318.893286 49.9672
2 22.282 MM ©.9120 1.56893e4 286 .70963 50.0328

Sekil 35 (S)-cyclohexy(phenyl)methanol Rasemik (2s) HPLC spektrumu

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN S-AHTN\27I’:I7EEA001319.D)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [mMin] mAU *s [ mAU ] %
] EEEE T e R |=-mmmm o R e |
1 17.498 MM ©.7413 547.86226 12.29744 35.7623
2 21.371 MM ©.7369 982.54565 22 .22193 64.2377

Sekil 36 (S)-cyclohexy(phenyl)methanol (2s) HPLC spektrumu
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ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHIN\31RASEMO000647.D)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
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e EEEEE R R e |-mmmmmem - e |
1 17.157 MM ©.6246 2.22505e4 593.69867 50.1756
2 19.309 MM ©.7760 2.20948e4 474 .53317 49.8244

Sekil 37 (S)-1,2-diphenylethanol Rasemik (2t) HPLC spektrumu

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHIN\31N7EE1001324.D)
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Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [mMin] mAU *s [mAU i %
SRR EEEEERE e e |=-mmmmm - |-------- |
1 16.854 MM 9.3498 33.65986 1.60384 ©.4937
2 17.632 MM ©.8432 6783.56787 134.08264 99.5063

Sekil 38 (S)-1,2-diphenylethanol (2t) HPLC spektrumu
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EK 2 NMR SPEKTRUMLARI
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Sekil 1 (R)-1-phenylethanol (2a)’nin *H ve *C-NMR spektrumlari

20 10

69



(R)-2b
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Sekil 2 (R)-1-(2-bromophenyl)ethanol (2b)’nin *H ve **C-NMR spektrumlari
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Sekil 3 (S)-1-(2-chlorophenyl)ethanol (2c)’nin *H ve *C-NMR spektrumlari

71



NO, OH

2d
A'—M—LL l - la e N JL-..‘.
T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T I T T T T ] T T T T [ T T T T I T T T T [ T T T T
9.0 8.0 7.0 6.0 50 40 30 20 10
~ o © O wn
5 T 2 883 b b
— — - o = w [

h ol b l i i

LLL A LI L L L I R N B B L IR B

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

Sekil 4 1-(2-nitrophenyl)ethanol (2d)’nin *H ve *C-NMR spektrumlari
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Sekil 5 (R)-1-(2-methoxyphenyl)ethanol (2e)’nin 1H ve 13C-NMR spektrumlari
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Sekil 6 (R)-1-(3-methylphenyl)ethanol (2f)’nin *H ve **C-NMR spektrumu
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Sekil 7 (R)-1-(3-methoxyphenyl)ethanol (2g)’nin N ve **C-NMR spektrumu
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Sekil 8 (R)-1-(3-bromophenyl)ethanol (2h)’nin *H ve **C-NMR spektrumu
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Sekil 9 (S)-1-(3-nitrophenyl)ethanol (2i)’nin *H ve **C-NMR spektrumu
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Sekil 10 (R)-1-(4-chlorophenyl)ethanol (2j)’nin *H ve **C-NMR spektrumu
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Sekil 11 (S)-1-(4-bromophenyl)ethanol (2k)’nin *H ve **C-NMR spektrumu
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Sekil 12 (S)-1-(p-tolyl)ethanol (21)’nin *H ve **C-NMR spektrumu
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Sekil 13 (R)-1-(4-methoxyphenyl)ethanol (2m)’nin *H ve **C-NMR spektrumu
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Sekil 14 (R)-1-(4-nitrophenyl)ethanol (2n)’nin *H ve **C-NMR spektrumu

82



OH
CH;

Ph (R)-20

T T T
920 8.0 70 6.0 50 4.0 30 20

701
252

i |

T | T T T T | T T T T | T T T T I T

200 150 100 50

Sekil 15 (R)-1-(p-biphenyl)ethanol (20)’nun *H ve *C-NMR spektrumu
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Sekil 16 (S)-1-(naphthalen-2-yl)ethanol (2p)’nin *H ve *C-NMR spektrumu
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Sekil 17 (R)-1-(4-methoxyphenyl)propan-1-ol (2r)’nin *H ve **C-NMR spektrumu
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Sekil 18 (S)-cyclohexy(phenyl)methanol (2s)’nin *H ve **C-NMR spektrumu
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Sekil 19 (S)-1,2-diphenylethanol (2t)’nin *H ve **C-NMR spektrumu
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