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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

LACTOBACILLUS PARACASEI iLE PROKIRAL AROMATIK
KETONLARIN ASIMETRIK INDIRGENMESI

Selda OKSUZ

Bayburt Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Engin SAHIN

Son yillarda enantiyomerik olarak saf maddeler endiistriyel anlamda biyiik ilgi
gormektedirler. Enantiyomerik saflikta elde edilen kiral alkoller endiistrinin ¢esitli alanlarinda
onemli yap1 taglar1 olarak kullanilmaktadirlar. Kiral maddelere olan bu ilgiden dolay1
biyoindirgenme reaksiyonlari ile enantiyomerik saflikta kiral madde tiretimi iizerine
caligmalar 6nem kazanmustir.

Bu calismada prokiral ketonlarin biyoindirgenmesi ile endiistride gesitli alanlarda kullanilan
optikge aktif kiral sekonder alkoller elde edildi. Yedi farkli Lactobacillus paracasei susu’nun
prokiral ketonlarin asimetrik indirgenmesinde biyokatalizor olarak degerlendirildi. Bu laktik
asit bakteri (LAB) suslar1 arasindan Lactobacillus paracasei BD87E6 susu en etkili asimetrik
indirgeme yetenegine sahip biyokatalizor olarak tespit edildi. Optimize edilen reaksiyon
kosullar1 altinda aromatik prokiral ketonlar %98 enantiyomerik asiriliga varan sonuglarla ilgili
kiral sekonder alkollere doniistiiriildii. Bu metod hafif ve ¢evre dostu yontem ile biyolojik
oneme sahip sekonder kiral alkollerin sentezi i¢in umut vaat eden ve alternatif bir yaklagim
getirmektedir.

2017, 72 sayfa

Anahtar kelimeler: Asimetrik sentez, Biyokatalizor, Kiral alkol, Enantiyosegici indirgenme,
Keton, Lactobacillus paracasei



ABSTRACT

MS Thesis

ASYMMETRIC REDUCTION OF PROCHIRAL AROMATIC
KETONES BY A LACTOBACILLUS PARACASEI STRAIN

Selda OKSUZ

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

Department of Food Engineering
Supervisor : Asst. Prof. Dr. Engin SAHIN

In recent years enantiomerically pure compounds have attracted great attention industrially.
Enantiomerically pure chiral alcohols are important building blocks in various fields of
industry. Because of the increasing interest in chiral compounds the studies on producing
enantiomerically pure chiral compounds with bioreduction reactions have gained importance.

In this study, enantiomerically pure 1-phenyl ethanol, a precursor of many pharmacological
products, was produced via bioreduction of acetophenone. Seven strains of Lactobacillus
paracasei were evaluated as biocatalyst in the asymmetric reduction of acetophenone to (R)
or (S)-1-phenyl ethanol. Among these lactic acid bacteria (LAB) strains Lactobacillus
paracasei BD87E6 was determined to be a biocatalyst that has the most efficient asymmetric
reduction ability for the enantioselective reduction of acetophenone. Under the optimized
reaction conditions, aromatic prochiral ketones were converted to the corresponding chiral
secondary alcohols with the result of reaching up to 98% enantiomeric excess. This method
enables for a promising and alternative approach to the synthesis of biologically important
seconder alcohols by using an environmentally friendly and a light method.

2017, 72 pages

Keywords : Asymmetric synthesis, Biocatalyst, Chiral alcohol, Enantioselective reduction,
Ketone, Lactobacillus paracasei
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1. GIRIS

1.1 Asimetrik Sentezin Onemi

Asimetrik sentez reaksiyonlar1 endiistri ve ¢esitli alanlarda olduk¢a onemli kiral ara
tirtinlerin kolayca elde edilmesini saglayan reaksiyonlardir. Asimetrik sentez sonucu
elde edilen enantiyomerik saf bilesikler giiniimiizde basta ila¢ endiistrisi olmak tizere
parfiim endiistrisinde, gida endiistrisinde ve herbisit, insektisit gibi zirai kimyasallarin

tiretiminde kullanilan olduk¢a 6nemli yapi taglaridir.

1.1.1 Kiralite

Dogada bir¢ok kiral molekiil bulunmakla birlikte canli sistemlerde de ¢ok sayida kiral
molekiil 6rneginin bulunmasi kiraliteyi canli hayati i¢cin vazgeg¢ilmez unsurlardan biri
haline getirmektedir. Bir molekiil kiral veya akiraldir. Yunanca’da el anlamini tagiyan
cheiros kelimesinden tiireyen ve elimsi anlamina gelen kiral terimi ayna goriintiisii ile
iist liste cakigsmayan nesne anlamina gelmektedir. Kiral bir molekiil bu anlamda ele
benzer dzellik gostermektedir (Bunnett, 1999). Kiral olmayan molekiillerin ise kendisi

ile ayna goriintiisii tist tiste ¢akisir (Sekil 1.1) (Chem.libretexts, 2016).

Asyna
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.‘% _.‘ 3 5 ﬁ \h
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(a) Kiral Nesneler
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Sise Sise Ust uste gakasir

(b) Akiral Nesneler

Sekil 1. 1 Kiral ve akiral nesneler ile ayna goriintiileri. (a) Sag ve sol el gibi her biri
kiral olup ayna goriintiileri iist {iste cakismayan nesneler. (b) Ayna goriintiisii ile iist
iste ¢akisan akiral bir nesne olan sise.



Kiralite canli sistemlerde ¢ok rastlanan bir kavramdir. Niikleik asitler, aminoasitler,
karbonhidratlar, lipitler ve diger bircok biyomolekiil kiral yapida olan molekiillerdir
(Nejem, 2004).

Dikloroflorometan ile bromokloroflorometan’in ayna goriintiilerini incelersek ayna
goriintiileri iist tiste ¢cakigmadigi i¢in bromokloroflorometan’in kiral, ayna goriintiileri
iist liste cakisan dikloroflorometan’in ise akiral bir molekiil oldugunu goriiriiz.
Dikloroflorometan molekiiliiniin akiral olmasindan dolay1 mevcut tek bir yapisi vardir.
Ancak kiral olan bromokloroflorometan’in bir kendisi bir de ayna goriintiisii olmak
tizere iki yapist vardir (Sekil 1.2) (Chem.libretext, 2006). Kendisi ile ayna
goriintiisiiniin meydana getirdigi stereoizomer giftine ise enantiyomerler denir. Biitiin
molekiillerin ayna goriintiileri olmakla birlikte bunlarin enantiyomerler olabilmeleri

igin Ust iiste cakigmamalar1 gerekmektedir (Bunnett, 1999).

Avna
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Cl Cl
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Sekil 1. 2 Kiral ve akiral molekiillerin karsilagtirilmasi. (a) Bromokloroflorometan
ayna gorintiileri {ist liste ¢akistirilamayan kiral bir molekiildiir. (b) Dikloroflorometan
ayna goriintiileri st iiste ¢akisan, kiral merkeze sahip olmayan akiral bir molekiildiir.



1.1.1 Kiral Bilesikler

Bir karbona dort farkli grup veya atomun bagli oldugu molekiil kiral molekiildiir.
Boyle bir molekiiliin sahip oldugu bu merkez karbona ise stereojenik merkez, kiral
merkez veya asimetrik karbon denir (Tiiziin, 1994). 2-Klorbiitan molekiiliiniin 2
numarali karbonuna (yildizla isaretlenmis) Cl, CHs, CH.CHs ve H olmak {izere dort
farkli grup baghdir (Sekil 1.3) (Bunnett, 1999). Bunun yami sira allenler, spiro

molekiiller ve antropi izomerlerde kiral bilesikler sinifina girerler.

S /\T
i ZN om
Cl ~ o~
P : «CHs Sf~H P T
CHs —'C— CH:CHs ,C=C=C_ F Jx f Z H/
| F H Cl XX
H allenler spiro molekduller antropi izomerler

Sekil 1. 3 Bazi kiral bilesikler.

1.1.3 Enantiyomerler ve Ozellikleri

Enantiyomerler sadece kirallik yoniinden birbirlerinden farklilik gosterirler. Fiziksel
ve kimyasal 6zellikleri acisindan birbirinin aynisidirlar. Kaynama noktalari, erime
noktalari, ¢evirme acilari, yogunluklari esdegerdir. Bundan dolay1 ekstraksiyon,
kristalizasyon ve distilasyon gibi kiral olmayan 0&zelliklere dayanan fiziksel
yontemlerle ayrilamazlar. Buna karsilik diizlem polarize 15181 ¢evirme acilarinin yonii

ve biyolojik aktiviteleri gibi 6zellikleri farklilik gosterir.

Buna bir 6rnek diizlem polarize 15181 saat yoniinde veya zit yonde c¢evirmeleridir.
Cevirmenin miktar1 degil yonii (+ veya -) kiral bir 6zelliktir. Bu nedenle 6zgiil cevirme
acilar esitken sadece isaretleri terstir. Laktik asit molekiilii pek ¢ok biyolojik siiregte
yer alan Onemli bir kiral molekiildiir. (R)-laktik asit polarize diizlem 15181 sola
cevirirken diger enantiyomeri olan (S)-laktik asit saga dogru cevirir (Sekil 1.4)
(“Enantiomer”, 2017). Enantiyomerlerin biyolojik ozellikleri kiraliteden kaynakli
olarak farklilik gosterir. Ornegin laktik asit dehidrogenaz enzimi (+)-laktik asiti

pirtivik asite yiikseltgerken, (-)-laktik asitte bu islemi gerceklestirmez (Bunnett, 1999).
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Sekil 1.4 Laktik asit molekiiliiniin enantiyomerleri.

Optikce Aktiflik

Optikge aktiflik kavrami, kiral bir molekiiliin polarize olmus 15181n polarizasyon
diizlemini ¢evirme yetenegine verilen isimdir. Bir kiral molekiiliin sahip oldugu her
iki enantiyomer de optikge aktif 6zellik gosterir (Atkins ve Carey, 1997). Polarimetre
cihazi molekiillerin optik¢e aktifligini 6lgen bir cihazdir (Sekil 1.5) (Dreamstime,
2017). Isin kaynagindan ¢ikan bir 151n demeti polarizatér denen bir parca igerisinden
gecerek 151k dalgalarinin yalnizca bir diizlem {izerine titreserek polarize 1s1k elde edilir.
Tek bir enantiyomeri igeren bir ¢ozelti igerisinden polarize 151k demeti gegirildiginde
bu 151n polarizasyon diizlemini o agist kadar saga veya sola ¢evirdigi gozlemlenir

(Sekil 1.5).

¢ ¢
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Polarizer polarimetre tipu |

Polarlanmanus 15tk Polarize 151k

g i |
Isik Kaynag Analizér semast

Sekil 1. 5 Enantiyosaf maddelerin polarize 151k diizlemini ¢evirmeleri

Optikce aktiflikten bahsedilen bu ¢evirmedir. Bir maddenin optik¢e aktifligi 6zgiil

cevirme olarak ifade edilen [a] sembolii ile gosterilir. Kiral bilesiklerin



enantiyomerlerinden her biri diizlem polarize 1518in diizlemini esit miktarda fakat zit
yonlii cevirirler. Ornegin herhangi bir maddenin enantiyomerlerinden biri [a] = +27°
lik bir ¢evirme gosteriyorsa diger enantiyomer [a] = -27°lik bir ¢evirme gosterir. Kiral
bir bilesigin esit miktardaki iki enantiyomerini bir arada igeren bir karisim pozitif ve
negatif cevirmeler bir birini yok ettigi i¢in herhangi bir optik ¢evrilme gostermez. Bu
tiirli karisimlar rasemik karigim olarak isimlendirilirler ve herhangi bir optikce aktiflik
gostermezler. Herhangi bir maddenin optikge aktiflik gosterebilmesi i¢in madde kiral

olmalidir ve enantiyomerlerden birisinin miktar1 digerinden farkli olmalidir.

1.1.4 Rasemik Karisim

Kiral bir bilesigin her iki enantiyomerini de esit oranda i¢eren karisima rasemik
karisim veya rasemat adi verilir. Rasemik karisimlar optikge aktif degildirler yani
polarize diizlem 15181 herhangi bir yone ¢evirmezler. Bunun sebebi polarize 1s1k
diizlemini esit oranda ancak zit (biri pozitif, digeri negatif) yonlere ¢evirmeleri ve
bunun sonucunda ¢evirmelerinin birbirini yok etmesidir. Kisaca bir maddenin optikg¢e
aktif sayilabilmesi i¢in o maddenin hem kiral olmast hem de bir enantiyomerinin
miktariin digerinden fazla olmasi gerekmektedir. Kiral bilesikler kimyasal
yontemlerle sentezlendiklerinde cogunlukla rasemik karisim seklindedirler. Kiral
maddelerin biri (R) digeri (S) olmak tizere iki enantiyomeri bulunmaktadir. Kiral
maddelerin bu iki enantiyomeri de farmasotik sanayinde 6nem tasirlar ve birbirinden
farkl biyolojik aktivite gosterirler. Enantiyomerler ¢ogu biyolojik etkinlik agisindan
da Dirbirlerinden farklidirlar. Farkli biyolojik aktiviteye sahip olmalari
enantiyomerlerin gliniimiizde basta ila¢ endiistrisi olmak iizere cesitli alanlarda ¢ok
biiyiik éneme sahip olmalarma neden olmustur. ilaglarda sahip olduklari farkli
biyolojik etkinliklerden dolay1 enantiyomerlerden birisi istenen aktiviteyi saglayip
farmakolojik acidan degerliyken (Williams vd, 1998) digeri ise istenen aktiviteyi
gostermez hatta genellikle zararl ve toksik etki gosterebilir veya diger enantiyomerin
etkisini azaltacak yonde ¢alisabilir (Maier vd, 2001). Istenmeyen enantiyomerin ilag
icerisindeki degerinin % 0,1 degerinde olmasi istenir. Bundan dolay1 enantiyomerlerin
birbirinden ayrilmas1 ve enantiyomerik olarak saf bilesiklerin elde edilmesi 6zellikle
ilag endiistrisi bakimindan ¢ok biiyiilk 6nem tasimaktadir (Kordikowski vd, 1999).

Ornegin ilag olarak kullanilacak aktif enantiyomeri digerinden ayirarak kullanmak



diger enantiyomerin hastada meydana getirecegi olumsuz etkileri engellemek
anlamina gelir. Gegmis yillarda uzun bir siire ilaglar rasemat halinde piyasaya
stiriilmistiir (Sekil 1.6). Ancak bu durum rasemat halinde piyasaya siiriilen ilaglarin
meydana getirdigi yan etkilerin ciddi boyutlara ulagmasi ile zaman icerisinde hizla
degisime ugramistir (Sheldon, 1993). Giiniimiizde farmasotik, gida, biyokimya,
parfiim endiistrisi gibi ¢ogu alanda rasemik bilesikler yerine optikce aktif olan tek

enantiyomerli bilesikler tercih edilmektedir (Tiiziin, 1994).
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Sekil 1. 6 1982°den once kiral ilaglarin tek enantiyomer veya rasemat seklinde
kullanima.

Giliniimiizde diinya genelinde iiretilen kayitli 5000 ilacin iigte biri ya dogal tirtindiir
veya dogal iriinlerin kimyasal modifikasyonu ile elde edilen iirlinlerdir. Ziraat ve
eczacilikta kullanilan molekiiller genellikle rasemik veya enantiyomerik saflikta
olmak iizere iki sekilde bulunabilirler. Dogal molekiillerden elde edilen ilaglarin cogu
kiral olmakla birlikte rasem karisim sekline degil tek bir enantiyomer olarak iiretilirler
(Babaarslan, 2008). Ilag iiretiminin ilk yillarindan baslayarak son zamanlara kadar

iretilen ilaclar istenen aktiviteyi yalnizca bir enantiyomer gostermesine ragmen rasem



olarak elde edildi ve satildi. Giiniimiizde ise ilaglar daha ¢ok enantiyomerik olarak saf
halde elde edilmektedir. Buna bagli olarak basta ila¢ endiistrisi olmak {izere birgok

alanda optikge saf enantiyomerlerin kullanimi olduk¢a yaygin hale gelmistir.

Gecmiste ilaclarin rasemik halde satilmasindan kaynaklanan yan etkiler ¢ok ciddi
boyutlara ulagmistir. Bu konu ile ilgili en ¢arpici drnek ise Thalidomide ilacidir. Bu
ilag 1957-1960 yillar1 arasinda 3 yil boyunca hamilelikte meydana gelen mide
bulantisina ¢6ziim olarak piyasaya siirlilmiis ve hamile kadinlar tarafindan
kullanilmistir. 1960 yil1 ve sonrasinda ise bu ilact kullanan annelerin ¢ocuklarinin
korkun¢ dogum kusurlart ile diinyaya geldigi gozlenmistir. Daha sonra yapilan
caligmalarla Thalidomide’in R enantiyomerinin bulantilari tedavi edici etkiye sahip
oldugu belirlenirken S enantiyomerinin (Sekil 1.7) telafisi imkansiz dogum kusurlarina

neden olduguna dair kanitlar tespit edilmistir (Sekil 1.8) (Ananthanarayanan vd, 1993).
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Sekil 1. 7 Thalidomide ilacinin R ve S enantiyomerleri.

Sekil 1. 8 (S) -thalidomide ilacinin meydana getirdigi dogum kusurlar



Rasemik halde bulunan maddelerin olumsuz etkilerine verilebilecek bir diger 6rnek
ise ketamindir. Ketamin insan ve hayvan ameliyatlarinda anestetik olarak kullanilan
bir maddedir. Ketaminin rasemat seklinde uygulandigi durumlarda hastalarda anestezi
sonrasinda zihinsel karisikliklar ve hallisinasyonlarin meydana geldigi gézlenmistir.
Yapilan arastirmalar sonucunda S-(+)-Ketaminin anastetik etkisinin oldugu buna
karsilik ketaminin yan etkilerinden sorumlu olan enantiyomerinin R-(-)-Ketamin
oldugu tespit edilmistir (Sekil 1.9) (Karadeniz, 2006). Bunlari g6z Oniinde
bulundurdugumuzda ilag¢ kullaniminda aktif enantiyomeri tespit ederek enantiyomerik
saflikta ila¢ iiretmek ve istenilen aktiviteyi gostermeyen enantiyomerin hastada
meydana getirecegi olumsuzluklar1 ve yan etkileri 6nlemek c¢ok biiyiilk Onem

tasimaktadir.
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Sekil 1. 9 a) S-(+)-Ketamin ve b) R-(-)-Ketamin

Rasemik karigimlara oranla optik¢e saf enantiyomerler ¢ok daha az yan etki gosterirler
(Tiziin, 1994). Enantiyomerik safliktaki ilag satiglari diinya genelinde giderek
artmaktadir. Giiniimiizde en ¢ok satilan 500 ilacin 269 tanesi tek enantiyomer
igcermektedir. Buna 6rnek olarak verilebilecek fluoxetine ilaci rasemik halde hicbir etki
gostermezken ilacin S (-) formu migreni 6nleyici yonde etki eder. Ayni sekilde mide
tilserini iyilestirmek i¢in de Omeprazol ilacinin S (-) formu kullanilmaktadir (Maier
vd, 2001). Ates disiiriicii olarak kullanilan bir ilag olan Ibuprofenin’in ise sadece S (+)

formu aktiftir.



1.2 Enantiyomerik Olarak Saf Bilesiklerin Sentez Yontemleri

Genellikle karmasik ve ¢ok fonksiyonlu yapiya sahip olan kiral molekiiller gok asamali
sentez yontemleriyle elde edilirler (Ghanem ve AboulEnein, 2004). Optik¢ce saf
enantiyomerler kullanilan hammaddenin (prokiral substratlar, kiral substratlar ya da
rasemik karigimlar) tiiriine gore kiral havuzda bulunan bilesiklerden sentez, rasemik
karisimlarin rezoliisyonu (diastercomerik kristalizasyon, kinetik rezoliisyon, tercihli
kristalizasyon, kromatografi) ve asimetrik sentez olmak iizere 3 farkli yolla elde
edilebilirler. (Sekil 1.10) (Ghanem ve AboulEnein, 2004).

Kiral Havuz Rasematlar Akiral Bilesikler

FRezoliisyon

/\

Kinetik g jstalizasyon Kromatografi

/ \ Asimetrik Sentez

Sentez Enzimatik Kimyasal
Bivokataliz

Enantivomerik Saflhikta Bilesikler

Sekil 1. 10 Enantiyomerik saflikta bilesiklerin elde edildigi metotlar.

1.2.1 Stereosecimli Sentez
Stereosecimli sentez yontemi, kiral havuz bilesikleri olarak ifade edilen kiral baglangi¢
substrat1 ve kimyasal veya biyolojik kiral ayirici ve kiral ¢evre kullanilarak akiral

bilesikler ile gerceklestirilebilir.
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1.2.2 Rasematlarin Rezoliisyonu

Rasemat rezoliisyonu enantiyosaf bilesik eldesi i¢in uygulanan bir diger yontemdir.
Rezoliisyon, rasemat halinde bulunan bir bilesigin enantiyomerlerine ayrilmasi
islemine denir. Rasemat rezoliisyonu i¢in basta kristallendirme olmak iizere ¢esitli
fiziksel ve kimyasal metotlar gelistirilmistir. Bu yontem tercihli kristalizasyon,
diastereomerik tuzlarin kristalizasyonu, kinetik rezoliisyon ve kromatografi olmak

tizere dorde ayrilir (Sekil 1.11).

Rasematlar
Te E’L‘lhl.l K_metE.I: Dufste reomer Kromatografi
Kristalizasyon Rezoliisyon Kristalizasyon
Kimyasal Enzimatik

Sekil 1. 11 Rasematlarin rezoliisyonunda kullanilan metotlar.

1.2.2.1 Tercihli Kristalizasyon

Konglomerat halindeki rasemat karisimlara uygulanabilen bir yontemdir. Iki
enantiyomerin esit orandaki kristallerinin mekanik karigimina konglomerat denir. Bu
yontem endiistriyel dlgekte yaygin olarak kullanilir. Buna 6rnek olarak kloramfenikol
(enfeksiyon oOnleyici ilag) ve a-metil-L-dopa (kalp damar hastaliklarinda tedavi edici
ajan) Uretimi verilebilir. Bu yontemin dezavantaji rasematlarin %20’den daha azinin
konglomerat seklinde bulunmasi ve dolayisiyla geri kalan rasematlarin tercihli

kristalizasyon yontemi ile ayrilamamasidir.
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1.2.2.2 Diastereomer Kristalizasyonu

Diastereomer tuzlarin olusturulmasi seklinde gerceklestirilen bir yontemdir. Optikce
aktif bir bazin enantiyomeri ile rasem bir bilesigin tuzu olusturulur. Olusan bu tuzlar
enantiyomer degil diastereomer tuzlardir ve fiziksel ozellikleri ile c¢oziintirlik
Ozellikleri birbirinden ¢ok farklidir. Uygun bir c¢oziicii ile kristallendirilerek
birbirinden ayrilabilirler. Ayrilan tuzlar ise bir mineral asit ile etkilesime sokularak
serbest hale donustiiriilebilirler. Diastereomer tuzlar olusturmak amaciyla kullanilan
optikge saf organik asit ve bazlar dogal bilesikler olmakla birlikte tiirleri olduk¢a

fazladir.

1.2.2.3 Kromatografi

Kolon kromatografisi ile gerceklestirilen bu yontemde kolon dolgu maddesi olarak
optikce aktif kati maddeler (glikoz, sakkaroz, laktoz gibi sekerler) kullanilir ve kolon
igerisinden rasem bir bilesige ait ¢ozelti gegirilir. Bunun sonucunda enantiyomerlerden
bir tanesi digerine gore daha kuvvetli tutunur ve rezoliisyon gerceklesir. Yeterli
uzunlukta bir kolon kullanilmus ise toplanan ¢6zeltide sadece bir enantiyomer saf halde
bulunur. Diger enantiyomer ise kolonda tutulmus haldedir ve baska bir ¢oziicii yardimi

ile kolondan alinabilir (Sheldon, 1993).

1.2.2.4 Kinetik Rezoliisyon

Kinetik rezoliisyon yonteminde rasemati olusturan enantiyomerden bir tanesi, kiral
yapidaki bir kimyasal veya biyokimyasal katalizor araciligi ile enantiyose¢imli olarak
ve hizli bir sekilde farkli bir yapiya doniistiiriiliir. Bu yontemin asimetrik sentez
yonteminden farki kiral girdi veya substratin rasemik formda bulunmasidir. Kiral girdi
olarak, biyokatalizér (enzim veya mikroorganizma) ya da kemokatalizor (kiral asit
veya baz, kiral metal kompleksler) kullanilabilir. Rasemik bilesiklerin kinetik
rezoliisyonunu tepkimelerinden en yaygin olani lipaz enzimlerinin katalizledigi
dontisim tepkimeleridir. Enzimler kiral oldugundan dolayi lipazlar rasemik karigimi
olusturan iki enantiyomer arasinda ayrim yapma yetenegine sahiptirler. Bu sayede bir

enantiyomer digerine oranla daha kisa silirede iirline doniistiiriilir (Ghanem ve
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AboulEnein, 2004). Her ne kadar yaygin bir sekilde kullanilsa da endiistriyel boyutta

bir¢ok dezavantaji bulunan bir yontemdir (Faber ve Strauss, 1999). Bu dezavantajlar;

e Teorik verim %50’yi gecememektedir.
e Doniisiim %50’ye ulastiginda tepkimenin sona erdirilmesi gerekmektedir.
e Tepkime sonunda kalan substratin liriinden ayrilmasi zor olabilmektedir.

Ayirma i¢in kromatografik yontemlerin uygulanmasi gerekmektedir.

Rezoliisyon tekniklerine alternatif olarak rasemattan tek bir izomerin elde edilmesi
olduk¢a avantajlidir. Bu yoOntem derasemizasyon olarak adlandirilmaktadir.
Rasemattan tek bir izomerin yiiksek verimle elde edilmesi yontemine derasemizasyon
denir. Derasemizasyon kimyasal ve biyokatalitik rasemizasyon ile enantiyose¢imli
katalitik doniistimii kapsar. Bu yontemde hizli olarak tepkimeye giren enantiyomer (R)
triinii (P) olustururken yavas olarak tepkimeye giren enantiyomer (S), diger
enantiyomer tlikendik¢e rasemizasyon ile R enantiyomerine doniismektedir. Sonug
olarak R enantiyomeri ortamda hig¢ bitmemektedir ve ortamdaki iki enantiyomerin de

iriine dontlismesi ile teorik verim %100 olabilmektedir (Tiiziin, 1994).

1.2.3 Asimetrik Sentez

Asimetrik sentez yonteminde baslangic maddesi bir prokiral veya mezo bilesik (M)
oldugundan yani kiral bir madde olmadigindan tek bir enantiyomerik iiriiniin (U veya
Q) elde edildigi teorik verim %100 olabilmektedir. Bu durum kinetik rezoliisyonla
karsilagtirildiginda avantaj saglamaktadir. Ayrica tek bir tepkimenin tek bir enzimle
gerceklesmesi de derasemizasyona gore iistiinliik saglamaktadir (Temino vd, 2005).
Asimetrik sentez tepkimelerini oksidorediiktazlar enzim smifina ait olan alkol
dehidrojenazlar (ADH) katalizler (Sekil 1.12). Sekil 1.13’de kinetik rezoliisyon,

asimetrik sentez ve derasemizasyon yontemleri karsilastirilmaktadir.
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Sekil 1. 13 Kinetik rezoliisyon, asimetrik sentez ve derasemizasyon yontemleri.

Rasematlarin rezoliisyonu yontemine ait olan diastereomerik kristalizasyon yolu ile
optikce saf enantiyomerlerin eldesi hala endiistride kullanilan en 6nemli yontemlerden
birisidir. Ancak baslangi¢ ¢ikis maddesi rasemik karisim (% 50 R-enantiyomer + %
50 S-enantiyomer) oldugu i¢in maksimum teorik verim bir enantiyomer i¢in %50°dir
(Jacques vd, 1981; Faber, 1999; 2000; Ghanem ve AboulEnein, 2004). Kinetik
rezoliisyonun enzimler kullanilarak gerceklestirildigi zaman en verimli sekilde
uygulandig bildirilmistir. Dogal yollardan olusan kiral bilesikler optik olarak aktif tek
enantiyomerli bilesiklerin eldesinde baslangic maddesi olarak veya katalizor ya da
ligand gibi enantiyoseg¢imli ajan olarak organik sentezde kullanilir (Blaser vd, 1992).
Dogal olarak meydana gelen bilesiklerin bir dezavantaji ise cogu bilesigin iki
enantiyomeri birden icermemesidir. Enantiyose¢imli sentez i¢in en uygun ve elverisli
yontem asimetrik sentez yontemidir. Asimetrik sentez yonteminde baslangic maddesi
olarak rasemik karisim kullanilmadigindan elde edilen verim %100°’{ bulabilmektedir.

Basarili asimetrik kataliz tepkimelerinin ¢ogunda elde edilen ee’nin >% 95 oldugu
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rapor edilmistir (Ojima, 1993; Brunner vd, 1993). Bu durum kinetik rezoliisyona gore
istiinliik saglamaktadir (Temino vd, 2005). Sekil 1.14’de biyokatalitik yolla
gerceklestirilen endiistriyel uygulamalarla elde edilen iiriinler i¢in verilen kiral bilesik

kaynaklar1 gosterilmektedir (Straathof vd, 2002).

Kiral havuz i . Hnetik
bilegikleri - T, rezolizyon

e | imetrk zantar
Eiralhk ipermeyen

Sekil 1. 14 Endiistriyel kiral bilesik sentezi i¢in kullanilan kiral kaynaklar (134
uygulama)

1.3 Kiral Sekonder Alkollerin Onemi

Organik molekiillerin sentezinde ketonlarin asimetrik olarak indirgenmesi temel bir
stirectir. Kiral alkoller prokiral ketonlarin asimetrik indirgenmesi ile elde
edilebilmektedir. Enantiyomerik olarak saf alkoller, asimetrik sentezin temelini
olusturmaktadirlar. Elde edilen sekonder alkoller ise giiniimiizde basta ila¢ sanayisi
olmak tizere diger bircok alanda 6nemli kullanim alanlarina sahip oldugu i¢in son
yillarda kiral alkollere olan ilgi ve talep daha ¢ok artmistir (Wanda ve Agnieszka,
2004).

Bu alkoller biyolojik agidan 6nemli bircok molekiiliin sentezinde hammadde olarak
gorev yaparlar. Optikce aktif kiral alkoller Onemli ilaglarin (antibiyotikler,
antidepresanlar, antibakteriyel ilaglar, antiviriitik ilaglar, potasyum kanal agicilar1 ve
cesitli kalp ilaglar1) ve dogal iiriinlerin sentezinde kullanilmaktadirlar. Ornegin
sentezlenen kiral alkoller R-denopamin, S-fluoksetin, L-klorpromazin ve R-
atomoksetin gibi kiral ilaglarin yap1 tasi olarak kullanilmaktadirlar (Kataoka vd, 2003).
(R)-fenilefrin (Legnani ve Morandi, 2016), (+)-NPS-R-568 (Cohen ve Silverberg,
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2002; Joy vd, 2006; Nagano, 2006) ve (S)-orfenadrin (Wujkowska vd, 2016) (Sekil
1.15) gibi bilesikler de optik¢e saf sekonder alkollerden elde edilen farmakolojik
olarak aktif bilesiklerdendir (Sahin, 2017a).

N

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

Sekil 1. 15 Bazi1 farmasotik bilesik 6rnekleri.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Kiral Sekonder Alkollerin Elde Edilme Yontemleri

Gectigimiz son birkag yil igerisinde molekiillerin rasemik olmayan (non-rasemic)
formda sentezine olanak saglayan biyolojik ve kimyasal metotlar gelistirilmistir
(Matsuyama vd, 2002; Matsuda vd, 2009; Borges vd, 2009; Valadez-Blanco ve
Livingston, 2009). ilaglarm optikce aktif enantiyosecimli olarak iiretilmelerinde kiral
ajan olarak bir biyokatalizor (enzim, mikroorganizma) veya bir kemokatalizor (kiral-
metal kompleksi, kiral asit veya baz) kullanilabilir (Ghanem ve Aboul-Enein, 2004).
Bu amagla ¢ogunlukla tek enantiyomerli tiretim sagladiklar1 ig¢in (Kurbanoglu vd,
2007) enzim ya da mikroorganizmalarin katalizor olarak kullanildigi biyolojik

katalizorleri iceren ¢aligmalar giderek artmaktadir.

Kimyasal katalizorlerin sahip olduklar1 bazi dezavantajlar vardir. Bunlar; zayif
secicilige sahip olmalari, ¢evreye zararli toksik metal kullanimi, sert reaksiyon
kosullar1, tepkime esnasinda olusan yan {irlinlerin fazla olmasi, diisiik doniisiim orani
ve maliyetlerinin fazla olmasidir (Hage vd, 2001). Asimetrik indirgenme
reaksiyonlarinda kullanilan biyokatalizorler ise kimyasal katalizorlere oranla ¢ok daha
avantajhdirlar (Cizelge 2.1) (Faber, 1997).

Cizelge 2.1 Biyokatalizorlerin kimyasal katalizorler ile karsilastirildiginda sahip
oldugu avantajlar.

Avantajlar Dezavantajlan

Genellikle daha verimlidirler Substrat veya iiriin inhibisyonuna
Secicilik kararlilik ve aktivitelerini duyarhdirlar

artiracak sekilde modifiye edilebilirler Cozicii genellikle sudur (Yiiksek
Daha segicidirler ( kimyasal segicilik, kaynama noktasi ve buharlagsma
bolgesel segicilik, enantiyo se¢icilik) 15181)

Iliml1 reaksiyon kosullarina sahiptirler Enzimler dogada yalnizca bir

(pH araligt: 5-8, Sicaklik araligi: 20-40°C) enantiyomerik formda bulunurlar
Cevre dostudurlar ( Dogada tamamen Enzimler alerjik reaksiyonlara

¢Oziintirler) neden olabilirler
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Biyokatalizorler tepkimelerin ¢ok daha hizli ger¢eklesmesini saglar. Mikroorganizma,
bitki, hayvan veya bunlardan elde edilen izole enzimler gibi biyokatalizorler hem
tekrar tekrar tretilebilirler hem de dogal yapida olduklarindan kullanim sonrasinda
dogada kolayca ayrisabilirler (Nakamura vd, 2003). Bu agidan ¢evre dostudurlar.
Katildiklar1 tepkimeleri 1limli kosullarda gerceklestirdiklerinden rasemizasyon,
izomerizasyon ve bozunma gibi istenmeyen tepkimelerin olusmasini engellerler. Bir
diger ozellikleri sahip olduklar1 bolgesel spesifikliktir. Substrat molekiiliinde esdeger
birkag¢ grup veya reaktif mevcut ise enzim belirli bir bdlgeyi katalizler.
Biyokatalizorler bircok reaksiyonu katalizleyebildikleri gibi yiiksek segicilige
sahiptirler (Wu vd, 1999). Yiiksek oranda bolgesel, kimyasal ve enantiyosegicilik
gosterirler (Johannes vd, 2005). Enzimin aktif merkezi asimetrik bir ¢evre saglar.
Boylece rasemik substratlarin enantiyomerleri arasinda ayrim yapilmasi saglanir. Bu
sayede sadece bir enantiyomer katalizlenir. Biyokatalizor kullanilarak gergeklestirilen
tepkimelerde yiiksek verim elde edilmesi de yine biyokatalizorlerin sahip oldugu
onemli Ozelliklerden biridir. Bu nedenle istenilen aktiviteyi gosteren yeni enzimler
(Bhattacharyya vd, 2010) ve yeni biyokatalizorlerin kesfine ihtiya¢ duyulmaktadir
(Kurbanoglu vd, 2009 a,b, Barros-Filho vd, 2009; Xie vd, 2009; Bhattacharyya vd,
2010). Substrat veya iiriin inhibisyonuna sahip olmalari, reaksiyonlarin su igeren
cozeltilerde gergeklestirilmesi en ciddi dezavantajlar olarak diisliniilse de bu
dezavantajlarin yanlis kan1 ve onyargi oldugu ortaya ¢ikmistir (Faber, 1997; Rozzell,
1999). Ornegin ticari olarak kullanilan bircok enzim uzun siireli kullanim kosullarinda
mitkemmel kararlilik gosterir. Ayrica neredeyse bilinen her organik reaksiyon tipine
esdeger enzim-katalizli reaksiyon bulunmaktadir. Cogu enzim dogal olmayan
substratlar1 kabul eder ve onlari istenen iiriinlere doniistiiriir. Daha da 6nemlisi hemen
hemen mevcut biyokatalizorlerin sahip oldugu 6zelliklerin tiimii istenilen reaksiyon
kosullarini karsilamak iizere protein ve metabolik miihendisligi metotlar1 ile uygun

hale getirilebilir (Johannes vd, 2005).

Gilinlimiizde prokiral ketonlarin biyoindirgenmesi ile ilgili yapilan caligmalarda
biyokatalizor olarak saf enzimler, mikroorganizmalar ve bitki ve hayvanlardan elde
edilen kiiltiire edilmis hiicreler olmak iizere temelde 3 gruba ayrilabilirler (Sekil 2.1)

(Nakamura vd, 2003; Tiiziin, 2005).
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izole Enzimler Mikroorganizmalar

I mmobilize sza Hiicreleri G. candidum

HIAY.
Alkol Dehidrogenaz Enzimi ,) 2 ’
;’/ r;

Biyokatalizér
Cesitleri

Sivanobakteri

Bitki ve Hayvanlarm
Kiiltiire Edilmis Hiicreleri

Sekil 2. 1 Asimetrik indirgenme reaksiyonlarinda kullanilan biyokatalizor gesitleri.

Biyokatalizorler ile gergeklestirilen indirgenme tepkimeleri; dnceden biiyiitiilmiis
hiicreler, biiyliyen hiicreler, tutuklanmis hiicreler, saf enzimler ile veya ¢ok fazli

sistemler olmak iizere bes farkli yontemle gerceklestirilebilir.

Onceden biiyiitiilmiis hiicreler ile biyotransformasyon: Optimum kosullar altinda
biiyiitiilen mikroorganizma filtrasyon veya santrifiij gibi ¢esitli yontemler ile ayrilir.
Elde edilen hiicreler substrat iceren optimum pH’daki ¢ozelti veya su ile siispansiyon
haline getirilir. Bu sistem substratin veya liriiniin mikroorganizmanin biiylimesine olan
negatif etkisini ortadan kaldirmasi, liriiniin uzaklastirilmasinin kolay olmast, optimum
doniislim orant ve hizin1 veren hiicre derisiminin kolay hesaplanmasi, iretilen
mikroorganizmanin tepkime ortamina eklenmesi esnasinda steril ¢aligmaya gerek

olmamas1 gibi 6zelliklerinden dolay:r avantajlidir.

Biiyiiyen hiicreler ile biyotransformasyon: Bu yontemde hiicreler ¢ogaldik¢a ortamda
bulunan gerekli enzim miktar1 da artmaktadir. Substrat ortama asilama ile ya da
mikrobiyal tiremenin durgunluk fazinda ilave edilir. Substrat ilavesi i¢in en uygun olan

zaman belirlenir. Substratin iiremeyi inhibe etmemesi icin belirli bir derigime
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ulagildiktan sonra ilave edilmesi daha uygundur (Karadeniz, 2006). Maksimum verime

ulasana kadar biyotransformasyon siirdiiriiliir.

Tutuklanmis hiicreler ile biyotransformasyon: Mikroorganizmalar uygun bir ortamda
blyiitiildiikten sonra enzimlerin tutuklanmasina benzer yontemler kullanilarak
tutuklanirlar. Bu yontem serbest hiicrelerle gerceklestirilenlere gore daha kararlidir.
Tutuklanan hiicreler biyotepkime ortamindan hem kolayca uzaklastirilabilir hem de
tekrar kullanilabilirler. Uriin olusum hizinin yiiksek olmasmin yani sira inhibisyon
etkisi minimumdur. Bu sayede biyokatalizoriin kararliligi ve maksimum etkinligi

korunur.

Saf enzimler ile biyotransformasyon: Hiicre membranmin substrat ve {riiniin
gecmesine engel olmasi, diger enzimlerin varliginin istenmeyen yan tepkimelere veya
liriiniin bozunmasina neden olmasi, gibi durumlarda saf enzimler kullanilarak
biyotransformasyon islemleri gerceklestirilir. Enzimler hayvan veya bitki
dokularindan elde edilebilir. Saf enzimler ile gergeklestirilen tepkimelerin avantajlart;
tepkime kontroliiniin kolay olmasi, enzimlerin tepkimeye spesifik olmalarindan dolay1
yan tepkimelerin olusmamasi, enzimlerin ¢6ziicii toleranslarinin mikroorganizmalara
gore daha fazla olmasi seklinde siralanabilir. Ancak enzim saflastirmast hem uzun
zaman alan, yorucu hem de saf enzim ve kofaktor fiyatlarinin pahali olmasi nedeniyle

oldukca maliyetli bir islemdir (Songiir, 2009).

Cok fazli sistemlerde biyotransformasyon: Substrat ve {iriin inhibisyonunun az olmasi,
tepkime hizinin yiiksek olmasi, substrat veya triin hidrolizinin 6nlenmesi, sudaki
¢Oziiniirliigli diisiik olan substrat ve iirlinlerin yiiksek derisimlerinde ¢alisilabilmesi,
biyokatalizorlerin daha kararli olmasi, biyokatalizor veya iiriiniin uzaklastirilmasinin

daha kolay olmast agisindan avantajli bir yontemdir (Karadeniz, 2006).

Biyokimyasal tepkimeleri katalizleyen (tepkimenin hizini artiran) protein yapidaki
biyomolekiillere enzim denir (Garrett ve Grisham, 1999; Smith vd, 1997). Amino
asitlerin ¢ogu kiral molekiiller oldugundan dolay1 protein yapida olan enzimler de kiral
yapiya sahip olmaktadirlar. Bu nedenle enzimler tarafindan katalizlenen tepkimelerin

cogu enantiyose¢imli tepkime olmaktadir.

Farkli enzim gruplan farkli tepkimeleri katalizleyebilmektedirler. Uluslarast Enzim

Komisyonu tarafindan 1955 yilinda gelistirilen bir metot ile enzimler, katalizledikleri
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tepkimelere gore 6 ana siifa ayrilmiglardir. Komisyon tarafindan enzimler i¢in EC
numaralart adi verilen bir sistem gelistirilmistir. Bu sisteme gore her enzimin baginda
enzimi simgeleyen bir EC numarasi bulunmaktadir. Bu enzim siniflandirma sistemi

Cizelge 2.2°de gosterilmektedir (Tiiziin, 2005).

Cizelge 2. 2 Enzimlerin Siiflandirilmasi

GRUP TEPKIME
1. Oksidorediiktazlar Indirgenme/Y iikseltgenme
2. Transferazlar Grup veya Molekiil Transferi
3. Hidrolazlar Hidroliz
4. Liyazlar Substrattan Grup Uzaklastirma, Cift Baglara Katilim
5. izomerazlar Izomerlestirme
6. Ligazlar ATP Enerjisi Kullanilarak Molekiillerin Birlestirilmesi

Asimetrik indirgenme reaksiyonu ile enantiyomerik saflikta kiral alkol eldesi
biyokatalizor olarak alkol dehidrogenaz (ADH) enziminin kullanilmasi sonucu
prokiral ketonlarin biyoindirgenmesi ile gerceklesir. Alkol dehidrogenazlar (ADH)
oksidorediiktaz enzim smifina ait enzim grubudur. Bu enzimler indirgenme
yiikseltgenme reaksiyonlarini katalizlerler. Genis substrat araliina ve yliksek
stereosecimlilige sahip olmalari bu enzim grubunun 6zelliklerindendir (Aydogan,
2012). ADH enzimi islevini gerc¢eklestirmek igin kofaktore ihtiyag duyar ve tepkime
devam ettik¢e kofaktor tiikkenir. Bu nedenle enzim kullanilan ¢alismalarda kofaktor
rejenerasyonuna ihtiya¢ duyulur. Son yillarda biyokatalitik indirgenme yontemi ile
prokiral ketonlardan kiral alkollerin eldesinde saf enzim kullanimina oranla dogrudan
hiicrenin (whole cell) kullanim1 daha yaygin hale gelmistir (Sekil 2.2) (Straathof vd,
2002).
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Sekil 2. 2 Enzim ve tiim hiicrelerin endiistriyel islemlerde kullanimi (134 uygulama)

Cesitli  avantajlarindan  dolayr son yillarda biyoindirgenme islemi igin
mikroorganizmalar enzim kaynagi olarak kullanilmaktadirlar (Xiao vd, 2006;
Kurbanoglu vd, 2007a,b). Asimetrik sentez tepkimelerinde enzimi saf olarak
kullanmak yerine mikroorganizmalari enzim kaynagi olarak kullanmak hem ekonomik
yonden hem de uygulama kolayligi yoniinden biiyiik avantaj saglamaktadir. Bir hiicre
cok sayida dehidrogenaz igerir ve herhangi bir kofaktor rejenerasyonuna ihtiyag
duymaz (Babaarslan, 2008). ADH enzimi kofaktor gerektiren ve kofaktdrii ortamda
tilkendik¢e yenilenmesini gerektiren bir enzim oldugundan bu enzimi iceren
mikroorganizmalarin kullanimi ile kofaktor rejenerasyonu gibi oldukga pahali olan bir
islemi uygulamaya gerek kalmadan tepkimeler gergeklestirilebilir (Ward ve Singh,
2000). Aynm1 zamanda enzim yerine mikroorganizmalarin biyokatalizér olarak
kullanilmas1 daha ucuz, kararl ve yliksek verimli olmalarinin yani sira daha kolay elde
edilebildiklerinden dolay1 ¢ok daha avantajlidirlar. Bu anlamda organik materyallerin
sentezi amactyla ¢evreden mikroorganizmalarin izolasyonu iizerine giderek artan bir

ilgi bulunmaktadir (Kira vd, 2009).

Literatiirde saf enzim ve mikroorganizmalarin biyokatalizorliiglinde asimetrik
indirgenme reaksiyonu ile ketonlardan kiral alkollerin sentezinin gergeklestirildigi

birgok arastirma yapilmstir.

Adlercreutz (1991), caligmasinda asetik asit bakterilerine ait 6 adet susu, ketonlarin
enantiyomerik  saflikta  indirgenmesini  katalizleme  yetenegi  agisindan
degerlendirilmistir. Hiicreler biyodoniisimden Once gecgirgen hale getirilmistir.
Gluconobacter oxydans DSM 50049 ve Acetobacter aceti DSM 2002 en iyi suslar

olarak tespit edilmistir. Bu suslarin her ikisini de kullanarak 12 adet ketonun tiim{iinii
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>%94 enantiyomerik asirilik (ee) derecesinde (S)-alkollere indirgemek miimkiindiir.
En yiiksek seviyedeki enzimatik aktivite Acetobacter aceti DSM 2002 bakterisinde

bulunmustur.

Nakamura ve Matsuda (1998) yaptiklar1 ¢alismada, aromatik ketonlar, B-keto esterler
ve basit alifatik ketonlari, Geotrichum candidum tozu kullanarak ilgili (S)-alkollere
mitkemmel segicilikle indirgemistir. Bu yontem tim hiicre kullanilarak
gerceklestirilen indirgemelerde reaktivite ve stereosecicilik acisindan istiindiir.
Indirgeme sistemi igin substrata gore biyokataliz orani, koenzim cesitleri, koenzim
rejenerasyonu i¢in alkol, tampon, pH ve reaksiyon sicakligi gibi deneysel kosullar
arastirilmistir ve biyokatalizoriin muhafaza edilebilirligi ile kararliligt da ayrica
incelenmistir. Bu metot optikce saf alkolleri gram dlgeginde sentezlemek icin oldukga

uygundur.

Mandal ve ¢alisma arkadaglar1 (2004), farkli fungus tiirlerini kullanarak asetofenon
tiirevlerinin enantiyose¢imli biyoindirgenmesini gergeklestirmislerdir. Yaptiklari
calismalar sonucunda elde ettikleri verilerde Trichothecium sp.’nin enantiyosecimlilik
(%93,5) ve doniisiim (%85) agisindan en iyi fungus oldugunu belirlediler. Aspergillus
oryzae NCIM 649 tiiri ise %81,5 enantiyosecimlilik ve %100 doniisim ile
Trichothecium sp.’yi takip etmektedir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2. 3 Degisik fungus tiirleri kullanilarak asetofenonun biyoindirgenmesi (Cso=
8mM, pH=6, T=28°C, N=200 rpm)

Fungus t,h % ee 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
Aspergillus flavus NCIM 542 48 67,R 100
Aspergillus oryzae NCIM 649 48 81,R 100
Trichothecium sp. 72 93,R 85

Patel ve arkadaslar1 (2004), 2-bromo-4-floro asetofenonun enantiyose¢imli mikrobiyal

indirgenmesi iizerine ¢aligmislardir. Mikrobiyal indirgenme araciligi ile 2-bromo-4-
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floro’dan (S)-1-(2-bromo-4-floro fenil) etanol elde etmislerdir (Sekil 2.3). Elde edilen

bu madde ise farmasoétik ilaglar agisindan 6nemli bir ham maddedir.

| mikroorganzma e

1 ]

O OH

Sekil 2. 3 2-bromo-4-floro asetofenonun mikroorganizmalar tarafindan indirgenmesi.

Mikroorganizma olarak Pichia, Saccharomyces, Candida, Hansenula, Rhodotorula ve
diger birka¢ hiicre daha kullanilmis ve bu hiicreler ayr1 ayr1 calisilarak elde edilen
doniisiim ve enantiyomerik asirilik degerleri incelenmistir (Cizelge 2.4). indirgeme
tepkimeleri kesikli sistemde, 28 °C, 250 rpm’de, 10 mL hacimde (100 mM potasyum
fosfat tamponu, pH:7), %20 w/v yas hiicre (0,02g /ml), 1,5 g/L substrat ve 25 g/L
glikoz (138) mM ilave edilerek, 24 saatte gergeklestirilmistir.

Cizelge 2. 4 2-bromo-4-floro asetofenonun enantiyomerik saflikta biyoindirgenmesi

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 2.4’de goriildigl iizere Hansenula, Candida ve Pichia’ya ait tiirler yiliksek
dontisim  (%99-100) ve S-alkol iretiminde yiiksek enantiyosegimlilik
(ee>%99)gostermistir.

Yang ve ekibi tarafindan yapilan ¢aligmada (2006) Prokiral ketonlarin genis bir grubu,
Rhodotorula sp. AS2.2241 hiicreleri kullanilarak optikge aktif ilgili sekonder
alkollere verimli bir sekilde indirgenmislerdir. Mikrobiyal indirgeme sistemi, a- ve
B-keto esterlerin indirgenmesinde orta-yiiksek enantyosegicilik gosterirken cesitli
aromatik ketonlarin ve asetilpiridinlerin (>97% ee) indirgenmesinde yiiksek aktivite
ve enantiyosegicilik sergilemiglerdir. (R)-Nifenalol, a p-adrenerjik bloker da,
Rhodotorula sp. AS2.2241 hiicrelerinin 2-bromo-1-(4-nitrofenil)etanonu asimetrik
indirgemesi  yoluyla elde edilen 2-bromo-1(R)-(4-nitrofenil)etanol (97% ee)
kullanilarak sentezlenmistir. Biyokataliz6riin basit bir sekilde hazirlanmasi ve yiiksek

aktivite géstermesi bu sistemi organik sentez i¢in ¢ok yiinlii bir araca ¢evirmistir.

Pujic (2006), 1-[3,5-bis(triflorometil)fenil] etanonun enantiyosegici indirgenmesi igin
tamamlayici iki yaklasim tanimlamis ve karsilastirmistir: asimetrik hidrojen transfer
yoluyla ketonlarin asimetrik veya mikrobiyal indirgenmesi. Incelenen gesitli
mikroorganizmalar arasinda Lactobacillus kefir ve Aspergillus niger ketonu ilgili (R)-
alkol’e indirgemislerdir. (S)-alkol, homojen asimetrik kataliz kullanilarak 1-[3,5-
bis(triflorometil)fenil] etanonun indirgenmesi tarafindan elde edilmistir. Her iki
enantiyomerde yiiksek verim ve enantiyomerik asirilik (ee) degerleriyle elde

edilmistir.
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Kurbanoglu ve arkadaslart (2007) tarafindan bir bitki Orneginden izole edilen
Alternaria alternata EBK-4 mantari, asetofenon tiirevlerinin asimetrik indirgenme
reaksiyonlar1 acisindan degerlendirilmistir. Bir sonraki calismada, bu izolat
asetofenonun 1-feniletanole miikemmel enantiyomerik asirilikla indirgenmesi igin
kullanilmistir. Asetofenon tiirevleri A. alternata EBK-4 tarafindan optimize kosullar
altinda ilgili optikge aktif alkollere >%99 enantiyomerik asirilik (ee) derecesinde
donistiiriilmiistiir. Bu ¢alisma artik materyallerden ram horn peptone kullanilarak
asetofenon analoglariin A. alternata tarafindan enantiyomerik indirgenmesi ile ilgili
ilk bildiridir.

Kurbanoglu ve grubu (2007) yaptiklart bir caligmada Aspergillus niger’e ait 14 susu
toprak Orneklerinden izole etmislerdir. Bu izolatlar asetofenonu 1-feniletanole
indirgemeleri yoniinden degerlendirilmislerdir. Test edilen izolatlar arasinda, A. niger
EBK-9 izolatinin asetofenonun enantiyose¢imli indirgenmesi ic¢in etkili bir
biyokatalizor oldugu tespit edilmistir. Optimum sartlar altinda asetofenon tiirevleri

%99 ee saflik derecesinde optikce aktif alkollere doniistiiriilmiistiir.

Ou ve grubu (2008), Kloroasetofenonu indirgeme aktivitesine sahip olan 4 adet maya
susunu incelemistir. Saccharomyces cerevisiae B5 en iyi indirgeme aktivitesini ve
stereosegiciligi gostermistir. Yiiksek enantiyomerik saflikta (R)-2'-kloro-1-feniletanol,
biyokatalizor ~olarak kullanilan ~ Saccharomyces cerevisiae B5 ile elde
edilmistir. Birka¢g yardimecr substratin  (R)-2’-kloro-1-feniletanoliin - verimi ve
enantiyomerik asirilik (ee) degeri lizerindeki etkileri degerlendirilmistir. %5 (v/v)
etanol, (R)-2'-kloro-1-feniletanoliin olusumu i¢in en iyi yardimci substrattir.
Saccharomyces cerevisiae B5 tarafindan katalizlenen, 2'-chloroacetophenoneun en iyi
biyodoniisiim kosullart asagida belirtildigi sekildedir: pH: 8, 25 °C ve 24 saat.
Biyodoniisiimde 10.75 g/l Saccharomyces cerevisiae BS (hiicrenin kuru agirligi) ve 1
g/l 2'-kloroasetofenon kullanilmasiyla (R)-2'-kloro-1-feniletanoliin  verim ve
enantiyomerik asirilik degerlerinin (ee) her ikisi de %99’dan daha fazlasina

ulasabilmektedir.

Zilbeyaz ve grubu (2010) calismalarinda toplamda 120 adet fungal susu toprak
orneklerinden izole etmislerdir ve asetofenon tiirevlerini (R)- alkollere indirgemeleri

yoniinden degerlendirmislerdir. Bu suslar arasinda, Trichothecium roseum EBK-18
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izolatinin miikemmel enantiyoseg¢icilikte (R)- alkol iiretiminde oldukga etkili oldugu

bulunmustur (ee> %99).

E. Kurbanoglu, K. Zilbeyaz, N. Kurbanoglu (2011) yaptiklar1 caligmalarinda,
kalsiyum aljinat jeline sabitlenmis immobilize Cryptococcus laurentii hiicrelerini,
asetofenon tiirevlerinin asimetrik indirgenmesinde kullanilan bir biyokatalizor olarak
tanimlamiglardir. Bu taksonomik maya grubuna ait kirk farkli izolati degisik
orneklerden izole etmislerdir. Bu izolatlarin immobilize hiicrelerini asetofenonun
alkole indirgenmesinde indirgeyici ajan olarak gostermislerdir. En iyi dort izolat
Rhodotorula glutinis, Saccharomyces cerevisiae, Hansenula capsulata, ve
Cryptococcus laurentii olarak VITEK-2 kompakt sistemi tarafindan secilmistir. Ilk ii¢
mikroorganizmanin kullanimi1 iyi bilindiginden organik reaksiyonlarda yeni bir
biyokatalizor olarak C. laurentii’nin arastirilmasina karar vermislerdir. Amaglar1 C.
laurentii’nin, alkollerin (R) veya (S) izomerlerini yiiksek enantiomerik saflikta elde
etmek icin ketonlarin biyoindirgenmesini katalizleyip katalizleyemeyecegini
belirlemektir. Yapacaklar1 deneyler igin C. laurentii EBK-19 izolatini1 tercih
etmislerdir. Test edilen ketonlarin tiimi olduk¢a iliml sartlarda (S) izomer alkole
%99’un lizerinde ee degeriyle doniisiirken test edilen ketonlarin %70’ten fazlasindan

hemen hemen tam dontisiimle (%100) alkol elde edilmistir.

Aydogan (2012), Lactobacillus kefir mikroorganizmasint biyokatalizor olarak
kullandig1 bir ¢alismada prokiral ketonu (asetofenon) asimetrik sentez ile
indirgemistir. Lactobacillus kefir biyokatalizorii ile (R)-enantiyomer igin yiiksek
enantiyomerik asirilik verdigini (> % 99) belirlemis fakat kofaktor rejenerasyonu
gerektigi i¢cin doniisiimlerin yiiksek olmadigini vurgulamistir. Yiiksek doniisiim ve

enantiyomerik asirilik degerlerine ancak ortama kofaktor ekleyerek ulagsmustir.

Yazict ve Mehmetoglu (2015) yaptiklar: bir ¢alismada, asetofenonun indirgenmesiyle
birgok farmakolojik {irlinlin Oncii maddesi olan enantiyomerik saflikta (S)-1-
feniletanol tiretmislerdir. (S)-1-feniletanoliin iretimini asetofenonun
alkoldehidrogenaz (ADH) enzimi biyokatalizli asimetrik indirgenme tepkimesiyle
gerceklestirmislerdir. Calismanin ilk asamasinda, karbonil grubunu indirgeyebilmesi
icin ADH enzim kaynagi olarak ¢esitli meyve ve sebzeler kullanmislardir. En ytliksek
aktiviteye sahip olan uygun bitkinin se¢imi icin, farkli bitkilerin (havug, patates, {iziim,

turp) ADH enzim aktivitelerini tayin etmisler ve biyokatalizor olarak en yliksek ADH
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aktivitesine sahip bitki olarak havucu se¢mislerdir. Calismanin ikinci asamasinda ise,
enantiyomerik saflikta (S)-1-feniletanol {iretimine biyokatalizor boyutu, enzim
kaynagi, substrat derisimi ve sicaklik, tepkime siiresi, tepkime pH’1 ve hiicre
derisiminin etkilerini arastirmislardir. Enantiyose¢imli asimetrik biyoindirgenme
tepkimesinde biyokatalizor olarak kullanilan taze havug¢ icindeki ADH enziminin,
tepkimeyi 2mM substrat derisimi, 200g/L biyokatalizor derisimi, 1,52 mm
biyokatalizér boyutu, 33 °C tepkime sicakligi, pH=7 ve 150 rpm karistirma hizi
kosullarinda, yiiksek enantiyosecimlikte ve yiiksek donilisiimde katalizledigini
gostermislerdir (>%99 ee ve %92 d ). Bu caligmalardan da goriilecegi iizere

biyokatalizdrler asimetrik sentezde dnemli bir yere sahiptir.

Calismanin Amaci:

Enantiyosegici bir reaksiyonda katalizoriin yapist segicilikte dnemli rol oynar. Bu
katalizoriin yapisi prokiral bir substratin enantiyotopik ytizeyleri ile farkli hizlarda
etkileserek enantiyomerlerden birinin fazla miktarda meydana gelmesine sebep olur.
Bu tez calismasi kapsaminda asetofenon tiirevlerinin asimetrik biyoindirgenmesiyle
cogu farmakolojik {irliniin 6ncti maddesi olarak kullanilan enantiyomerik saflikta kiral

alkollerin iiretilmesi hedeflenmistir (Sekil 2.4).

@) OH H

m A CH, Lactobaci//usparacasel R X CH; + R X CH,4
N N N

Sekil 2. 4. Lactobacillus paracasei ile aromatik ketonlarin asimetrik indirgenmesi

" O

Biyokatalitik indirgenme kimyasal yolla yapilan indirgenmeye oranla daha
avantajlidir. Bu tez kapsaminda asimetrik biyoindirgenme kapasitesine sahip
olabilecek Lactobacillus paracasei bakteri suslar1 biyokatalizor olarak asimetrik
indirgenme reaksiyonlarinda test edilecektir. Test edilen bu suslardan en etkili olan ile
asimetrik indirgenme reaksiyonunun sartlarin optimizasyonu ve enantiyomerik olarak

saf kiral alkollerin sentezlenmesi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Model substrat asetofenon (1a) kullanilarak yedi Lactobacillus paracasei (Dertli vd.,

2016) susunun biyokatalizor olarak kullanilma kapasiteleri test edildi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3. 1 Asetofenon’un asimetrik indirgenmesinde en iyi Lactobacillus paracasei
bakteri susunun belirlenmesi.

o) OH OH
©/LLCH3 Bakteri ) @/LCH3 | ©/\(:| 1
30°C, 48 5, 150 ggumﬂr
1a 2a
Bakteri? Doniisiim® (%) %Verim %oeed
c
Lactobacillus paracasei BD87E1 57 47 57 (R)
Lactobacillus paracasei BD87E2 54 51 41 (S)
Lactobacillus paracasei BD87E3 53 48 54 (S)
Lactobacillus paracasei BD87E4 81 74 47 (S)
Lactobacillus paracasei BD87E5 64 57 67 (S)
Lactobacillus paracasei BD87E6 81 73 75 (S)
Lactobacillus paracasei BD87E7 71 74 63 (S)

Reaksiyon Kosullari: biyokatalizér 25 mg, substrat (Asetofenon) 1 mmol, sicaklik: 30 °C, siire 48 s, 150
rpm

2 Biyokatalizor suglarinin karsilastiriimasi.

b Déniisiimler HPLC ile belirlendi.

¢ Saflastirilan verim.

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

Cizelge 3.1°de goriildigi gibi kullanilan suslar (R) ve (S)-fenil etanol (2a)’y1 %
41°den % 75’e degisen enantiyomerik asirilikta irettiler. En iyi biyoindirgenme
sonucu Lactobacillus paracasei BD87E6 susu kullanilarak elde edildi. Bu indirgenme
reaksiyonunda %81 doniisiim ve %75 gibi bir enantiyomerik asirilik gozlendi. Bu
nedenle en iyi biyokatalizor olarak Lactobacillus paracasei BDS7E6 susu bundan

sonraki reaksiyonlarda kullanilmak tizere secildi.
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Gergeklestirilen asimetrik indirgenme tepkimesinde tepkime sicaklifi, pH,
inkiibasyon siiresi ve karistirma hizi gibi parametreler enantiyosegiciligi etkileyen
onemli parametrelerdendir. Bu nedenle model substrat asetofenon kullanilarak
reaksiyon sartlar1 optimize edildi. Belirlenen uygun reaksiyon sartlar1 Cizelge 3.2°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 3. 2 Lactobacillus paracasei BD87E6 bakteri susu kullanilarak asetofenonun
biyoindirgenme parametrelerinin optimizasyonu.

pH Sicaklik Inkiibasyon siiresi Karistirma Hizi
pH Dons ee °C Dons ee Saat Dons ee rpm Dons ee
@%)p () ) @) (S)) @)p (S @)p O
45 70 65 25 81 77 24 88 83 100 88 91
5 77 73 28 84 81 48 91 91 150 99 94
5.5 81 77 30 88 83 72 95 80 200 99 64
6 70 70 32 77 77 96 100 75 250 99 59
6.5 81 70 34 45 58
7 65 78
7.5 60 80

2 Substrat 1 mmol.

b Déniisiimler HPLC ile belirlendi.

¢ Enantiyomerik fazlalik kiral OD-H, OD, AS kolonlar kullanilarak belirlendi.
d Konfigiirasyonlar literatiirdeki ¢evirme agilari ile karsilastirilarak belirlendi.

Kiral sekonder alkolleri basarili bir sekilde elde etmek icin pH, sicaklik, inkiibasyon
siiresi ve karistirma hizi gibi reaksiyon sartlarini optimize etmek ¢ok Onemlidir
(Pereira, 1998). Lactobacillus paracasei BD87E6 bakteri susu kullanilarak model
substrat ile pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi ve karigtirma hizi gibi reaksiyon
parametreleri optimize edildi (Cizelge 3.2). Optimizasyon i¢in Oncelikle pH’nin
enantiyosegicilik iizerine etkisi arastirildi. 25 ml besiyeri (MRS) icerisinde 25 mg
bakteri 2 saat 30°C’de 100 rpm’de karistirildi. Daha sonra pH’lar (4.5 — 7.5) ayarland1
ve 2 saat daha ayni sartlar altinda karistirildi. 2 saatin sonunda ortama 1 mmol substrat
(1a) ilave edildi ve 24 saat boyunca ayni sartlar altinda karismaya birakildi. pH
enzimin {i¢ boyutlu yapisinda degisime neden oldugundan seg¢icilik agisindan 6nemli
bir parametredir. Cizelge 3.2’de goriildiigi gibi yapilan denemeler sonucunda
optimum pH 5.5 olarak belirlendi. Bu pH’da 2a %81 doniisiim ve %77 enantiyomerik
fazlalik ile elde edildi. Enantiyosecicilik lizerine sicakligin etkisini belirlemek i¢in pH
degerinin 5.5 oldugu sartlarda 25-34°C arasinda degisen farkli sicakliklarda

reaksiyonlar yapildi. Indirgenme reaksiyonunun en iyi gergeklestigi sicaklik 30°C
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olarak belirlendi ve bundan sonraki reaksiyonlar 30°C sicaklikta gergeklestirildi.
Sicaklik 30°C’nin {izerine ¢iktiginda hem doniisiim hem de enantiyomerik asirilikta
azalmanin oldugu goriilmektedir. pH’nin 5.5 ve sicakligin 30°C oldugu reaksiyon
kosullarinda farkli inkiibasyon siirelerinde reaksiyonlar gerceklestirilerek bu
parametrenin segicilik lizerindeki etkisi belirlendi. Cizelge 3.2°de goriildiigl lizere
inkiibasyon siiresi 48 saat oldugunda doniisiim ve enantiyomerik asirilik en yiiksek
degere sahiptir. Bu nedenle inkiibasyon siiresi 48 saat olarak optimize edilmistir.
Inkiibasyon siiresi 48 saati gectiginde reaksiyon doniisiimii  artarken
enantiyosegiciligin diistigli goriilmektedir. Bunun muhtemel sebebi ise zamanla
enzimin aktivitesinin azalmasi ile ilgilidir. Onemli bir diger parametre de enzimin
aktivitesi ve yapisim degistirebilen karistirma hizidir.  Karigtrma  hizlarn
karsilastirildiginda en iyi doniisiim ve enantiyomerik asirilik degerlerinin 150 rpm’de
elde edildigi goriilmektedir. Karistirma hiz1 150 rpm’i gegtiginde enantiyosegicilikte
onemli diigiislerin oldugu gozlemlendi. Yiiksek karistirma hizinin bu katalizor igin
negatif bir etkiye sahip oldugunun bir gostergesidir. Sonug olarak optimize sartlar pH
5.5, sicaklik 30°C, inkiibasyon siiresi 48 saat ve karistirma hizi 150 rpm olarak
belirlenmistir.

Optimizasyon isleminden sonra belirlenen bu sartlar altinda Lactobacillus paracasei
BD87E6 bakteri susunun asetofenon tlirevlerinin (1b-n) asimetrik olarak
indirgenmesinde biyokatalizor etkinligi degerlendirildi. Biyoindirgenme sonuglari

Cizelge 3.3’te gosterilmistir.
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Cizelge 3. 3 Lactobacillus paracasei BD87E6 bakteri susu kullanilarak asetofenon
tiirevlerinin asimetrik indirgenmesi.

Deney Substrat Uriin ee Déniisiim Verim(%)¢
(%)2P (%0)°
0] OH
o, SO N I
1 2a
1a
cl O Cl  OH
84(S) 271 22
) CH, CH;
1b 2b
Br O
Won
NO, OH

44(R) 45 39
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42(S) 84 80

e T
e g =
Borcers

79(R) 72 68

Indirgenme kosullar1: Substrat: 1 mmol, temperature: 30 °C, siire: 48 s, pH: 5.5, 150 rpm
2 Enantiyomerik fazlaliklar kiral HPLC OD-H, OD ve AS kolonlar kullanilarak belirlendi.
b Konfigiirasyonlar literatiirdeki ¢evirme agilari ile karsilastirilarak belirlendi.

¢ Doniisiimler HPLC ile belirlendi.

d Saflastirilan verimler.

Reaksiyon sartlar1 optimize edildikten sonra aromatik halkaya bagli brom, klor, nitro,
metoksi, metil ve fenil gibi gruplarin segiciligi nasil etkiledigi test edildi. Aromatik
halkanin orto pozisyonunda klor ve nitro gibi elektron ¢ekici gruplar olan substratlarda
(1b, 1d) segicilik ve doniisiimiin diistigii goriilmektedir. Diger taraftan orto
pozisyonunda elektron ¢eken brom 1c ve elektron saglayan metoksi le’de ise
reaksiyon olmamistir. Bu da orto pozisyonunda bagli olan gruplarin sterik olarak
etkisinin segicilikte 6nemli oldugunu gostermektedir. Meta pozisyonunda elektron
¢eken gruplar olan brom ve klor’un oldugu substratlarda ortalama bir enantiyomerik
asirilik ve doniistim ile ilgili sekonder alkoller elde edilmistir. Metil grubunun meta
pozisyonunda oldugu substrat li’de diisiik enantiyomerik asirilik gozlenirken m-
metoksi asetofenonda harika bir enantiyomerik asirilik (%98) ile 2h sekonder alkol
elde edilmistir (Tablo3, deney 8). p-kloro asetofenon %70 enantiyomerik agirilik ve
%83’liik bir doniisiim ile 2j alkoliine donistiirtildi (Tablo 3.3, deney 10). Klor atomu
i¢in orto pozisyonundan para pozisyonuna dogru gidildik¢e enantiyomerik segiciligin
diistiigti goriilmektedir. p-bromo asetofenon ise %87 enantiyomerik asirilik ve %81°lik
bir doniisiim ile 2K alkoliine indirgenmistir (Tablo 3.3, deney 11). p-bromo asetofenon
m-bromo asetofenon ile Kkarsilastirilacak olursa klorun tam tersine p-bromo
asetofenonda gozlenen segicilik daha fazladir. p-metoksi asetofenon m-metoksi

asetofenon ile karsilastirildiginda enantiyosegicilikte keskin bir sekilde diisiis oldugu
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goriilmektedir (Tablo 3.3, deney 12). p-nitro asetofenon’un indirgenmesinde ise O-
nitro asetofenona gore hem doniisiim hemde enantiyomerik asirilikta artisin oldugu
goriilmektedir (Tablo 3.3, deney 13). Elektron saglayan bir grup olan fenil grubunun
para pozisyonunda oldugu substrat 1n %79 enantiyomerik asirilik ile 2n kiral sekonder
alkole indirgenmistir (Tablo 3.3, deney 14). Elde edilen alkollerin konfigiirasyonlari
aromatik halkadaki bagli olan gruplarin pozisyonuna ve yapisina bagli olarak R veya

S olarak degismektedir.



4. ARASTIRMA BULGULARI

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 Spektrumlar
'H-NMR 400 MHz Spektrometre (Bruker)

4.2.2 BC-NMR Spektrumlari
3C-NMR 100 MHz (Bruker)

4.2.3 HPLC Spektrumu
Kiral detektore sahip Agilent 1260 HPLC

4.3 Deneyler

4.3.1 Genel Asimetrik indirgenme Prosediirii

34

25 mL’lik steril MRS besiyeri icerisine 25 mg kuru Lactobacillus paracasei susu ilave

edildi ve 2 saat 30 °C’de 150 rpm karistirma hiz ile karistirildi. 2 saatin sonunda pH

5.5’e ayarlanarak 2 saat daha ayni sartlarda karismaya birakildi. Belirlenen siirenin

sonunda 0,5 mmol substrat direkt olarak reaksiyon ortamina ilave edildi ve 48 saat

boyunca 30°C ve 150 rpm’de karistirilmaya devam edildi. 48 saatlik inkiibasyon

suresinin sonunda sivi kisim dietil eter ile ekstrakte edildi. Dietil eter ekstrakti susuz

Na>SOs ile kurutuldu. Ekstraktta bulunan dietil eter diisiik basingta uzaklastirildi. Elde
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edilen ham iiriin kolon kromatografisinde etil asetat-hekzan (10:90) ¢6ziicii karigimi
ile saflagtirildi. Elde edilen kiral alkollerin yapilart NMR ile ve enantiyomerik
fazlaliklar da kiral HPLC ile belirlendi.

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

OH

CH

IH 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, 1H), 1.48 (d, J = 6.5 Hz, 3H) (EK-1, Sekil 1)

13C NMR (100 MHz, CDCls) 6= 146.0, 128.4, 127.3, 125.5, 70.2, 25.2 (EK-1, Sekil
1)

[a]o® =-41.4 (c 1.1, CHCI3),

Enantiyomerik asirihk: % 94

HPLC analizi: alikonma zamanlari: 9.1 dak. (R enantiyomer), 11.0 dak. (S
enantiyomer), Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 95:5, akis hiz1 1.0 mL/dak.,
210 nm. (EK-2, Sekil 1)

4.3.1.2. (S)-1-(2-klorofenil)ethanol (2b) (Liu vd., 2015, Zhang vd., 2011)
Cl  OH

CHj3
2b

IH NMR (400 MHz, CDCl3) 6= 7.58-7.56 (m, 1H), 7.32-7.17 (m, 3H), 5.27 (g, J =
6.4 Hz, 1H), 2.25 (bs, OH), 1.47 (d, J = 6.4 Hz, 3H) (EK-1, Sekil 2)

13C NMR (100 MHz, CDCl3) = 143.0, 131.6, 129.4, 128.4, 127.2, 126.4, 66.9, 23.5
[0]o% = -57.2 (¢ 1.0, CHCl3) (EK-1, Sekil 2)

Enantiyomerik asirihk: %84
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HPLC analizi: alikonma zamanlari: 14.7 dak. (R enantiyomer), 16.4 dak. (S
enantiyomer), Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 98:2, akis hiz1 1.0 mL/dak.,
220 nm. (EK-2, Sekil 2)

4.3.1.2. (R)-1-(2-nitro fenil) etanol (2d) (Sahin, 2017b)
NO, OH

CHj3
2d

IH NMR (400 MHz, CDCls) 6= 7.84 (dd, J = 8.2, 1.1 Hz, 1H), 7.79 (dd, J = 7.9, 1.1
Hz, 1H), 7.63-7.59 (m, 1H), 7.40-7.36 (m, 1H), 5.35 (g, J = 6.4 Hz, 1H), 2.85 (bs, 1H),
151 (d, J = 6.4 Hz, 3H) (EK-1, Sekil 3)

13C NMR (100 MHz, CDCls) 6= 147.7, 141.0, 133.6, 128.0, 127.5, 124.2, 65.4, 24.2
[a]p?® = +13.2 (c 0.4, CHCI3), (EK-1, Sekil 3)
Enantiyomerik asirihk: %44

HPLC analizi: alikonma zamanlari: 17.0 dak (R enantiyomer), 18.8 dak. (S
enantiyomer), Chiralcel AS kolon, n- hekzan /i-PrOH, 97:3, akis hiz1 0.8 mL/dak, 220
nm. (EK-2, Sekil 3)

4.3.1.3. (S)-1-(3-bromo fenil) etanol (2f) (Ren vd., 2015; Sahin, 2017b)
OH

Br
CH3
2f

IH NMR (400 MHz, CDCls) = 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) (EK-1, Sekil 4)

13C NMR (100 MHz, CDCls) 6=148.1, 130.4, 130.1, 128.5, 124.0, 122.5, 69.6, 25.2
[0]0% = -76.8 (¢ 1.0, CHCI3) (EK-1, Sekil 4)

Enantiyomerik asirihk: % 72
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HPLC analizi: alikonma zamanlari: 16.5 dak. (S enantiyomer), 18.7 dak. (R
enantiyomer) Chiralcel OD-H kolon, n- hekzan /i-PrOH, 98:2, akis hiz1 1.0 mL/dak,
210 nm. (EK-2, Sekil 4)

4.3.1.4. (R)-1-(3-klorofenil) etanol (2g) (Ren vd., 2015)

OH

Cl
CH,
2g

IH NMR (400 MHz, CDCls) 6= 7.34-7.19 (m, 4H), 4.82 (g, J = 6.4 Hz, 1H), 2.43 (bs,
OH), 1.45 (d, J = 6.5 Hz, 3H) (EK-1, Sekil 5)

13C NMR (100 MHz, CDCls) = 147.8, 134.3, 129.8, 127.5, 125.6, 123.5, 69.7, 25.2
[@]o® = +30.2 (c 0.60, CHCI3) (EK-1, Sekil 5)
Enantiyomerik asirihk: %78

HPLC analizi: alikonma zamanlari: 23.1 dak. (S enantiyomer), 25.4 dak. (R
enantiyomer) Chiralcel OD-H kolon, n- hekzan /i-PrOH, 99:1, akis hiz1 1.0 mL/dak,
210 nm. (EK-2, Sekil 5)

4.3.1.5. (R)-1-(3-metoksifenil) ethanol (2h) (Zhang vd., 2011)
OH

MeO
© CH,
2h

IH NMR (400 MHz, CDCls) o= 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)
(EK-1, Sekil 6)

13C NMR (100 MHz, CDCls) = 159.7, 147.6, 129.5, 117.7, 112.8, 110.9, 70.2, 55.2,
25.1 (EK-1, Sekil 6)

[0]0% = +58.2 (¢ 0.9, CHCl3)

Enantiyomerik asirihik: %98
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HPLC analizi: alikonma zamanlari: 11.1 dak. (S enantiyomer), 17.2 dak. (R
enantiyomer) Chiralcel OD-H kolon, n- hekzan /i-PrOH, 95:5, akis hiz1 0.8 mL/dak,
210 nm. (EK-2, Sekil 6)

4.3.1.6. (S)-1-(3-metilfenil) etanol (2i) (Ren vd., 2015)
OH

M
© CH,
2i

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6= 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) (EK-1, Sekil 7)

13C NMR (100 MHz, CDCls) 6=145.8, 138.1, 128.4, 128.2, 126.1, 122.4,70.4, 25.1,
21.5 (EK-1, Sekil 7)

[@]o® =-37.3 (c 0.9, CHCI3)

Enantiyomerik asirihk: %61

HPLC analizi: alikonma zamanlari: 11.3 dak. (R enantiyomer), 14.0 dak. (S
enantiyomer), Chiralcel OD-H kolon, n- hekzan /i-PrOH, 97:3, akis hiz1 1.0 mL/dak.,
210 nm. (EK-2, Sekil 7)

4.3.1.7. (S)-1-(4-klorofenil)etanol (2j) (Wei ve Du, 2014, Liu vd., 2015)
OH

2.
Cl :

'H NMR (400 MHz, CDClg) 6= 7.29-7.22 (m, 4H), 4.79 (g, J = 6.5 Hz, 1H), 2.77 (bs,
1H), 1.41 (d, J = 6.5 Hz, 3H) (EK-1, Sekil 8)

13C NMR (100 MHz, CDCls) 6= 144.2, 132.9, 128.5, 126.8, 69.6, 25.2

[a]o?® =-37.6 (c 1.0, CHCI3) (EK-1, Sekil 8)

Enantiyomerik asirihk: % 64

HPLC analizi: alikonma zamanlari: 16.6 dak. (S enantiyomer), 19.1 dak. (R
enantiyomer), Chiralcel OD-H kolon, n- hekzan/i-PrOH, 98:2, akis hiz1 1 mL/dak.,
220 nm. (EK-2, Sekil 8)
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4.3.1.8. (R)-1-(4-bromofenil)etanol (2k) (Singh ve Chopra, 2016)
OH

CHj
2k
Br

'H NMR (400 MHz, CDClg) 6= 7.43-7.40 (m, 2H), 7.18-7.15 (m, 2H), 4.75 (q, J =
6.5 Hz, 1H), 2.93 (bs, 1H), 1.39 (d, J = 6.5 Hz, 3H) (EK-1, Sekil 9)

13C NMR (100 MHz, CDCls) 6= 144.7, 131.5, 127.2, 121.0, 69.6, 25.2

[@]o® = +41.2 (c 1.0, CHCI3) (EK-1, Sekil 9)

Enantiyomerik asirihk: %87

HPLC analizi: alikonma zamanlari: 9.1 dak. (R enantiyomer), 10.1 dak. (S
enantiyomer), Chiralcel OD-H kolon, n- hekzan /i-PrOH, 95:5, akis hiz1 1 mL/dak.,
220 nm. (EK-2, Sekil 9)

4.3.1.9. (S)-1-(4-metoksifenil) ethanol (2I) (Singh ve Chopra, 2016)
OH

MeO 2

'H NMR (400 MHz, CDClg) 6= 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) (EK-1, Sekil 10)
13C NMR (100 MHz, CDCls) 6= 158.9, 138.0, 126.7, 113.8, 69.9, 55.3, 25.0

[@]o® =-25.9 (¢ 1.0, CHCI3) (EK-1, Sekil 10)

Enantiyomerik asirihik: %42

HPLC analizi: alikonma zamanlari: 23.7 dak. (R enantiyomer), 27.3 dak. (S
enantiyomer), Chiralcel OD-H kolon, n- hekzan /i-PrOH, 95:5, akis hiz1 0.8 mL/dak.,
220 nm. (EK-2, Sekil 10)

4.3.1.10. (S)-1-(4-nitrofenil)etanol (2m) (Vieira vd., 2010)
OH

2m
O,N

IH NMR (400 MHz, CDCls) 6= 8.10-8.14 (m, 2H), 7.51-7.48 (m, 2H), 5.00-4.94 (m,
1H), 2.75 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 1.47 (d, J = 6.5 Hz, 3H) (EK-1, Sekil 11)
13C NMR (100 MHz, CDCls) = 153.3, 147.0, 126.1, 123.7, 69.4, 25.4
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[@]o® =-23.4 (c 0.5, CHCI3) (EK-1, Sekil 11)

Enantiyomerik asirihk: % 91

HPLC analizi: alikonma zamanlari: 12.2 dak. (R enantiyomer), 14.8 dak. (S
enantiyomer), Chiralcel AS kolon, n- hekzan/i-PrOH, 95:5, akis hiz1 0.8 mL/dak., 220
nm. (EK-2, Sekil 11)

4.3.1.11. (R)-1-(p-bifenil) etanol (2n) (Zilbeyaz vd., 2012)
OH

CH,
2n
Ph

'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 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 1.56 (d, J = 6.5 Hz, 3H)
(EK-1, Sekil 12)

13C NMR (100 MHz, CDCls) 6= 144.9, 140.9, 140.4, 128.8, 127.3, 127.3, 127.1,
125.9, 70.1, 25.2 (EK-1, Sekil 12)

[@]o® = +38.9 (c 0.55, CH2Cl>)

Enantiyomerik asirihk: %79

HPLC analizi: alikonma zamanlari: 17.4 dak. (S enantiyomer), 18.8 dak. (R
enantiyomer), Chiralcel OD kolon, n- hekzan/i-PrOH, 90:10, akis hiz1 0.6 mL/dak, 220
nm. (EK-2, Sekil 12)

EN: 92-93°C,
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5. SONUC

Enantiyomerik olarak saf kiral alkoller giiniimiizde giderek artan dneme sahip olan
maddelerdir ve bir¢ok bilesigin sentezinde kullanilan 6nemli yapr taglaridirlar. Yiiksek
lisans tezi olarak sunulan bu ¢alismada yedi farkli Lactobacillus paracasei bakteri susu
asimetrik biyoindirgenme reaksiyonlari ile kiral alkol {iretiminde biyokatalizdr olarak
degerlendirilmislerdir. Bu suslar arasinda Lactobacillus paracasei BD87EG6 en etkili
biyokatalizér olarak belirlenmistir. Sistematik olarak optimize edilen asimetrik
indirgenme reaksiyon sartlar1 altinda (pH 5.5, 30°C, 48 saat ve 150 rpm) gesitli prokiral
aromatik ketonlarmn asimetrik indirgenmesi gerceklestirildi. Ilgili kiral sekonder
alkoller (2a-0) %98’¢ varan yiiksek enantiyomerik asirilikta elde edilmistir. Elde
edilen {iriinlerin konfigiirasyonlar1 benzen halkasindaki gruplarin yapist ve
pozisyonuna gore R veya S olarak degismektedir. Ayrica benzen halkasindaki gruplar
reaksiyonun seciciligini ve doniisiimiinii de 6nemli oranda degistirmektedir. Ornegin
o-kloro asetofenonun (1b) indirgenmesinde %84’°liik bir enantiyomerik asirilik ve
%27’lik bir doniisiim gozlenirken 0-bromo asetofenonda (1c) herhangi bir reaksiyon
meydana gelmemistir. Buda benzen halkasina bagli olan bir grubun enantiyoseciciligi
ne kadar etkiledigini géstermektedir. Lactobacillus paracasei BD87EG6 biyokatalizorii
kullanilarak yapilan asimetrik indirgenmelerde bu biyokatalizoriin 0-siibstitiie
aromatik ketonlardan ziyade m- ve p-siibstitiie aromatik ketonlarin indirgenmesinde
daha etkili biyokatalizér oldugu goriilmiistiir. 0-bromo asetofenonda reaksiyonun
olmamas1 bu grup ile reaksiyon merkezi arasindaki sterik itmeden dolay1 hidrojen
atomunun transferinin gergeklesmemesindendir. 0-kloro asetofenonda ise azda olsa bir
doniisiim meydana gelmektedir, ¢ilinkii klor atomu brom atomu kadar biiytlik degildir.
Sonug olarak m-metoksi asetofenon 1h %98’lik bir enantiyosegicilik ile farmasotik
acidan ¢ok onemli olan 2h Kiral sekonder alkole indirgenmistir. Bu kiral katalizor
baska prokiral ketonlarin asimetrik indirgenmesinde de basarili bir gsekilde
kullanilabilecek potansiyele sahip olabilir. Bu c¢alisma ile donisim ve
enantiyosegciciligin siibstitiientlerin pozisyonu ve elektronik etkileri tarafindan kontrol
edilen enantiyomerik olarak zengin ikincil alkollerin sentezinde kullanilabilecek yeni
bir biyokatalizor ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica bu ¢alisma ile Lactobacillus paracasei
BD87E6 biyokatalizorii prokiral ketonlarin asimetrik olarak kiral karbinol

bilesiklerine indirgenme reaksiyonlarinda kullanilan klasik toksik ve cevreye zararh
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kimyasal katalizorlere alternatif bir biyokatalizor olarak kullanilabilecegi

gosterilmistir.
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Sekil 4. (S)-1-(3-bromo fenil) etanol (2f)’nin 400 MHz ‘H ve 100 MHz *C-NMR
spektrumlar1 (CDCls)
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Sekil 5. (R)-1-(3-klorofenil) etanol (2g)’nin 400 MHz 'H ve 100 MHz 3C-NMR
spektrumlar1 (CDCI5)
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Sekil 6. (R)-1-(3-metoksifenil) ethanol (2h)’nin 400 MHz *H ve 100 MHz 3C-NMR
spektrumlar1 (CDCIs)
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spektrumlar1 (CDCl3)
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Sekil 9. (R)-1-(4-bromofenil)etanol (2k)’nin 400 MHz 'H ve 100 MHz *C-NMR
spektrumlar1 (CDClI3)
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Sekil 10. (S)-1-(4-metoksifenil) ethanol (21)’nin 400 MHz *H ve 100 MHz 3C-NMR
spektrumlar1 (CDClI3)
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Sekil 11. (S)-1-(4-nitrofenil)etanol (2m)’nin 400 MHz 'H ve 100 MHz 3C-NMR
spektrumlar1 (CDCl3)
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1250 |
1000 } CHs
750~ 2a

500~ ‘

250

E

LI A B T S A T A N T S S A T T %

0 2 4 § 8 10 12 14 i

VWDT A, Wavelength=210 nm (ENGIN SAHINVASETOPHNBD70029.0)
mAU N N

] /a ,\%'

] 9 &
2000E ﬂ@,,gf"
1500 f T
1ooo~f / \

] @q, ‘

yan

] - & \

0 J = \\

o2 4 6 B 0 12 14
Peak RetTime Type Width Area Height Area

#  [min] [min] mAU  *s [mAU ] %
S P [=mmmmnees = mmmeeee [==mmeee- |

1 9.148 MM 0.4613 2369.19727 85.59320  2.8023

2 11.072 MM 0.5647 8.21751e4 2425.38965 97.1977

Sekil 1. (S)-1-feniletanol (2a)’nin HPLC spektrumu
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ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHIN\2CLEE3000661.D)
o0 {\
1400 \ww] mewwmw
] B i L
1200 it e
1000§WWW"“ | s Cl  OH
BOO‘E
600 ] CHsy
400 2b
200
o T T T [Tt T T ] ]
0 25 5 1.5 10 12.5 15 175 i)
VWD1 A, Wavelength=220 nm (ENGIN SAHIN\2CLEE3000661.D)
mal ]
400
300—f
; A
200 \1 @ﬁ &ég)
] N o
100 \ 2 4
| M : &
o 25 s s T T s s s
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] mAU  *s [ mAU ] %
e R |- emmeme == === |
1 14.798 MM 9.9194 373.11469 6.76389  7.8240
2 16.426 MM ©.8587 4395.74609 85.31625 92.17660

Sekil 2. (S)-1-(2-klorofenil)ethanol (2b)’nin HPLC spektrumu
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ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHINZNO2EE6000689.D)
mAU ]
- , (AWWWWNMNWMWWWMWMM e WW
1000 Mg
800 (
1 \ NO, OH
600 H
400~ CHs
] 2d
200
- |
OA““I““\""I"“\“‘\““l"“l """ | R |
0 25 5 75 10 125 15 175 20 25 i
VWD1 A, Wavelength=220 nm (ENGIN SAHINR2NO2EE6000689.D)
mAU A
40 1
0] |
201 |
104 \ &
f ) NI o
0+ I\ S5 5 &
{ \/\ :‘?& z ,6.
104 W I e /\'_L/\,_,_)
Y N T T T 175 20 25 m
Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] mAU  *s [mAU ] %

1 17.042 MM ©.5171 143.876%4 4.63773 71.8275
2 18.887 MM 9.5961 56.43198 1.57768 28.1725

Sekil 3. (R)-1-(2-nitro fenil) etanol (2d)’nin HPLC spektrumu
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ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN S’AHINBBﬁEEOOOOWG.D)
OH
Br
CHs
2f
e = e
25 PR W 125 15 175 20 mn
VWDI1 A, Wavelength=210 nm (ENGIN SAHINV3BREEO000576.D)
h\ A
©
‘] 8 '\@Q (1,»6\%
| n & I
IJ\\ 9‘?@ ;&Qf
I i \/‘\R I//f\r_t Fv o]
2|5 | g 7|.5' 1‘0 12‘5 1[5‘ - ‘17[.5‘ 20 Jully
Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] mAU  *s [mAU ] %

1 16.566 MM
2 18.714 MM

1.0519 1630.67371
1.1348 262.61578

25.83777 86.1291

3.85684 13.870@9

Sekil 4. (S)-1-(3-bromo fenil) etanol (2f)’nin HPLC spektrumu
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ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHIN\3CLEE000587.D)
méal 4

1600 \ _ng sl - RS
,‘ T s

1400—:
1200 ] ‘
1000 =

800 cl CHs,
800 2g
400

200

03
LA S B B B L e e e e S e L

0 5 10 15 20 % 0
VW1 A, Wavelength=210 nm (ENGIN SAHINGCLEEQ0D587.0)

mAU 4
250

200
150

100 E
] i
30 ‘b‘& s

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] mAU  *s [mAU ] %

1 23.181 MM 0.6717 153.88594 3.81807 10.8659
2 25.459 MM 0.8642 1262.34583 24.34617 89.1341

Sekil 5. (R)-1-(3-klorofenil) etanol (2g)’nin HPLC spektrumu
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ADCT A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHINGOMEEE4000675.0)
"w»'-\Uj ,\

1 ; | ica
]

1200_;; \WWWWWMM\,
wwfmwmwmwmw

i OH

800-] MeO z
] e
600- CH;
400 ‘ 2h
200 :
1]

0 LS S LSS, (TRl e L e i L e | B S U] LSS LSS S T i e e i e ||
0 25 5 75 10 125 15 175 il
VWD1 A, Wavelength=220 nm (ENGIN SAHINGOMEEE4000679.0)

mAU ] )
25001 E\ﬁf
] &
2000 ff
1500 \ i
1000 \
] éﬁ [

500 3 & I
] :0’0' |
x s o \

R A R S (VA S R L e L. u ¥ v Ly vy ¥ _h.¥ ¥ L ¢t &% ¥ ¥V J.% 0 3
0 25 5 75 10 125 15 175 el
Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] mAU  *s [mAU ] %

1 11.136 MM 1.1955 680.72443 9.49016  ©.5489
2 17.268 MM 0.7365 1.23344e5 2791.09448 99.4511

Sekil 6. (R)-1-(3-metoksifenil) ethanol (2h)’nin HPLC spektrumu
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ADCT A, ADCT CHANNEL A (ENGIN SAHINGMEEEQ00564 D)
mAU "
1400 I\
1200 H \w
- E ““WWMMMMWH‘ byt gt PSS i 1 AR o A
aoo—i OH
600- Me CHj
400 2i
200
01— ' ‘ T T \ T T \ ‘
0 2 4 6 8 10 12 14 i
VWD1 A, Wavelength=210 nm (ENGIN SAHINSMEEE000564.D)
mAU
125- f\
100 ‘
75 |
50 \
% |‘ .
1 & §
0 ol A
25 \ | 5 @q) 5 q;b,?/
50 J \\)f L ‘t? ~ ,
3] —t [ v 1 & [ 7 \ | \ 7
0 2 4 6 8 10 12 14 min|
Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] mAU  *s [mAU ] %
SO CRELEE P R | -menmemee |- -emee e | <-eemee |
1 11.310 MM 0.4342 51.22817 1.96624 19.3291
2 14.016 MM 0.4537 213.80345 7.85409 80.6709

Sekil 7. (S)-1-(3-

metilfenil) etanol (2i)’nin HPLC spektrumu
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maU
1400

1200

007

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHINACLEE2000654.D)

BOO—:
600
400
200

0 _- T T T

i
\

\

MmMmWMWWWWMWWWWMWMW

OH

/©/'\CH3
o
cl )

0

T T T T
25

L e e e |
5 75 10

mil
8-
50
“0-
2-
0-
20
E
50

0

VWD1 A Wavelength=210 nm (ENGIN SAHINMCLEE2000654.D)

Width

Peak RetTime Type
#

1 16.645 MM
2 19.117 MM

[min]

©.9908 7436.34424 125.08751 85.2523
1.0404 1286.40479 20.60756 14.7477

Sekil 8. (S)-1-(4-klorofenil)etanol (2j)’nin HPLC spektrumu
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ADCA A, ADCT CHANNEL A (ENGIN SAHINVIBREEO00570.)
mAl -
1750~ (\vh\
ot e A s e A WM—MWW i (VR RN
1500 ‘
1250 \ /'
OH \
1000 H \ /
750 CHs \-\ H/
500 2k V.
250 ‘ | Br
|
v — I T T )
0 2 4 6 8 10 12 mir
VWDT A, Wavelength=220 nm (ENGIN SAHINWEREE000570.D)
mALl 0 A
E {/E\\ ,\é@‘
3000 #
2500 | ,
20004 |
1500 ' ]‘ @“V
1000+ } ! ?_’ Qf
500 | K/'S?@
0 — -~ . \_
0 2‘ 4 6 é 10 1‘2 mir
Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] mAU  *s [mAU ] %
ECRIEERTER P EE e [-mmemm [-mmmemeee [=nmm e |
1 9.135 MM 0.6850 1.47947e5 3599.71387 93.6265
2 10.197 MM ©.4785 1.00714e4 350.81765 6.3735

Sekil 9. (R)-1-(4-bromofenil)etanol (2k)’nin HPLC spektrumu
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ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHINGOMEEE2000564.0)
mAU ]

1600~
1400 _W FMW okt

1200 ,

1000

800 #

600

400

200-
0- ‘

0 5 10 15 20 25

VWDT A, Wavelength=210 nm (ENGIN SAHINWOMEEE2000584.0)
mAU ]
1200
1000 FE
soo—z \
600

0 | /\ J \

200 \
Of —/JL/L L/

0 5 10 15 2 %

Peak RetTime Type Width

#  [min]

1 23.743 MM
2 27.330 MM

0.7158 2.83253e4

Sekil 10. (S)-1-(4-metoksifenil) ethanol (21)’nin HPLC spektrumu

659.50494 28.7077
©.8700 7.03425e4 1347.56616 71.2923
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ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHINWNO2EE5000685.D)

mAU ]
1400 s rstrpmurivsimphtrng Mot srs iy mewwmmmwmwwmm“w
1200 /
1000 OH
800 |
600 / CHs
400 / O,N 2m
200 } |
01— T —— 1 T T T
0 2 4 § 8 10 12 14 i
VWD1 A, Wavelength=220 nm (ENGIN SAHINWNO2EE5000685.D)
mAU
80
60
40
g
20 f\\\ = \@‘;\u §.{é\
o T AL "TER e e &?&W ;
ST T T T T 2
Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] mAU  *s [mAU ] %
SCRIEREEEE P EOTERE [<memeemee P |-- e mee |
1 12.241 MM ©.2877 11.40737 6.60806e-1 4.2492
2 14.830 MM ©.4546 257.05441 9.42415 95.7508

Sekil 11. (S)-1-(4-nitrofenil)etanol (2m)’nin HPLC spektrumu
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ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN S-AHIN\BIF-ENILEE000540,D)

mAU _i

1600 4 ! e
1400 gn_v | [\«'"

1200 ‘\4

1000

800 /©/2\0H3
_ n
600
Ph

400
200

]

0+
0 5 10 15 20 25 min|
VWDT1 A, Wavelength=220 nm (ENGIN SAHIN\BIFENILEE000540.D)

mAU 9 )
350~ N
300 &
250
200 \
150

100 (\ '\v@,,

504 A

i (W — ¥ L
R T T T
Peak RetTime Type Width Area Height Area

#  [min] [min] mAU  *s [mAU ] %

1 17.467 MM 0.4168 1246.53528 49.83968 10.0687
2 18.832 MM ©.4670 1.11338e4 397.36581 89.9313

Sekil 12. (R)-1-(p-bifenil) etanol (2n)’nin HPLC spektrumu
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