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OZET
Yiksek Lisans Tezi

LiPAZ ENZIMI BIYOKATALIZORLUGUNDE KINETIK REZOLUSYON iLE
ENANTIYOMERIK SAFLIKTA 1-FENIL-1-PROPANOLUN URETIMI

Asli SOYER

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Do¢.Dr.Emine BAYRAKTAR

Bu c¢alismada, kanser tedavisi basta olmak tizere ila¢ sanayide genis kullanim alanina
sahip olan enantiyomerik safliktaki 1-fenil-1-propanoliin elde edilebilmesi amaciyla,
rasemik 1-fenil-1-propanoliin transesterlesme ile kinetik rezoliisyonunda, substrat
(alkol) derisimi, acil verici (ester) /alkol mol orani, enzim miktari, sicaklik ve karistirma
hiz1 gibi degiskenlerin enantiyomerik asiriliga etkisi Cevap Yiizey Yontemi (Response
Surface Methodology-RSM) kullanilarak sistematik olarak incelenmistir.

Calismada oncelikle, farkli enzimler (Pseudomanas cepacia, Pseudomanas stutzeri,
Pseudomanas floresans, Lipozyme RM IM, Mucor meihei ve Novozym 435), farkli
coziicliler (hekzan, heptan, toluen, THF ve izooktan) ve farkli agil vericiler (vinil asetat,
vinil butirat, izopropenil asetat, vinil benzoat, etil asetat ve vinil laurat) ile rasemik 1-
fenil-1-propanoliin transesterlesme ile kinetik rezoliisyonu incelenmistir. Yapilan 6n
deneyler sonucunda en iyi enantiyomerik asirilik, agil verici olarak vinil laurat, lipaz
kaynag1 olarak Novozym 435 ve ¢oziicli olarak izooktan kullanildiginda elde edilmis
(%ee=71) ve bu kosullar RSM ile yapilan incelemelerde 6n bilgi olarak kullanilmistir.
1-fenil-1-propanoliin kinetik rezoliisyonunda en etkili parametreler oldugu belirlenen
bes parametre (alkol derisimi, agil verici /alkol mol orani, enzim miktari, sicaklik ve
karigtirma hizi) i¢cin RSM ile belirlenen deney programi uygulanmis ve elde edilen
denklemin ¢oziimiinden en yliksek enantiyomerik asgiriligin alkol derisimin 325 mM,
acil verici/alkol mol oraninin 0.8, enzim miktarinin 156 mg, sicakligin 47°C, karistirma
hizinin ise 166 rpm oldugu kosullarda elde edildigi belirlenmistir. Elde edilen bu
kosullarda yapilan deney ile 3 saat sonunda %91 enantiyomerik asiriiga ve
53 enantiyomerik oran degerine ulasilmistir.

Ayrica, 1-fenil-1-propanoliin kinetik rezoliisyonuna mikrodalganin etkisini incelemek
amactyla, Novozym 435 enzimi ve acil verici olarak vinil laurat varliginda heptan,
hekzan, kloroform, THF ve 1-propanol ¢oziiciileri kullanilarak ¢alismalar yapilmis ve
yiiksek enantiyomerik asirilik degerine ulasilamamistir. Ancak, RSM sonucunda
bulunan maksimum kosullarinda ¢6ziicii olarak heptan kullanilmasi durumunda 5
dakikalik mikrodalga uygulanmasinda 60°C’da %87 enantiyomerik asirilik elde
edilmistir.

2007, 80 Sayfa

Anahtar Kelimeler: 1-fenil-1-propanol, kinetik rezoliisyon, lipaz, transesterlesme,
enantiyomerik agirilik, Cevap Yiizey Yontemi (RSM)



ABSTRACT
Master Thesis

PRODUCTION OF ENANTIOMERICALLY PURE 1-PHENYL 1-PROPANOL
WITH LIPASE BIOCATALYZED KINETIC RESOLUTION

Asli SOYER
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Graduate school of Natural and Aplied Science
Department of Chemical Engineering

Supervisor: Assoc.Prof.Dr.Emine BAYRAKTAR

In this study, the effects of enzyme, solvent, acyl donor/alcohol molar ratio, temperature
and stirring speed on the kinetic resolution of rasemic 1-phenyl 1-propanol, of which
derivatives have been used as cancer and stimulating drugs, with transesterification
using Response Surface Methodology (RSM) were investigated.

First of al, different lipase type (Pseudomanas cepacia, Pseudomanas stutzeri,
Pseudomanas floresans, Lipozyme RM IM, Mucor meihei and Novozym 435), different
acyl donors (vinyl acetate, vinyl butyrate, isopropenyl acetate, vinyl benzoate, ethyl
acetate and vinyl laurate and different solvents (hexane, heptane, tetrahydrofuran,
toluene, isooctane) were used to investigate the kinetic resolution of 1-phenyl 1-
propanol. The maximum enantiomeric excess as 71% was obtained with Novozym 435,
vinyl laurate and isooctane. These conditions were used on the RSM designed
experiments. The effects of alcohol concentration, molar ratio of acyl donor to alcohol,
amount of enzyme, temperature and stirring speed were investigated using RSM. The
optimum conditions were defined by solving the regression equation as 325 mM
alcohol, 0.8 acyl donor/alcohol molar ratio, 156 mg enzyme, 47°C temperature and 166
rpm stirring speed. Enantiomeric excess and enantiomeric ratio obtained in these
conditions are 91 % and 53 after 3 hours, respectively.

Also, to investigate the microwave radiation on kinetic resolution of 1-phenyl 1-
propanol the experiments were achieved using Novozym 435, vinyl laurate with
different organic solvents hexane, heptane, tetrahydrofuran and 1- propanol and the
value of high enantiomeric excess could not be reached. On the other hand,
enantiomeric excess was obtained as 87% applying microwave radiation for 5 minutes
at the maximum enantiomeric excess RSM conditions using heptane as a solvent at
60°C temperature.

2007, 80 Pages
Key Words: 1-phenyl-1-propanol, kinetic resolution, lipase, transesterification,
enantiyomeric excess, Response Surface Methodology (RSM)

il



TESEKKUR

Gerek kimya miihendisi olma siirecimde, gerekse yiiksek lisans calismamda bilgi ve
tecriilbesini biiylik bir sabirla bana aktaran, her konuda destegini ve anlayisini
hissettigim degerli danismanim Do¢.Dr. Emine BAYRAKTAR’a, c¢aligma grubu
baskanimiz  Prof.Dr. Ulki MEHMETOGLU’na, giler yiizli katkilart ile
Dog.Dr. Afife GUVENC e, organik kimyaya olan bakisimi degistiren, organik kimya ve
stereokimya bilgimi gelistirmeme yardimci olan Prof.Dr. Mustafa GULLU’ye ve

calisma grubu arkadaslarima,

Gorev yapmakta oldugum Hava Kuvvetleri Komutanligi Karargahi’nda, bilime olan
yaklagimi ile akademik caligsmalara deger veren ve yiiksek lisans ¢alismama destek olan
degerli komutanlarim Tiimgeneral Sirin UNAL, Tuggeneral Nezih DAMCI,
Tuggeneral Atilla OZLER, Albay Unsal UYSAL, Albay Mustafa KAYA,
Albay Emrullah KARABULUT ve Yarbay Gokhan KIZIL a,

Gozlerimi agtigim ilk andan itibaren engin kanatlartyla beni 6zgiirce koruyan, kisisel
gelisimim ve egitimim igin her tiirlii fedakarlhigr gogiisleyen, gilildiigimde, agladigimda
kendimi hep giivende hissettiren, yasama sevincim, hayattaki en biiylik sansim basta
annem Asiye SOYER, babam Bilgin SOYER, Uzm.Dr.Canan SOYER CALISKAN,
Gida Yiik.Miih.Yesim SOYER ve biricik kardesim Dilek SOYER olmak {izere degerli

aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Aslt SOYER
Ankara, Subat 2007

il



ICINDEKILER

OZE T uiecincnsinsiscnssssisssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss i
ABSTRACT .. ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieitiietetietiettsttattstcsssestcssssssnenns ii
TESEKKUR.....cuuiiiiiiiiiieieeterneeteeteetneeserneesesnessnsessesnessesssesersessneses iii
SEKILLER DIZINT....ccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiieeieereeieeierneenerneeseesesnesnnes vi
CIZELGELER DIZINI....ccuiiiiiiiiiiiiiiiieeieic e eieeiereeterneenneseraennees vii
| I € 123 TR 1
2. KURAMSAL TEMELLER......ciitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiienectassnsonnnn 4
2.1 StereoKimYa..couviiueiiiniiiiiiiniiieriienrosaresatossssssssssssssssssesssssssssssssnsssmssses 4
2.2 Kiralite..oueoieiiieiiiiiiieiiiniiiieiiiniiiieieiateieeisssteisecsstessscssscessscssscsnsssennes 4
2.3 Polarize Isik, Optikce Aktiflik ve Asimetrik Karbon...........cccvvveiiiniiinnnnnnn. 8
2.4 Enantiyomerler......ccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietiietcistenees 12
2.5 Diastereomerler.....occveiieiiniiiiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiietiiiiiiieeesessssionne 17
2.6 Stereokimya ve Kimyasal Tepkimeler ........ccccevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieninnen 19
2.7 Alkoller ve 1-fenil-1-propanol.........c.cceeiiieiiiniiieiiiniiiiiiinieinrcieseenscnns 23
2.8 MIKrodal@a.....ccoeveiiiniiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiieiiieiiieiiisteineciscessseesscsnssnens 28
P20 BN 1)1 T/ . 25
2.10 Kaynak Arastirmask.....ceeeeeieeiiiiiieeiinreiietiisteieecssstessscssscesscesscsnssones 26
3. MATERYAL VE YONTEM.....ccuutttiiiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiinneaamn 38
R 0 B\ 117 N 38
20 . N | (1) 38
3.1.2 AGH VEFICIeeenneiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinettiietiiensssttecsssennsssssccssssnnnssssccnnnns 38
20 G I 00 11111+ T 38
R 28 0 013/ 1 [ 1 38
3.1.5 Molekiiler elek, TLC Kagidi.....cccccvveiiiniiiieiiiniiineiiinieinrciescenscsnsconnnnn 39
R 207 1) 11 () 1 1 VAt 39
3.2.1 Rasemik 1-fenil-1-propanoliin transesterlesme ile kinetik

/0 LT 1) 11 39
RPN 1 1 1Y/ 741) 111 1 11 St 40
3.2.3 Cevap yUzZey YONteM...eeiueiueiierieeiierieriaeiieriaeiecsecsaccsscsasesscnssesscscaens 40
4. TARTISMA VE BULGULAR....cctiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeisenneenees 43
4.1 Enzim Turinin EtKisi......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiecenenen. 43
4.2 COZUCT EtKiSiueiiiiieiiiiiieiiiiieiiiiiieiiiiieiieissetessssiosessscssssssossssscsnsssssssees 44
4.3 ACil Verici EtKiSi...oooeiiiiiiiiiiiiniiiiiniiiiiieiiiiinriisistiosessicsssstosssssccssnsscnns 46
4.4 Cevap Yiizey Yontemi ile Optimizasyon........ccceevvieiiiniiiiniiineiiinicinecinnsn 47
4.4.1 Alkol derisimi ile ester/alkol mol oraninin enantiyomerik

aSIrIIZa etKiSi...oovueiiiniiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiieiiinieiietieniotnscsnssonnscnnssanes 51
4.4.2 Alkol derisimi ile sicakli@in enantiyomerik asirihiga etkisi.........ccoovieennn52
4.4.3 Alkol derisimi ile enzim miktarinin enantiyomerik asirihga etkisi............. 54
4.4.4 Alkol derisimi ile karistirma hizimin enantiyomerik asirihga etkisi.............55
4.4.5 Ester/alkol mol orani ile sicakhigin enantiyomerik asirihiga etkisi............... 57

4.4.6 Ester/alkol mol orami ile enzim miktarinin enantiyomerik asirihga etkisi....58
4.4.7 Ester/alkol mol oram ile karistirma hizinin enantiyomerik asirihga etkisi...60

4.4.8 Sicaklik ile enzim miktarinin enantiyomerik asirihga etKisi.......ccovueinennnn. 61
4.4.9 Sicaklik ile karistirma hizinin enantiyomerik asirihga etkKisi.................... 63
4.4.10 Enzim miktari ile karistirma hizinin enantiyomerik asirihga etkisi.......... 64
4.11 Bagimsiz Degiskenler ile Bagimh Degisken Arasindaki Bagint.................. 66

v



4.12 MiKrodalga EtKiSi......cccccceervrirssencsssrrcsssrncssnicssnnncssasicssanessssnessssssssssssssssssssssssssesses 69

5. SONUCLAR VE ONERILER........curirerreencsessssssesesssssssssessssssssssssessssssssssens 70
| SN 0 7. N 7 N N 71
EKLER...cotiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitittitttatiteitetistestcssssasesscsssesscnssans 73
EK 1 1-Fenil-1-Propanoliin Fiziksel ve Kimyasal OzelliKleri............cc..cccvuuneen 74
EK 2 Kullanilan Acil Vericiler ve OzelliKIeri..........ccvueruneernrerneeeeneennneennnenns 75
EK 3 Kullanilan Coziiciiler ve OzelliIKIeT ... .uueuuirenerneeenerneereenerneennerneesnnen 76
EK 40rnek KromotoZram......cccuuueeenereneerneereneerneersresneesneersessseesseesnnnens 77
EK S Toplu Sonuglar.....cceeieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiiecieciececiacincenns 78
(0776 06,7 1 1 TR 80



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1 Kiral bir obje (el) ve ayna gortiintliSli........ceeveeeeeerieiiieeniienie e 4
Sekil 2.2 Akiral bir obje ve ayna gorintlisli........c.cecvveeeueeriieriienieeiienieereesreeiee e ereeene 5
SeKil 2.3 2-KIOTDULAN. .......oeiiiiiiiiie e ettt e e e eaaeeeeeans 5
Sekil 2.4 2-klorbiitan ve ayna gOrintliSll........cccveeerveerrieeeiireeiieeeeieeesieeesieeenreeeseveeeanee s 5
Sekil 2.5 2-KIOTPTOPAN. ......eoiiiiiieiii ettt ettt et e e e 6
Sekil 2.6 2-klorpropan ve ayna gOTUNTUSTL........eeervreeriieeriieerieeerieeeireeeereeeieeeeareesanee e 6
Sekil 2.7 Akiral molekiilde simetri dzlemi..............oooviiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 7
Sekil 2.8 Simetri eksenine sahip akiral maddeler...........cooceeeiieriiiiieniiieiieieeee e 7
SeKil 2.9 ISIK AEMICTI.......ceoeiiiiiiieiiiee et e eeetre e e eeanae s 8
Sekil 2.10 Diizlem polarize 1S1K........occvieriiiiieiieeiieee et e 8
Sekil 2.11 Polarize 15181n ¢evrilmis dUzIemi..........ccooovieiiiiiiiiiiii e, 9
Sekil 2.12 Tartarik asit, CaHeOb....................coooiiiooiooeeceeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 10
Sekil 2.13 Tetrahedral Karbon......... ... e 10
Sekil 2.14 D-gliKOZ. ... oo 11
Sekil 2.15 D ve L-Glukoz i¢in Fischer izdigimi.................cooiiiiiiiiii e, 11
Sekil 2.16 Kiral karbonlar........ ..o, 12
Sekil 2.17 Kiral merkeze bagli atom gruplarinin 6ncelik sirast........................... 13
Sekil 2.18 Etil ve Metil grubuna bagli atomlar...................coooiiiiiiiiiiii, 13
Sekil 2.19 R-S konfigiirasyonu belirleme yontemi...............coooooiiiiiiiiiiin... 14
Sekil 2.20 Laktik asit enantiyomerlerinin yapilari1 ve 6zellikleri........................... 14
Sekil 2.21. (R)-laktik asidin metil esterine dONUSMESi..........cevvviiiriieiiieiniennnennn.. 15
Sekil 2.22 Laktik asidin plirivik aside indir@enmesi...............ooeviiiiniiiiinninneennnnn. 16
Sekil 2.23 Talidomit (N-ftalilglutamik asit amit)..............ccooiiiiiiiiiiiiiiin 17
Sekil 2.24 Talidomidin (S) ve (R)-enantiyomeri............ocovvviiiiiiiiiiiiiinniinannn.n. 17
Sekil 2.25 Talidomit iceren ilacin kullanimi ile dogan dogum anomalili bebek......... 17
Sekil 2.26 Diastereomerler. ... .. ..ot 18
Sekil 2.27 2-fenilamin-1-propanoliin (1S,2R) ve (1S,2S) diastereomerleri............ 19
Sekil 2.28 Enantiyomerlerin distereomerlere doniistiirilmesi..................c.ooenen. 20
Sekil 2.29 Kinetik rezolliSYon. ... ....ouiiuiiiii e 21
Sekil 2.30 Rasemik karisimin %50 verimle kinetik rezoliisyonu.......................... 21
Sekil 2.31 Dinamik Kinetik Rezollisyon..............oooiiiiiiiiiiiiiii e 21
Sekil 2.32 Saf enantiyomer €ldesi.........o.oviiiiiiiiiitii i 22
Sekil 2.33 1-fenil-1-propanol.............ooiiii i 24
Sekil 2.34 Rasemik 1-fenil-1-propanoliin lipaz enzimi ve agil verici

kullanilarak transesterlesme ile kinetik rezoliisyonu............................ 24
Sekil 2.35 Rasemik (RS)-fenil proparjilik alkoliin Novozym 435 varliginda

kinetik 1€ZOlUSYONU. .......oiii e 28
Sekil 2.36 (R,S)-proparjilik alkollerin Novozym 435 katalizli kinetik

ReZOIUSYONU. ...t 30
Sekil 2.37 Ingold-prelog yontemine gore Onceliklendirme....................c.oooni. 32
Sekil 2.38 Esterlesme tepkimesi i¢in ¢dziiciisiiz ortamda mikrodalganin (MI)

ve klasik 1sitma yonteminin (CH) sicaklik ile baslangic hiziiliskisi......... 35
Sekil 2.39 Enzimatik esterlesmede ¢oziiclisliz ortamda mikrodalganin

SUDSLIAta @tKIST. ..o vttt e 36
Sekil 2.40 Mikrodalga altinda ¢6ziicliniin esterlesmeye etkisi...............ccocevvenne.... 37

Vi



Sekil 4.1 Enzim tiiriinlin enantiyomerik asirilik [ee (s), ee (p)] iizerine etkisi.............44

Sekil 4.2 Coziicii tiirliniin ee (s), ee (p) lizerine etkisi...........ooeviiiiiiiiiiiiiiiin.., 45
Sekil 4.3 Agil verici tiliriiniin ee (s), ee (p) izerine etkisi..........c.ovvvviiiiiiiinninnnannn, 47
Sekil 4.4 Alkol derigimi ile ester/alkol mol oraninin enantiyomerik
aSIrl1ga iKill @tKIST. ...veiet i e 51
Sekil 4.5 Alkol derigimi ile ester/alkol mol oraninin enantiyomerik
asiriliga ikili etkisinin ti¢ boyutlu gosterimi.............ocovveiiiiiiiiiinninnn.n.. 52
Sekil 4.6 Alkol derigimi ile sicakligin enantiyomerik asiriliga ikili etkisi................. 53
Sekil 4.7 Alkol derisimi ile sicakligin enantiyomerik asiriliga
ikili etkisinin ikili etkisinin ii¢ boyutlu gosterimi................c.ooeiiiiiii.. 53
Sekil 4.8 Alkol derigimi ile enzim miktarinin enantiyomerik agiriliga ikili etkisi........ 54
Sekil 4.9 Alkol derigimi ile enzim miktarinin enantiyomerik asiriliga
ikili etkisinin ti¢ boyutlu gOSterimi..........ooevvviiiiiiiiiiiiiiiiee e, 55
Sekil 4.10 Alkol derisimi ile karistirma hizinin enantiyomerik asiriliga
KA @EKIST. .« et 56
Sekil 4.11 Alkol derisimi ile karistirma hizinin enantiyomerik asiriliga
ikili etkisinin li¢ boyutlu gosterimi...........ooevveiiniiiiiiiiiiiiieeennnnn, 56
Sekil 4.12 Ester/alkol mol orani ile sicakligin enantiyomerik asiriliga ikili
030 1) 57
Sekil 4.13 Ester/alkol mol orani ile sicakligin enantiyomerik asiriliga ikili
etkisinin 3 boyutlu gOSterimi.........cvvviiiriiiiii i, 58
Sekil 4.14 Ester/alkol mol orani ile enzim miktarinin enantiyomerik asiriliga
058 1 O 59
Sekil 4.15 Ester/alkol mol orani ile enzim miktarinin enantiyomerik asiriliga
etkisinin 3 boyutlu gOSterimi.........o.vviiiriiiiiii i, 59
Sekil 4.16 Ester/alkol mol orani ile karistirma hizinin enantiyomerik asiriliga
KA @EKIST. ..ottt 60
Sekil 4.17 Ester/alkol mol orani ile karistirma hizinin enantiyomerik
asiriliga ikili etkisinin 3 boyutlu gosterimi.............c.cooveviiiiiiiiinninnn. 61
Sekil 4.18 Sicaklik ile enzim miktarinin enantiyomerik asiriliga ikili etkisi.............. 62
Sekil 4.19 Sicaklik ile enzim miktarinin enantiyomerik asiriliga ikili
etkisinin 3 boyutlu gOSteTIMI.........o.viiiieiii i 62
Sekil 4.20 Sicaklik ile karistirma hizinin enantiyomerik agiriliga ikili etkisi............. 63
Sekil 4.21 Sicaklik ile karistirma hizinin enantiyomerik asiriliga ikili
etkisinin 3 boyutlu gOSterimi.........ocevuiiriiiiii i, 64
Sekil 4.22 Enzim miktar1 ile karigtirma hizinin enantiyomerik asiriliga ikili
1058 1 O 65
Sekil 4.23 Enzim miktar ile karigtirma hizinin enantiyomerik asiriliga ikili
1058 1 N 65
Sekil 4.24 Maksimum deney kosullari ile siireye bagli elde edilen
enantiyomerik asirilik degerleri.............ooooiiiiiiiiii i 68

vii



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1 Yapidaki kiral karbon sayisina gore stereoizomer sayisi...................... 12
Cizelge 2.2 Rasemik alkoliin agil verici tiirii, ¢ozlicii ve sicaklik parametrelerine

gore transesterlesme ile kinetik rezollisyonu......................oool 29
Cizelge 2.3 Ester olsumunda farkli log P degerlerine sahip ¢oziiciiler i¢in

enzim aktivitesi bir diizlem i¢inde salinimi............................l 31
Cizelge 2.4 Rasemik solketoliin lipaz AK (Celite’e adsorplanmis) enzimi ve

vinil butirat ile i-Pr,O ortaminda sicakliga bagli kinetik rezoliisyonu....... 33
Cizelge 2.5 Tutuklanmus lipaz ile solketoliin rezolisyonu..................cocevviiniannnnn. 33
Cizelge 4.1 RSM ile 5 parametre i¢in elde edilen kodlu degerler ve gercek degerleri...48
Cizelge 4.2 RSM sonucu elde edilen kodlu deneysel kosullar.............................. 48
Cizelge 4.3 RSM sonucu elde edilen ger¢ek deneysel kosullar ve cevabin

oS (o) Q4 (751 o D PP 49
Cizelge 4.4 Model parametrelerinin F ve Prob>F degerleri................................. 67
Cizelge 4.5 Esitlik 10 ile elde edilen kodlu ve ger¢cek maksimum deney kosullart...... 68
Cizelge 4.6 Mikrodalgada merkez nokta kosullar i¢in 60°C’da ¢dziicii etkisi............ 69

viii



1. GIRIS

Enantiyomerler, ayna goriintiisii st iiste cakistirilamayan kiral molekiillerdir.
Enantiyomerlerin kiral 6zellikleri disindaki erime noktalari, kaynama noktalari, kiral
olmayan c¢oziiciilerdeki ¢oziiniirliikleri gibi 6zellikleri aynidir. Ancak diizlem polarize
15181 ¢cevirme yonleri farklidir. Enantiyomerler, diizlem polarize 15181 esit a¢ida ancak zit
yone cevirirler. Bu durum, enantiyomerlerin biyolojik etkilerinin de farkli olmasina
neden olmaktadir. Enantiyomerlerden biri biyolojik aktiviteye sahip iken digeri toksik
etki gosterebilmekle beraber, diger enantiyomerin etkisini de yok etme egiliminde

olabilmekte ve istenmeyen safsizlik olarak nitelendirilmektedir (Maier et al. 2001).

Biyolojik  maddeler  genellikle kiral molekiillerden  olusmaktadir.  Canl
organizmalardaki tepkimeler enzim katalizli yiirimektedir ve enzimler de kiral

molekillerdir.

Enzimler, kiral molekiiller oldugu i¢in kendileri gibi kiral olan diger molekiilleri tanirlar
ve bu kiral 6zelliklerine gore tepkimeye girerler. Bu nedenle viicuda giren molekiillerin
enantiyomerik saflikta ve dogru enantiyomerin alinmasi ¢ok dnemli olmaktadir. Aksi
takdirde, biyolojik acidan toksik etkiyle karsilasilabilir. 1957 yilinda Almanya’da satisa
sunulan, gebelerin mide bulantis1 gibi sikintilarin1 gidermek amaciyla zamanla
kullanim1 yayginlagan talidomit (bir adet kiral merkeze sahip olup, iki adet
enantiyomeri mevcuttur) adli maddeyi ihtiva eden ilagta, talidomitin her iki
enantiyomerinin bir arada bulunmasi ve enantiyomerlerden biri istenen yararli etkiyi
gosterirken digerinin zararli olusu nedeniyle binlerce sakat dogum gerceklesmistir
(http://www.thalidomide.ca). Talidomidin teratojenik etkisinden dolayr meydana gelen
bu dogum anomalileri tarihteki en 6nemli ilag facialarindan biri olup, 1962 yilina kadar
talidomit kullammma bagli olarak Avrupa, Kanada ve Ingiltere’de toplam 7.000,
ABD’de ise 17 adet dogum defektli bebek saptanmistir. Bu durumun nedeni, canl
tirlerinin bir kimyasal maddeye karsi farkli mekanizmalar ile cevap verebilmesidir

(http://www.gulhanemedicaljournal.org/pdf/pdf GMJ 107.pdf).



Enantiyomerikge saf alkoller, ila¢ sanayi basta olmak iizere endiistriyel alanda kullanimi
cok vyaygmm olan, Onemli bilesiklerdir. Bu nedenle enantiyomer ¢iftindeki
enantiyomerlerin, 6zelliklerinin birbirinden farkli olmasi, birinin aktif digerinin etkisiz
hatta toksik etkiye sahip olmasi sebebiyle olabildigince saf enantiyomer elde edilmesi

gerekmektedir.

Enantiyomer karisimindan, istenen enantiyomerin elde edilmesine rezoliisyon
denilmektedir. Kinetik rezoliisyon, enantiyomerlerin tepkimeye girme hizlarinin farklh
olmasina dayanan bir yontem olup, diger rezoliisyon yontemlerine gore daha ekonomik

bir yontemdir (Suan and Sarmidi 2004).

Kiral maddelerin rezoliisyonunda enantiyose¢imliligi artirmak i¢in herhangi bir kural

getirilememektedir.

Sakai (2004), rasemik solketol ve Pseudomanas florescens lipazi kullanarak yaptig
kinetik rezoliisyonda enantiyosecimliligin sicakligin 23°C oldugu kosulda E=16, 0°C
oldugu kosulda ise E=27 oldugunu; daha diisiik sicaklik kosulu uygulandiginda ise
(-40°C) E=55 degerine ulasilabildigini belirtmis, -40°C’da enantiyosec¢imliligin artigini,

buna karsin tepkime hizinin diistiigiinii ifade etmistir.

Suan and Sarmidi (2004), (R,S)-1-feniletanoliin 35°C’de, izooktan ortaminda laurik asit
acil vericisi ile esterlesme tepkimesinde, kinetik rezoliisyonunda 6 farkli tutuklanmis
lipaz (Lipaz PS-C, Lipaz Sol-Gel-Ak, Chirazyme L2,c.-f,c2,lyo, Chirazyme L2.c.-
f.,c3,lyo, ChiroCLEC-CR, ChiroCEC-PC) kullanmis ve lipaz yapilarinin benzer
olmasina ragmen, lipazlarin etkinlik derecelerinin ve substrat se¢imliliklerinin farkli
oldugunu gostermislerdir. Pseudomanas cepacia lipazi en yiikksek performans
gosterirken, Lipaz PS-C ve Lipaz Sol-Gel-Ak’nin tepkimeyi katalizleyemedigini
belirtmislerdir. Ayrica ¢alismada alkol derisiminin etkisini de incelemisler ve baslangi¢
hizlarinin (R,S)-1-feniletanol derigiminin artmasi ile artigini, bu artisin yavas oldugunu
ve 250mM alkol derisiminde ise etkilenmedigini ancak; alkol derisiminin artmasina
karsin enzim aktif konumunun bu artis i¢in yeterli olmadigin1 ve enzimin

enantiyose¢imliliginin alkol derisiminden etkilenmedigini bildirmislerdir.



2-fenilpropanoliin kinetik rezoliisyonuna ¢6ziicliniin ve acil verici tiirliniin etkisinin
incelendigi calismada, optikge aktif acil vericilerin metil esterleri ve vinil esterleri
hazirlanmis; c¢oziicli olarak hekzan, benzen ve dizopropil eter kullanilmistir.
Pseudomanas cepacia lipazi varliginda en yiiksek enantiyomerik oran ¢oziicii olarak
diizopropileter, agil verici olarak (£)-vinil-3-fenil biitonoat kullanildig1 durumda elde

edilmistir (Hirose et al. 2000).

Yapilan kaynak arastirmasi neticesinde; substrat derisimi, ac¢il verici derisimi, enzim
miktari, sicaklik, karigtirma hizi1 gibi etkenlerin rasemik karisimdan enantiyomer
eldesinde enantiyose¢imliligi ve enantiyomerik asiriligi etkiledigi ve tepkime i¢in uygun
kinetik rezoliisyon kosullarinin belirlenmesinde bu etkenlerin bir arada incelenmesi

gerektigi goriilmiistiir.

Bu ¢alismada, kanser tedavisi basta olmak {izere ila¢ sanayide genis kullanim alanina
sahip olan enantiyomerik safliktaki 1-fenil-1-propanoliin elde edilebilmesi i¢in, rasemik
1-fenil-1-propanoliin transesterlesme ile kinetik rezollisyonuna  substrat (alkol)
derigimi, ester (acil verici) /alkol mol orani, enzim miktari, sicaklik ve karigtirma hizi
gibi degiskenlerin etkisini inceleyerek, en yiiksek enantiyomerik asiriligi (%ee) verecek

en uygun kinetik rezoliisyon kosullarinin belirlenmesi amaglanmustir.

Rasemik 1-fenil-1-propanoliin kinetik rezoliisyonunda en etkin parametreleri belirlemek
amaciyla on caligmalar yapilmis, yapilan 6n ¢aligmalar sonucunda alkol derisimi, acil
verici /alkol mol orani, enzim miktari, sicaklik ve karistirma hizi olmak iizere 5 farkl
parametre i¢in cevap yilizey yoOntemi (Response Surface Methodology-RSM)

kullanilarak kinetik rezoliisyon i¢in sistematik inceleme yapilmugtir.

Ayrica, heptan, hekzan, kloroform, THF ve I-propanol c¢oziiciileri kullanilarak

mikrodalganin kinetik rezoliisyona etkisi incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1 Stereokimya

Stereoizomerler, ayn1 sirayla birbirine baglanmig ayni atomlardan olusan, fakat degisik
3- boyutlu yapilar1 olan bilesiklerdir. Stereoizomer ¢iftleri (molekiil ve ayna goriintiisii),
bazen kimyasal tepkimelerle ayirt edilemezler, fakat molekiiliin fiziksel 6zelligi
incelenerek ayirt edilebilirler. Stereoizomerlerin saf ¢ozeltileri diizlem polarize 15181
ayni derecede ve farkli yonlerde cevirirler. Bu nedenle, stereoizomerler ayni1 zamanda
optik izomerler olarak da adlandirilirlar. Her iki optik izomerin karigimini igeren bir
cozelti, iki izomerin zit etkileri birbirini yok edecegi icin, diizlem polarize 15181
cevirmez. Stereoizomerler, enantiyomerler ve diger stereoizomerler (cis-trans

izomerleri, diastereomerler v.b) olarak gruplandirilirlar.
2.2 Kiralite

Bir molekiil ya da cisim “kiral” ya da “akiral”dir. Kiral s6zciigii Yunanca “cheir”, el
sozclgiinden gelmektedir ve “elimsi” anlamindadir. Kiral bir molekiil veya cisim de ele
benzer oOzellik gostermektedir. Akiral bir molekiil ise bodyle bir o6zellik

gostermemektedir (Solomons 1997).

Bir molekiiliin kiral ya da akiral oldugunu anlamak i¢in molekiil ile bu molekiiliin ayna
goriintlisii incelenmektedir. Kiral bir molekiiliin ayna goriintiisii ile kendisi iist {iste
cakistirllamazken, akiral bir molekiilin kendisi ile ayna gOriintlisii st {iste

cakistirilabilmektedir.

i

Sekil 2.1 Kiral bir nesne (el) ve ayna goriintiisii



Sekil 2.2 Akiral bir nesne ve ayna goriintiisii

2-klorbiitan dikkate alinacak olursa (Sekil 2.3), 2-klorbiitanin kendisi ile ayna
goriintiisiinii list iiste ¢akistirmak icin C-Cl bagi etrafinda 180° dondiiriilmesine ragmen
metil (CH3) ve etil (C;Hs) gruplarmin st iiste cakistirllamadigi goriilmektedir (Sekil
2.4). Dolayisiyla 2- klorbiitan kiral bir maddedir.

|Cl

CH; — C — CH,CH;

H

Sekil 2.3 2-klorbiitan

(e

AYNA

Sekil2.4 2-klorbiitan ve ayna goriintiisii



2-klorpropana (Sekil 2.5) bakildiginda ise 2-klorpropanin kendi goriintiisii ile ayna
gorlintiistinlin Uist Uste cakistirilabildigi gorilmektedir (Sekil 2.6). Bu nedenle ise

2-klorpropan akiral bir maddedir.

|Cl

CH; — C — CHzs

H

Sekil 2.5 2-klorpropan

(e

AYNA

Sekil 2.6 2-klorpropan ve ayna goriintiisii

Simetri diizlemi (ayna diizlemi), molekiiliin (cismin) icinden gecen bir diizlemdir ve
diizlemin her iki yanindaki yap1 birbirinin yansimis seklidir. Kiral molekiiller simetri
diizlemi igermezler. Simetri diizlemi igeren biitiin molekiiller akiraldir. Yani, akiral
maddeler simetri diizlemine, simetri merkezine veya simetri eksenine sahip
maddelerdir. Bir molekiiliin kiral olup olmadig1 simetri diizleminin varligina bakilarak

anlasilabilmektedir (Sekil 2.7, Sekil 2.8).
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Sekil 2.7 Akiral molekiilde simetri diizlemi

Ozetle, akiral maddeler simetri diizlemine, simetri merkezine veya simetri eksenine

sahiplerdir.

Sekil 2.8 Simetri eksenine sahip akiral maddeler



2.3 Polarize Isik , Optikce Aktiflik ve Asimetrik Karbon

Isik, elektromagnetik radyasyon denilen elektrik ve magnetik alanlarin hareketli bir
dalgasidir. Bir 151k demeti birbirine dik yapan bu iki alandan olusur (Sekil 2.9). Normal
(adi) 151k bir polarlayicidan gecirildiginde polarlayici, elektriksel alanla etkileserek,
polarlayicidan ¢ikan 15181n elektriksel alani (ve ona dik olan magnetik alan) yalnizca bir
diizlemde titresir (Sekil 2.10). Diizlem polarize 151k, bazi 6zel maddelerin i¢inden
gegirilirse, polarize 15181n diizlemi cevrilir (Sekil 2.11)
(http://mail.balikesir.edu.tr/~hnamli/okdn6/okdn6.htm).  Enantiyomerlerin  diizlem

polarize 1518a kars1 davraniglar: farklidir .

SIE. aemetinin

Sekil 2.9 Isik demeti

adi 151k polarlayici dizlem-polarize 131k

Sekil 2.10 Diizlem polarize 151k



madde @

polarize 1s131n
polarize 1s1k cevrilmis diizlemi

®

Sekil 2.11 Polarize 15181n ¢evrilmis diizlemi

Kendisinden veya c¢ozeltisinden gecirilen polarize 15181n  diizlemini c¢evirebilen

bilesiklere optikge aktif bilesikler denilmektedir.

Stereokimya Biot (Jean-Baptise Biot, 1774-1862)’un, 1815°de polorize 15181
kullanmasiyla baglamistir. Biot, polorize 15181 cesitli ¢ozeltilerden gegirmis, seker gibi
baz1 bilesiklerin polorize 1518in diizlemini degistirdigini (¢evirdigini) gozlemis, bu

¢evirme agisinin ¢ézeltinin derisimine bagli oldugunu bulmustur.

1848 yilinda Pasteur (Louis Pasteur, 1822-1895) optik¢e aktif olmayan tartarik asidi
(Sekil 2.12) 2 adet optikge aktif bilesene ayirmistir. Her iki optik¢e aktif bilesenin
yogunluk, kaynama noktasi, c¢oziinlrliik gibi ayirt edici 0Ozelliklerin tartarik asit
ozellikleri ile ayn1 oldugunu, ama bilesenlerden birinin polarize 1518in diizlemini saatin
donme yoniinde (+) ¢evirdigini, diger bilesenin ise ayn1 agiyla ancak saat yoniiniin tersi
yonde (-)¢evirdigini tespit etmistir. Bu tespitle Pasteur, hala stereokimyanin temeli
arasinda yer alan su yaklasimi ortaya koymustur: Tartarik asidin iki es molekiili
birbirinin ayna goriintlisidiir. Pasteur arastirmalarinin devaminda tartarik asit
bilesenlerinden birinin mikroorganizmalar tarafindan kullanilabildigini, digerinin ise
mikroorganizmalar tarafindan kullanilamadigin1 ortaya koymustur. Yaptigi bu
caligmalarla Pasteur, kimyasal maddelerin biyolojik 6zelliklerinin sadece igerdikleri
atomlara bagli olmadigini, buna ek olarak atomlarin uzayda diizenlenme bi¢imlerinin de

onemli ve etkin oldugu sonucuna varmistir.



HO

OH OH

Sekil 2.12 Tartarik asit, C4HgOg

van’t Hoff (Jacobus van’t Hoff, 1852-1911) 1874 yilinda heniiz Utrecht
Universitesi'nde dgrenciyken tetrahedral karbon yaklagimimi ortaya koymustur. van’t
Hoff un bu yaklagimi izomer sayisina temel olmustur. Tetrahedral CH4’de 4 es hidrojen

bagi 109,5° ile tetrahedralin koselerinde yer almaktadir (Sekil 2.13).

Sekil 2.13 Tetrahedral karbon

Bu tetrahedral karbon yapist ayna goriintiisii izomerlerin olusumuna neden olmaktadir.
Karbon, 4 tekli bag ile 4 farkli grup ile bag yaptiginda ayna goriintiisii iist liste

cakistirilamayan molekiiller olugur (enantiyomer).
1894°de Fisher (Emil Fischer, 1852-1919) kimya alaninda 6nemli bir basariya imza

atmis ve aldohekzozlarin (C¢H,0¢), D-glikoz (Sekil 2.14) da dahil olmak {izere 16 adet

stereoizemerini tanilamstir.
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Sekil 2.14 D-Glikoz

Ayrica Fisher molekiillerin 3 boyutlu yapisini gosteren kendi adiyla anilan “Fisher

Izdiisiimii’nii olusturmustur. D ve L-Glikoz i¢in Fisher izdiisiimii Sekil 2.15°de

gosterilmistir.
H\(‘/D H\(/D

H=—1—0H HO———H
HO—t——H H=——0H

H=—1—0H HO—T1—H

H OH HO H
CH>OH CH>OH

D-Glikoz L-Glikoz

Sekil 2.15 D ve L-Glikoz i¢in Fisher izdiigiimii

Prelog (Vladmir Prelog, 1906-1998) alkoller, antibiyotikler, enzimler ve diger dogal
bilesikler i¢in yaptig1 ¢alismalar nedeni ile kimya alaninda 1975 yilinda Nobel &diilii
kazanmig ve enantiyomerleri belirtmek i¢in R/S konfigiirasyonu tasarlamistir

(http://mooni.fccj.org/~ethall/stereo/stereo.htm).

Kisaca molekiiliinde dort farkli grup tasiyan karbon atomuna asimetrik karbon atomu

denilmekte, kiral karbon ya da kiral merkez olarak da adlandirilmaktadir.

11



Sekil 2.16’daki molekiillerde kirmizi yildiz ile isaretlenmis karbon atomlar1 kiral
karbonlar atomlaridir (molekiiller incelenirken hidrojenler atomlarinin yazilmadigi ve

karbonun dort bag yaptigi dikkate alinmalidir.).

=

5 % % % % % % Ok %
C C-C CC C-C CC C-C-C-C-C CCC-C-C-C

(Ifl J:l Jl ]!:I‘ Blr 1 él Jl Jl lél

Sekil 2.16 Kiral karbonlar

Kiral karbon sayisi arttikga stereoizomer sayist da artmaktadir. x, molekiildeki kiral
karbon sayisi olmak lizere stereoizomer sayisi en fazla 2" olmaktadir. 5 karbonlu yapiya
kadar stereoizomer sayisi Cizelge 2.1°de gosterilmistir (http://mooni. fccj. org/~ ethall

/stereo/stereo.htm).

Cizelge 2.1 Yapidaki kiral karbon sayisina gore stereoizomer sayist.

YAPI I II III v \%
SAYI 2 3 4 8 10

2.4 Enantiyomerler

Kendisi ile ayna goriintiisii {ist iiste cakistirilamayan bir molekiiliin, kendisinin ve ayna
gorilintlisliniin ~ olusturdugu bu molekill ¢iftine “enantiyomerler” adi verilir.
Enantiyomerler, kiral merkeze bagl gruplarin farkli diizenlenmelerinden ileri gelen
yapilardir. Bu yapilara “konfigiirasyon” adi verilir. Enantiyomerler, konfigiirasyon
izomerleridir ve zit konfigiirasyona sahiptirler (Solomons 1997). R-S ya da Cahn-
Ingold-Prelog (CIP) sistemi ile enantiyomerin konfigiirasyonu belirlenebilir. R-S
konfigiirasyonu belirlenirken kiral merkeze bagli dort grup Oncelik sirasina konulur.
Kiral merkeze bagli grubun ilk atomunun atom numarasi (w) 6nceligi belirlemede temel
alinir. Atom numarasi daha biiylik olan grubun 6nceligi daha fazladir. Sekil 2.17°de
kiral merkeze Cl (klor, w= 17), O (oksijen, w=16), C (karbon, w=12), H (hidrojen,

w=1) baglanmas1 durumu 6rneklendirilmistir.

12
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Yiiksek oncelik  — diisiik oncelik

Sekil 2.17 Kiral merkeze bagli atom gruplarinin dncelik sirasi

Kiral merkeze dogrudan bagli olan atomlarin iki ya da daha fazlasi aym1 atom
numarasina sahip ise, oncelik sirasini belirlemek i¢in bu bagl atomlarin bir sonraki
atomlarma bakilir. Ornegin, kiral merkeze hem etil grubu hem de metil grubu bagl ise
etil grubu metil grubundan daha onceliklidir. Bu durum, metilde ikinci atomun hidrojen,
etilde ise ikinci atomun karbon olmasindan kaynaklanmaktadir (C>H) (Sekil 2.18).
Kiral merkeze bagl gruplar arasinda ¢oklu baglar varsa bu gruplar tekli baglar gibi

distiniiltir (Solomons 1997).

etil: metil:

H H H

| |

— C— ol H— C— C
T \

H H H

Sekil 2.18 Etil ve Metil grubuna bagli atomlar (C*: Kiral karbon atomu)

Kiral merkeze bagli dort grup oncelik sirasina konulduktan sonra, onceligi en az olan
grup arkaya atilarak molekiile bakilir. Geriye kalan ii¢ grubun 6ncelik azalma siras1 saat
yoniinde ise, molekiiliin konfigiirasyonu R dir. Eger, bu azalma saat yoniiniin tersi

yonde ise konfigiirasyon S dir (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19 R-S konfigiirasyonu belirleme yontemi

Enantiyomerler arasindaki tek fark kiraliteden meydana gelen farktir. Enantiyomerlerin
diger ozellikleri birbirinin aynmidir. Bu kiralite farkindan dolay1 diizlem polarize 151k
1511 esit agida ama farkl yone cevirirler. Ciinkii, ¢evirme miktar1 kiral bir 6zellik
degildir. Ancak; cevrime yonii kiral bir 6zelliktir. Bu durum laktik asit 6rnegi ile
aciklanabilir. Laktik asit bir ¢ok onemli biyolojik islemde yer alan optik¢e aktif bir
hidroksiasittir. Bir tane kiral merkezi vardir. Her iki enantiyomerinin erime noktalar1 ve

spesifik ¢evirme agilar1 ayni olmasina ragmen ¢evirme yonleri farklhidir (Sekil 2.20).

' CO.H COA C%OZH 0D ' coH
: o : ' , 180° H
H-—-C;j«-OH _ yada /Cu{ OH ::i HO}"C\ E /Cim\ H yada HO-—%-—H
CH CH, H H. CH CH, OH CH,
: (R)-(-)- laktik asit (5)-(+)- laktik asit
[@],7* -3.33(H,0) [a], ¢ +3.33(H:0)
en 53°C . en53°C |

Sekil 2.20 Laktik asit enantiyomerlerinin yapilar1 ve 6zellikleri
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Enantiyomerlerin, erime noktalari, kaynama noktalari, yogunluklar1 ve spektrumlari
esdegerdir. Kiral olmayan coziiciilerdeki coziiniirliikleri de aynidir. Buna karsilik
yukarida da belirtildigi gibi kiral Ozellikleri farklidir. Bu durum da c¢evirme
miktarlarinin ayn1 olmasina ragmen, cevirme yoOnlerinin farkli olmasina neden

olmaktadir (Solomons 1997).

Konfigiirasyon (R ya da S) ile ¢cevirme yonii [(+) ya da (-)] arasinda belirgin bir iligki
yoktur. Ornegin R-Laktik asit sola ¢eviren enantiyomerdir. (R)-laktik asit metil esterine
dontstiiriiliirken, kiral karbon {izerindeki baglar tepkimeye girmedigi ig¢in
konfigiirasyon degismedigi halde, iiriinlin ¢evirme yonii (—) den (+) ya degismektedir

(Sekil 2.21) (http://mail.balikesir.edu.tr/~hnamli/okdn6/0kdn6.htm).

E-(-)daktik asit E-{+)-meti] laktat

Sekil 2.21. (R)-laktik asidin metil esterine doniismesi

Biyolojik islemler ¢ogu kez baska bir kiral molekiille yiiriimektedir. Enantiyomerlerin
de biyolojik ozellikleri degisik etki gdstermektedir. Ornegin, laktik asit dehidojenaz
enzimi (+)-laktik asidi piirivik aside yiikseltgedigi halde, (-)-laktik asidi piirivik aside
yiikseltgemez (Sekil 2.22).

Enantiyomerler pek c¢ok etkinlik bakimindan farklilik gosterirler. Bir enantiyomer ilag
olarak kullanilirken, diger enantitomer etkisiz olabilir. (-)-adrenalin kalp uyarici oldugu
halde, (+)-adrenalin etkisizdir. Enantiyomerlerden biri antibiyotik olarak kullanilirken

digeri toksik etki gosterebilir.
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Sekil 2.22 Laktik asidin piirivik aside indirgenmesi

Talidomit tek bir kiral merkeze sahip, iki adet enantiyomeri olan bir maddedir (Sekil
2.23, Sekil 2.24). Talidomidin her iki enantiyomerini bir arada igeren ve 1957 yilinda
Almanya’da satisa sunulan, gebelerin mide bulantis1 gibi sikintilarin1 gidermek
amaciyla zamanla kullanimi yayginlasan ilacin gebeler tarafindan tiiketilmesi ile
binlerce sakat dogum gergeklesmistir (Sekil 2.25)
(http://www .thalidomide.ca/en/index/html). Talidomidin teratojenik etkisinden dolay1
meydana gelen bu dogum anomalileri tarihteki en onemli ila¢ facialarindan biridir.
Facia neticesinde yapilan inceleme ile talidomidin bu etkisinin, (R)-enantiyomerinin
sedatif, (S)-enantiyomerinin teratojenik etki goOstermesinden kaynaklandigi tespit
edilmis, sadece (R)-enantiyomeri igeren ilag kullanilmasi halinde bu facianin
yasanmayacak oldugu ag¢iklanmistir. Ayrica bu durumun, canl tiirlerinin bir kimyasal
maddeye kars1 farkli mekanizmalar ile cevap verebilmesinden dolay1 oldugu da ifade
edilmistir (http://www.gulhanemedicaljournal.org/pdf/pdf GMJ 107pdf). Talidomitle,
deney hayvanlar1 (disi hayvanlar) tiirline gore yapilan deneylerde ilag (talidomit)
verilen farelerde 100 doliitten 60’1 dagilmis kalan 40’1 tamamen normal kalmis,
sicanlarda 100 doliitten 5-10’nunda kiiglik sekil bozuklugu olusmus, tavsanlarda 100
doliitten 50’si dagilmis, yasayan 15 doliitte ¢cok agir sekil bozukluklar: goriilmiis. Bu
ornekle insanlara verilecek ilaglarin denenmesinde kullanilan hayvan tiirlerini

artirmanin ¢ok onemli oldugu belirtilmistir (Anonim 1981).
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0
Tahdomui

Sekil 2.23 Talidomit (N-ftalilglutamik asit amid)

B Clisal Centre B Cliral Centre

(S)-talidomid (R)-talidomid

Sekil 2.24 Talidomidin (S) ve (R)-enantiyomeri

Sekil 2.25 Talidomit igeren ilacin kullanimi ile dogan dogum anomalili bebek

Bu nedenle kiralitenin ve enantiyomerlerin biyoloji diinyasindaki etkisi ¢ok biiytiktiir.

2.5 Diastereomer

Birbirinin ayna goriintiisii olmayan stereoizomerlere diastereomer denilmektedir (Sekil

2.26). Birbirinin ayna goriintiisii olan enantiyomerler yalnizca kiral 6zellikleri

bakimindan farklidirlar. Buna karsin diastereomerlerin kiral ve kiral olmayan 6zellikleri
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birbirinden farkli olabilmektedir. Diastereomerlerin erime noktalari, kaynama noktalari,
¢Oziiniirliikleri, diizlem polarize 15181 ¢evirme yonleri ve c¢evirme acilart farklilik
gosterebilir. Kisacasi, diastereomerler sanki iki farkli kimyasal bilesikmis gibi

davranirlar.

Diastereomerler arasindaki farktan yararlanilarak enantiyomerlerin birbirinden
ayrilmasi saglanabilir. Ornek verilecek olursa 2-fenilamin-1-propanol dogada farkli
diastereomerleri seklinde bulunan bir maddedir. Dogada 1S,2R ve 1S,2S
diastereomerlerinin her ikisi de bulunur (Sekil 2.27). Bu iki bilesik farkli erime
noktalarina ve fiziksel Ozelliklere sahiptir ve her ikisi de tibbi malzeme olarak
kullanilir, biyolojik aktivite agisindan benzerlikleri de vardir. 1S,2R izomeri (ilk defa
genus efedra isimli bir Asya bitkisinden izole edilmis) (-)-efedrin olarak adlandirilir ve
onceleri bronsit (astim) ilact olarak kullanilmis olmasina ragmen; kalp rahatsizligi,
tiimor olusturma, agizda kuruma gibi yan etkileri oldugundan sonradan kullanimdan
cekilmistir. 1S,2S izomeri (+)-psodoefedrin ise kan basincimi diisiiriicii ilag olarak

kullanilmaktadir (http://mail.balikesir.edu.tr/~hnamli/okdn6/okdn6.htm ).

Diastereom erler
Avna Avna

) \_/(11) iy UW}
Ayna gérintisi-Enantiom er Ayna gérintisi- Enantiomer

Sekil 2.26 Diastereomerler (http://mail.balikesir.edu.tr/~hnamli/okdn6/okdn6.htm )

18



(-)-Efedrin (+)1-Psedoefedrin

Sekil 2.27 2-fenilamin-1-propanoliin (1S,2R) ve (1S,2S) diastereomerleri

2.6 Stereokimya ve Kimyasal Tepkimeler

Kiral olmayan tepkiyenlerden, kiral bir iirlin elde edilirken; her iki enantiyomer, ayni
hizda ve esit miktarda meydana gelmektedir. Kiral bir tepkiyen ile, kiral olmayan bir
tepkiyenin tepkimesi yeni bir kiral merkez olusturuyorsa; iirlinler farkli hizda ve
miktarlarda olugsmaktadir.

Esit miktarda enantiyomer iceren karisima “rasemat” denilmektedir. Iki enantiyomeri
iceren karigimdan istenen enantiyomerin ayrilmasina ise “rezollisyon” denilmektedir.
Rezoliisyon yontemleri agsagidaki sekilde siniflandirilabilir:

1 .Enantiyomerleri Kristallendirerek Ayirma

2. Enantiyomerleri Diastereomerlere Doniistliirme

3. Rasematin Asimetrik Transformasyonu

4. Kinetik Rezoliisyon

5. Dinamik Kinetik Rezoliisyon
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1. Enantiyomerleri Kristallendirerek Ayirma

Konglomerat tiirde kati kristallere uygulanabilen bir yontemdir. Enantiyomerlerden
birinin kristallenmesi, digerinin kristallenmemesi i¢in as1 kristalleri veya katki
maddeleri eklenerek tercihli kristallenmesi saglanabilir (Ghanem and Aboul-Enein

2004).

2.Enantiyomerleri Diastereomerlere Doniistiirme

Enantiyomerler kiral bir bilesen ile tepkimeye girdiginde diastereomer cifti elde
edilmektedir (Sekil 2.28). Diastereomerlerin = Ozelliklerinin  farklt  olmasindan
yararlanilarak uygun yontemle ayirma islemi gerceklestirilebilir.
Diastereomerler ayrildiktan sonra, kiral bileseni ve ayrilmis olan enantiyomeri elde

etmek icin tepkimeler gergeklestirilir (Ghanem and Aboul-Enein, 2004) .

(R+S) + R - (R-R) + (R-S)
Enantiyomer Kiral Diastereomer
Cifti Tepken Uriin
(Ayrilamaz) (Ayrilabilir)

Sekil 2.28 Enantiyomerlerin distereomerlere doniistiiriilmesi

3. Rasematin Asimetrik Transformasyonu

Bu yontem ile rasemat, uygun bir kimyasal islemle, tek tip enantiyomere doniistiirtiliir.

Bu olaya enantiyomerizasyon da denilmektedir.

4. Kinetik Rezoliisyon

Iki enantiyomerin tepkime hizlariin farkli olmasina dayanan bir ydntemdir (Sekil

2.29). kR # kg oldugu icin kinetik rezoliisyon gergceklesmis ve iiriin elde edilmistir.
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Idealde, tek bir enantiromerin tepkimeye girmesi ile (6rnegin kg—( olmasi halinde) %50

dontisiim gergeklesir ve tepkime sonucunda %50 (S)-enantiyomer elde edilirken %50
{iriin olusur. Ozetle (R)-enantiyomer harcanip B olusurken, (S) enantiyomer tepkimeye

girmeden kalir (Sekil 2.30).

kR ks
R — P S—Q

Sekil 2.29 Kinetik rezoliisyon

kr>kg
(R,S-A — > B + (S)-A

Sekil 2.30 Rasemik karisimin %50 verimle kinetik rezoliisyonu

5. Dinamik Kinetik Rezoliisyon

Kinetik ve dinamik kinetik rezoliisyonda, (R)-enantiyomer, (S)-enantiyomerden daha
hizli tepkimeye girdiginden (R)-enantiyomer R-iiriine doniigmektedir. Kinetik ve
dinamik kinetik rezoliisyon arasindaki fark, kinetik rezoliisyonda (S)-enantiyomer
reaksiyona girmeden kalirken, dinamik kinetik rezoliisyonda (R)-substrata, (R)-substrat
da (R)-tiriine doniismektedir (Sekil 2.31). Bdylece teorik olarak %100 verime
ulagilabilmektedir (Ghanem and Aboul-Enein 2004) .

H. ':II"J‘!"-.
[-]..-;;{I:-]-[ Acyl donor /I{

Bl ] B enzpme Fl R2

]-[l:'-;;{]-[ : 4

Rl R2

Sekil 2.31 Dinamik Kinetik Rezoliisyon

Enantiyomerikce saf bilesik elde etme yontemleri Sekil 2.32°de 6zetlenmistir (Ghanem

and Aboul-Enein 2004).
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Enzim katalizli kinetik resoliisyonda iki onemli kavram mevcuttur. Bunlardan biri
enantiyomerik asirilik (ee) (Esitilik 1) digeri ise enantiyomerik oran (E) (Esitlik 2)’dir.
Enantiyomerik asirilik enantiyomerik safligi ifade etmek i¢in kullanilir (Ghanem and

Aboul-Enein 2004).

Kiral Rasematlardan Kiral Olmayan

Bilesiklerden Bilesiklerden

l

Sentez Rezoliisyon Asimetrik Sentez

Kristallendirme

Kromotografik
Kinetik

N

Enzimatik Kimyasal

SAF ENANTIYOMER

Sekil 2.32 Saf enantiyomer eldesi

ce. — R-S
S T R G e (1)
eep=eC(1/X-1) oo ()
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Esitlik 1°de R, R-enantiyomer derisimini, S ise S-enantiyomer derisimini
gostermektedir. Buna bagli olarak rasemik bilesiklerde R-enantiyomer derisimi (R), S-
enantiyomer derismine (S) esit oldugu icin ee degeri 0 (sifir), enantiyomerikce saf
bilesiklerde ise sadece bir tane enantiyomer (ya R ya da S-enantiyomer) oldugu igin ee

degeri 1 (bir)dir.

Enantiyose¢imliligi/streose¢imliligi ifade etmek icin ise enantiyomerik oran (E) ifadesi
kullanilir. Tersinmez bir tepkime i¢in enantiyomerik oran, substrat i¢in enantiyomerik
oran (ees) ve liriin i¢in enantiyomerik oran (eep) (esitlik 2) kullanilarak esitlik 3 ile
hesaplanabilecegi gibi, tepkime doniisiimii (x) ve substrat i¢in enantiyomerik asirilik

kullanilarak esitlik 4 ile de hesaplanabilir (Ghanem and Aboul-Enein 2004).

. Eel-ee)

E= B8 108 3)
lniE & il+e%§|
Es-+ee)

In [(1-x)(1-ees)]

In [(1-x)(1+ees)]

2.7  Alkoller ve 1-fenil-1-propanol

Farmasotik ila¢ sanayisinde ve degerli kimyasal endiistrisinde tek enantiyomerin elde
edilmesi biyolojik ve ekolojik avantajlarindan dolay1 6nemlidir. Pek c¢ok ilag etken
madde, kiral yapiya sahiptir. Enantiyomerlerlerin biyolojik aktiviteleri farklilik

gostermektedir.
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1-fenil-1-propanol (Sekil 2.33), ila¢ etken madde olarak ¢ok genis kullanim alanina
sahip bir sekonder alkoldiir. Tiirevleri ise 6zellikle kanser tedavisinde kullanilmaktadir
ve tiimor hiicrelerinin kimyasal duyarliligini arttirmaktadir (Inokuchi et al. 1987) . Buna
ek olarak 1-fenil-1-propanol tiirevleri, uyarict ve solunum acici ilaglarin elde
edilmesinde de kullanilmaktadir (Shayman and Radin 2005). Rasemik 1-fenil-1-
propanoliin tranesterlesme ile kinetik rezoliisyonu Sekil 2.34’de gosterildigi gibidir

(Jaeger et.al. 1997).

Sekil 2.33 1-fenil-1-propanol

OH OAc OH
lipaz
T +
Coziicl, agil verici
(R,S)-1-fenil-1-propanol (R)-ester (S)-1-fenil-1-propanol

Sekil 2.34 Rasemik 1-fenil-1-propanoliin lipaz enzimi ve agil verici kullanilarak
transesterlesme ile kinetik rezoliisyonu
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2.8 Mikrodalga

Mikrodalga, niikleer olmayan ve iyonize olmayan bir 1sin sekli olup, TV ve FM radyo
dalgalar1 gibi elektro magnetik dalgalar seklinde yayilan enerjidir. Mikrodalgalar,
maddenin i¢inden, 151g1n renkli camdan gectigi gibi gegerler. Bu nedenle maddede kalici
etki birakilmazlar. Bir maddeye mikrodalga uygulanabilmesi i¢in maddenin dielektrik
kaybina sahip olmasi gerekmektedir. Yani degisken bir elektromagnetik alan
uygulandiginda, madde icinde dipolar elektrik yiiklerinin olugmasi1 gerekmektedir. Su
molekiilleri kolaylikla dipolar elektrik yiikleri olusturabildiginden, su igeren yapida her

madde mikro dalga ile 1sitilmaya uygundur.

Mikrodalga ile 1sitmada, herhangi bir alan uygulamadan 6nce, maddede serbest halde
bulunan elektronlar, alan uygulamasi ile, diizenli bir yapiya gecip dipoller olustururlar.
Alanin ¢ok hizli bir sekilde degistirilmesi, diizenli bir hale gecen dipollerin bu alani
takip edememesine neden olur ve dolayisiyla 1sinma olay1r meydana gelir. Madde i¢inde
bu dipoller her yerde bulundugundan, {iriin bir anda 1sinmaya baslar. Bu olay iirlin
icinde gerceklestiginden, dis ortam, {iriinden 1sinin yayilmast ile 1smir. Olusan 1si,
yaygin sistemin tersine, iiriiniin i¢inde daha sicak olup dis ylizeyde gerek buharlasma
gerekse 1sinin 1g1mimi1 nedeni ile daha iliktir. Bu hal, igerden disariya dogru bir 1sitma
olusturur. igerde sicakligin daha fazla olusu, madde icindeki basinci arttirdigindan, {iriin
icindeki nem, basincin itmesi ile ¢ok daha hizli bir sekilde maddenin dis ¢eperine
tasinir. Dolayistyla yaygin sistemlerde oldugu gibi iirliniin dis ceperini {iriiniin ici
kurumadan kurumasti mimkiin degildir (http://www.makkimsan.com/?

page= mikrodalga ).

2.9 Lipazlar

Karboksilik asit ester hidrolazlar1 sinifina giren lipazlar (EC 3.1.1.), Onemli
kimyasallarin ve f{iriinlerin sentezlenmesinde kullanilan, kolay bulunabilen kiral
katalizorlerdir. Lipazlarin baslica uygulama alanlar1 deterjan, siit, tani, yag liretimi ve
biyodoniigiimdiir. Son donemlerdeki onemi ise ilag ve zirai kimyasallarin iiretimine
temel teskil eden kiral bilesen iiretiminde kullanilmasindan kaynaklanmaktadir (Jacger

etal. 1997).
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Lipazlar, aktif konumu perdeleyen, koruyan sarmal bir oligopeptit birime, kapaga
sahiplerdir. Bu sozde kapak yag damlacigi gibi hidrofobik arayiizeylerle etkilesime
gecmekte, boylece aktif konum ile substrat daha rahat bir araya gelmektedir (Reetz
2002)

Organizmalarda c¢okc¢a bulunan lipazlar, giinlimiizde rekombinant bakterilerden ve
mayalardan ticari olarak elde edilebilmektedirler. Lipazlar, hidroliz, esterlesme ve
transesterlesme reaksiyonlarinda alkol, amin ve ester gibi molekiilleri substrat olarak

kabul ederler.

Lipazlarin bir diger 6nemli o6zelligi, enantiyomerik molekiil ve gruplar1 yiiksek
enantiyosecimlilik ile tanimasidir. Bu o©nemli o6zellik lipazlarin, rasemik kiral
bilesiklerden teorik  olarak %50  verimle kinetik resoliisyon islemini
gerceklestirebilmelerini  saglamaktadir. Lipazlarin  etkinlikleri ve sec¢imlilikleri,

reaksiyon ortamina bagli olarak birgok faktdrden etkilenmektedir (Berglund 2001).

Lipazlar ¢ok genis araliktaki optik¢e aktif alkollerin hazirlanmasinda kullanilan en iyi

biyokatalizorlerdendir (Ema 2004).

2.10 Kaynak Arastirmasi

Kiral maddeler farmasotik sanayide biiyiikk 6nem tasimaktadir. flaclarda sadece bir
enantiyomer biyolojik olarak aktiftir ve farmakolojik agidan etkinlik gosterir (Maier et
al. 2001). Bu nedenle ilag ve tarim sanayide miimkiin oldugunca saf enantiyomer
kullanilmast gerekmektedir. Bu durum saf enantiyomer {irliniin fiyatina da
yansimaktadir. Ornegin, enantiyomerikce saf 1-fenil etanol, rasemik 1-fenil etanolden

ti¢ kat daha pahalidir (Frings et al. 1999).

Rasemik karisimdaki istenmeyen enantiyomer, yan etki/toksik etki veya istenen
enantiyomerin etkisini azaltabilecek etki gosterebildiginden istenmeyen safsizlik olarak
nitelendirilebilmektedir. Ornegin, S-ketanin bir anestezik ila¢ iken, R-ketanin

uyusturucu maddedir (Maier et al. 2001).
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Enzimler, 1limh kosullarda aktivite gdstermeleri, se¢imliliklerinin yiiksek olmasi gibi
ozelliklerinden dolay1 enantiyomer eldesinde iki yontemle kullanilmaktadir (Grahem
and Aboul-Enein 2004). Bunlardan biri asimetrik sentez, digeri ise rasematin
rezoliisyonudur. Asimetrik sentezdeki yeni gelismelere ragmen, endiistride tek
enantiyomer elde edilmesinde rasematin rezoliisyonu daha baskin olarak kullanilan
yontemdir. Rasematlarin rezoliisyonu, kristalizasyon, kinetik rezoliisyon ve dinamik
rezoliisyon yontemleri ile gergeklestirilir. Ekonomik olmasindan dolayr kinetik
rezoliisyon asimetrik senteze tercih edilmektedir. Bu durum kinetik rezoliisyon
yonteminde, asimetrik sentez yoOntemine gore daha yiiksek derisimde substrat

kullanilabilmesinden kaynaklanmaktadir (Suan and Sarmidi 2004).

Enzim katalizli tepkimelerde enantiyomerik asirilik (ee), enantiyomerik safligi,
enantiyomerik oran (E) ise enantiyosec¢imliligi ifade etmek i¢in kullanilir. Enantiyo
secimli olmayan bir tepkimede E degeri 1 iken, kabul edilebilir bir rezoliisyon i¢in

20’den biiyiik olmalidir ( Jacobsen et al. 2003, Ghanem and Aboul-Enein 2004).

Transesterlesme tepkimeleri genellikle organik ¢oziiclilii ortamda gerceklesmektedir.
Organik coziiciilerde gerceklestirilen enzim katalizli tepkimeler, klasik katalizorler ile
sulu ortamda gerceklestirilen tepkimelere gore artis gostermistir. Bu durum birgok
organik bilesigin baz1 hallerde suda kararsiz olmasi ve suda zor ¢dziinmesinden
kaynaklanmaktadir. Ayrica organik c¢oziiciilerin suya gore daha diisiik kaynama
noktasina sahip olmasi nedeniyle iiriin geri kazaniminin daha kolay olmasi, apolar
substratlarin  organik ¢oziiclilerdeki ¢oziiniirliikklerinin yliksek olmasi1 nedeniyle
doniistimlerinin hizli olmasi, enzimin tutuklanilmasina ihtiya¢ duyulmamasi, enzimin
dogal yapisin1 kaybederek (katalitik etkinlik kayb1) enzim denatlirasyonunun minumum
seviyede olmasi, yan iirlin olusumunun engellenmesi, tepkime {irliniiniin ve substratin
organik fazdaki ¢6ziiniirliigiiniin enzim yiizeyindeki ¢oziiniirliigiinden daha fazla olmasi
nedeniyle enzim {izerine {irlin ve substrat inhibisyonunun az olmasi gibi kullanimda

avantajlar1 vardir (Ghanem and Aboul-Enein 2004).
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Enzim katalizli tepkimelerde se¢imliligi arttirma 3 temel baslikta toplanabilir. Bunlar
kullanilan enzimi degistirmek, substrati modifiye etmek ve tepkime ortami ve sicakligi
gibi tepkime kosullarini degistirmek olarak smiflandirilabilir (Perrson et al. 2002).
Persson et al. (2002) 2-fenilpropiyonik asidin, 1-heptanol ile hekzan ortaminda
esterlesmesinde 5 farkli enzimle ¢alismis (RML, CRL, UAB,Rol, CAL-B), bunlardan
bir tanesinin (CAL-B) R-enantiyomeri se¢mesine karsin, digerlerinin S- enantiyomeri

tercih ettiklerinin belirtmislerdir.

Raminelli et al. (2004), proparjilik (propargylic) ve allilik (allylic) alkollerin kinetik
rezoliisyonunu Candida antartica lipazi (Novozyme 435) ile gerceklestirmislerdir.
Oncelikle kinetik rezoliisyonda calisilacak uygun ¢dziiciiyii belirlemek amaciyla 32°C
ve 170 rpm’de, substrat olarak rasemik (R,S)-fenil proparjilik alkol (50ul), agil verici
olaral vinilasetat (100ul), katalizor olarak Novozyme 435 (100mg) kullarak THEF,
dietileter, benzen ve hekzan ile caligmiglar ve THF ile dietileterin kinetik rezoliisyonda
etkin olmadigini, tepkimenin uzun siire gerceklestirilme halinde bile diisiik doniisiim
elde edildigini, buna karsin ¢oziicli olarak hekzan ve benzen kullanildiginda kinetik
rezoliisyon etkinliginin ¢ok yiiksek oldugunu, hem olusan (S)-(+)-alkol hem de (R)-(+)-
asetat i¢cin (Sekil 2.35) enantiyomerik asiriligin (ee) %99’un {istiinde oldugunu ve

enantiyomerik oranin (E) ise 200 ‘iin iistiinde ¢iktigini belirtmislerdir.

OH OAc

N =\ Novozyme 435

OAc solvents

Rasemik alkol (S)-alkol (R)-asetat

Sekil 2.35 Rasemik (R,S)-fenil proparjilik alkoliin Novozym 435 varliginda kinetik
rezollisyonu
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Elde ettikleri sonuglar1, daha 6nce baska arastirmacilar tarafindan ayn1 substrat ve enzim

icin vinilasetatin hem agil verici hem de ¢oziicli olarak kullanildig1 ve substrat olarak
CeH 3 alkil grubuna sahip proparjilik alkol ile elde edilen sonuglarla kiyaslamislardir.

Cizelge 2.2 Rasemik alkoliin a¢il verici tiirli, ¢oziicii ve sicaklik parametrelerine gore

transesterlesme ile kinetik rezoliisyonu (Raminelli et al. 2004)
Alkol

Kosullar Kiral alkol Uriin
QAC
Coziicii:Hekzan Z
Sicaklik=32°C
Siure=40 dakika
Yoees= 99 Yoee, =99
QAC
Coziicii:- -
Sicaklik=60°C
Stre=144 dakika
Yoees= 95 Yoee,= 96
OH H
Coziicii:- " : ACOx,
Sicaklik=60°C R “::? R S
1b-1e H ib-3e H
Sure=84 dakika
R= C¢H1; %ees= 97 %eep= 67
OH H,, p7 AcO,, 7
O6zuciu:Hekzan b
R _|© R i R S
T Sicaklik=32°C 1b-1e H 3b-3e H
H
1 Sure=40 dakika
R=C¢H
o Yoees= 95 Yoee,= 95

Cizelge 2.2°de yer alan sonuglar1 dikkate alarak, ¢oziicli olarak hekzan kullanimin

rezoliisyonu olumlu etkiledigi ve tepkime siiresini azalttigi sonucuna varmislardir.
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Bu kapsamda substrat etkisini de hekzan kullanarak sekil 2.36’da belirtildigi gibi
incelemisler ve 1¢ ve 1d ile kendi standart kosullarina gére 1liml1 olarak nitelendirdikleri
sonuglar elde etmisler (40 dakikada sira1 ile %ee=8, E=29; %ee=26, E=2.2) ve bu
durumun siibstitiientlerin iyi rezoliisyon verecek kadar biiylik olmadigindan
kaynaklandig1 degerlendirmislerdir. Ayrica metil alkoliin lipaz CAL-B tarafindan

acillenemedigini de belirtmislerdir.

OH
Novozyme 435 H., OH AcO.,, H
ol + b
R =2 . hexane R = R\
1 H  Vinyl acetate 1b-1e H 3b-3e H

R = n-CgHy3 (1b, 3b): i-CsH, (1c, 3¢): Et (1d, 3d); Me (1e, 3e)

Sekil 2.36 (R,S)-proparjilik alkollerin Novozym 435 katalizli kinetik rezoliisyonu

Yaptiklar1 ¢aligmanin sonucunda proparjilik ve alliyik alkoler gibi kincil alkollerin,

hekzan ortaminda Novozym 435 ile etkin rezoliisyona ugradigina karar vermislerdir.

Tepkimelerde kullanilan c¢6ziiciiniin hidrofobikliginin (log P), katalizor aktivitesi
tizerine direkt etkisi oldugu bildirilmistir (Frings et al. 1999). Cizelge 2.2
incelendiginde diisiik log P degerinde enzim aktivitesinin olmadig1 goriilmektedir. Bu
durumunu tersiyerbutilmetileter (MTBE) gibi yiiksek polariteye sahip ¢oziiciilerin suda
yiiksek ¢oziiniirliige sahip olmalar1 nedeniyle, enzim yiizeyindeki suyun azalmasiyla
gergeklestigi diistiniilmiistiir. Bu kapsamda yaptiklari ¢aligmada rasemik 1-feniletanoliin
vinil propiyanat ile Mucor miehei lipaz1 varligindaki kinetik rezoliisyonunda ¢oziicii
olarak yiiksek log P degerine sahip hekzan kullanmislar ve %99 enantiyomerik asirilik

(ee) ile E=200 enantiyose¢imlilik elde etmislerdir.
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Cizelge 2.3 Ester olsumunda farkli log P degerlerine sahip c¢oziiciiler i¢in enzim
aktivitesi (Frings et.al 1999)

Organik ¢oziicii log P degeri Spesifik aktivite,
pumol/dakika.g

MTBE 1.8 0.0
Hekzan/dietileter 3.2 1.1
Hekzan 3.5 12.0
Heptan 4.0 5.6

Oktan 4.5 59
Dekan 5.6 10.3

Huang et al. (2005) enzimatik esterlesme {izerine yapmis olduklari ¢alismada benzer
yaklagimla yiiksek polariyete sahip ¢oziicii (log P<2) ve alkollerin, enzime zarar
verdigini ve tersinmez olarak enzimin aktivitesini kaybetmesine neden oldugunu, bunun

da tepkime hizin1 olumsuz yonde etkiledigini belirtmislerdir.

Lipazlar, rasemik alkollerin transesterlesme reaksiyonlarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak lipazlar, genis bir araliktaki alkolleri substrat olarak kabul
etmelerine ragmen, rasemik alkollerin transesterlesmesinde enantiyose¢imlilikleri daima
yiiksek degildir. Bundan dolay1 enantiyose¢imliligi arttirmak amaciyla ¢ok inceleme

yapmak gerekmektedir (Kawasaki et al. 2001).

Lipaz katalizli tepkimelerde enantiyosecimlilik substrat cinsi ve derisiminden
etkilenmektedir. Substrat derisimi daha cok esterlesme tepkimelerinde Onemlidir.
Esterlesme tepkimeleri tersinir oldugu icin substratin fazlasi kullanilarak dengeyi iiriin
olusumu yoniinde artirmak amaclanir (Berglund 2001). Enantiyosecimliligi etkileyen
diger parametreler sicaklik (Sakai 2004, Ema 2004), a¢il verici tiirii (Kawasaki 2001),
katki maddeleri (Theil 2000), mikrodalga islemi (Lin and Lin 1998), lipaz kaynag tiirii
(Hirose et al. 2000) ve tutuklama iglemi (Frings et al. 1999, Sakai 2004) etkileridir.
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Bir substratin enantiyose¢imliliginde, lipaz kaynagi da 6nemli rol oynamaktadir. Primer
alkollerin transesterlesmesinde Pseudomonos cepecia lipazinin  etkili  oldugu
bildirilmektedir. Ancak, sekonder alkollerde Pseudomonos cepecia lipazi
kullanilabildigi gibi Candida antartica, Porcine pancrease, Candida rugosa, Mucor
miehei lipazlart da kullanilabilmektedir (Frings et al. 1999, Suan and Sarmidi 2004).

Enzimler, enantiyomerleri alkoldeki gruplarin biyiikliigiine goére ayirt ederler.
Enantiyomer Ingold-prelog yontemine gore Onceliklendirildiginde (Sekil 2.37), daha

aktif enantiyomer (R) mutlak konfigiirasyonunu olusturmaktadir.

OH

/

Oncelik : Ry>Ry

) a

Sekil 2.37 Ingold-prelog yontemine gore onceliklendirme

Pseudomonos cepecia lipazi bu oncelige gore tepkimeyi katalizlerken, Candida rugosa
lipazt kullanildiginda bu duruma uymayan birgok durum séz konusu olmaktadir

(Lundell et al. 1998).

Lipazlar en ¢ok arastirilan enzimlerdir. Tutuklanmis lipazlar; kolay ulasilabilirilik,
yiksek sicaklik ve genis pH araliginda kararliligini koruyabilme, tekrar tekrar
kullanilabilme gibi o6zellikleri nedeniyle bir¢ok endiistriyel tepkimede c¢okga
kullanilmaktadirlar. Novozym 435 Candida antartica’dan eclde edilen ve birgok
tepkimede kullanilan tutuklanmis bir lipazdir. Novozym 435 bircok alkoliin vinil asetat

ile transesterlesmesinde de kullanilmaktadir (Yadav and Devi 2004).
Lipaz katalizligindeki alkollerin rezoliisyonunda sicaklik kontrolii basit ve teorik olarak

uygulanabilecek bir metot olarak kabul edilmektedir. Lipazlar bir organik ¢oziicii icinde

-80°C de aktivitelerini koruyabilmektedir. Sakai (2004) ¢alismasinda diisiik sicaklik
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yonteminin primer ve sekonder alkollerin rezoliisyonunda basariyla kullanilabilecegini
gOstermistir. Pseudomonas florescens lipazi ile solketol 23°C de E=16 diisiik
enantiyosegimlilik gosterirken -40°C da E degeri 55’ ¢ikmustir. Diisiik sicaklikta E
artmakta fakat tepkime hiz1 da diismektedir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4 Rasemik solketoliin lipaz AK (Celite’e adsorplanmis) enzimi ve vinil butirat
ile i-Pr,O ortaminda sicakliga bagl kinetik rezoliisyonu

Sicaklik, °C | Lipaz,mg Siire,h %ee(Alkol) | Donlisiim E

30 20 3 69 0.52 9

0 20 6 25 0.22 20
-10 60 8 77 0.48 26
-20 60 11 32 0.26 31
-30 100 16 39 0.30 39
-40 200 24 63 0.41 55
-50 200 48 97 0.57 27
-60 200 48 51 0.35 44

Tepkime hizin1 artirmak i¢in organik fazdaki lipazin topaklagsmasini 6nlemek istemisler
ve lipaz1 gbzenekli toyonite tutuklamislardir. Saat basma toplam doniisiim sayisi

(TTN/h) dahil olmak iizere elde ettikleri sonuglar Cizelge 2.5’de gosterilmistir.

Cizelge 2.5 Tutuklanmus lipaz ile solketoliin rezoliisyonu

E TTN/h
Lipaz Organik kopri
30°C -40°C 30°C -40°C
AK Celite 9 55 11,000 110
AK Toyonit 3.2 21 53,000 1400
PS Celite 6.8 15 6400 22
PS Toyonit 6.8 15 110,000 1700

Seramige tutuklanmis lipaz, tepkimeyi ivmelendirerek tepkime hizini artirmistir.
Organik ¢oziiclilerde lipaz enziminin o6zellikle de Celite adsorplanmasi halinde,

genellikle topaklagsmasi nedeniyle tepkime hizi diisiiriirken, seramik tizerine tutuklanmis
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lipazlarin  dagilabilmesi nedeniyle daha yiiksek aktivitenin saglanabilecegini

belirtmislerdir (Sakai 2004).

Diisiik  sicaklik  uygulanabildigi  gibi  yiikksek sicaklik  uygulamasiyla da
enantiyosecimlilik artirilmaya calisilmistir (Ema 2004). 1,1-difenil-2-propanoliin lipaz
katalizli transesterlesmesinde 120°C’in ilizerinde enantiyose¢imligi ¢ok artmistir. Bir
primer alkol olan 2-fenil propanoliin kinetik rezollisyonununa ¢oziicli ve agil verici
tirtiniin ekisini incelenmistir. Calismada Alcaligenes sp. lipazi, P.cepecia lipazi,
P.stutzeri lipaz1 ve Rhizopus sp. lipazi1 kullanilmistir. Optikge aktif agil vericilerin metil
esterleri ve vinil esterleri hazirlanarak primer alkollerin rezoliisyonu amaglanmistir.
Coziicii olarak ise hekzan, benzen ve diizopropil eter kullanilmistir. En 1yi E degeri
diizopril eter ¢oziiciisii ve P.cepecia lipazi ile elde edilmistir. En uygun agil vericinin

(#)-vinil-3-fenil biitanoat oldugu bildirilmistir (Hirose et al. 2000).

Rasemik alkollerin kinetik rezoliisyonunun siirekli sistemde incelenmesi ig¢in
enantiyomerik saflikta 1-fenil etanoliin dolgulu kolonda {iretimi {izerine ¢alisilmistir.
Ancak, tam karistirmali kesikli reaktdrdeki hizin daha yiiksek oldugu bildirilmistir
(Suan and Sarmidi 2004).

Yadav and Devi (2004), substrat olarak tetrahidrofuran alkol, acil verici olarak etil
biitirat, katalizor olarak lipaz enzimi kullanarak transesterlesme tepkimesi
gerceklestirip, tetrahidrofuranbiitirat ve etanol elde etmislerdir. Yaptiklar1 ¢aligmada
birden fazla tutuklanmis lipaz (Novozym 435, Lipozyme IM20 ve Pseudomonas species
on toyonite-PSL,Toyo) kullanmis ve tepkime i¢in en iyi ve secimli katalizoriin
Novozym 435 oldugunu belirtmislerdir. Novozym 435’e ¢oziicii etkisi i¢in 1,4-dioksan,
toluen, heptan, izopropileter gibi ¢oziiciiler kullanmis, en 1y1 doniisiimii 1,4-dioksan ile
yakalamis ve yiiksek karistirma hizinda enzimin yipranmasi, molekiillerin tepkime
ortamini terk etmesi gibi sebeplerle doniigiimiin distiiglinti; ancak sicaklik artikca
(30°C-70°C) doniigiimiin artigini, buna bagl olarak tepkimenin kinetik kontrollii

oldugunu belirtmislerdir (Yadav and Devi 2004).
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Lin and Lin (1998) yaptiklar1 calisma ile mikrodalganin basit, lipaz katalizli
transesterlesme reaksiyonu i¢in tepkime hizinin ve stereosec¢imliligin arttirilmasinda
etkin bir yontem oldugunu vurgulamislardir. Huang et al.(2005), n-alkol ve n-kaprilik
asidin mikrodalga ile enzimatik esterlesmesini ¢aligmiglardir. Mucor miehei’den elde
edilmis, recineye tutuklanmig Lipozyme RM IM (LRI) enzimi katalizorliigiinde
esterlesme tepkimesini ¢Oziiclisiiz ortamda, hem mikrodalga hem de klasik 1sitma
yontemi ile gergeklestirdiklerinde 50°C’ye kadar her iki 1sitma yonteminde sicakligin

artmastyla baglangi¢ hiz1 egrileri benzerlik gdstererek artmis ve en yliksek baslangi¢

hizina 55°C’da ulasilmistir (Sekil 2.38).

T
= i '..___ﬂ__
- -___,--"' -
=h .—" H
S A
B 2F ¥ e S
a2 .
= T
5 1
. —ip— ('H —— M
il L
21 ull] (& 1H] T
T ("C)

Sekil 2.38 Esterlesme tepkimesi i¢in ¢oziiclisliz ortamda mikrodalganin (MI) ve klasik
1sitma yonteminin (CH) sicaklik ile baslangi¢ hiz1 iligkisi

Deney yapilan sicakliklarda mikrodalga ile elde edilen baslangi¢ hiz verilerinin klasik
1sitmaya gore daha yiliksek olmasini, mikrodalganin hem termal hem de mikrodalga
etkisinden dolay1 mikrodalga ile calismada polar alkol ve asidin ¢arpismasinin tepkime
icin ekstra gii¢ olusturmasina dayandirmislardir. Substrat biiyiikliigiiniin (uzunlugunun)
baslangi¢c hizina etkisi i¢in yine ¢oziiciisiiz ortamda ¢alismislar ve alkollerin benzer
olmalarina karsin farkli basglangic hizlarina sahip olduklarmi ve zig zag seklindeki

egrilerin her iki 1sitma sekli i¢in benzerlik gosterdigini (Sekil 2.39) belirlemislerdir.
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Sekil 2.39 Enzimatik esterlesmede ¢oziiciisiiz ortamda mikrodalganin substrata etkisi

Bu sonucun yiiksek polariteye sahip substratin enzim aktivitesini olumsuz etkilemesine
ragmen, polaritesi yiiksek molekiillerin mikrodalga etkisinin gii¢lii olmasi, bununda
enzimatik tepkimeyi olumlu etkilemesi, alkoliin karbon sayisinin artmasiin polariteyi
azaltmasina karsin sterik engellemeyi baskin kilmasi nedeniyle olustugunu ifade

etmislerdir.

Mikrodalgada ¢oziicli etkisini incelemek i¢in n-hekzan, n-oktan ve THF c¢oziiciileri ile
enzimatik transesterlesme tepkimesinin baslangi¢ hizlarina bakmiglardir (Sekil 2.40).
THEF’in, klasik yontemler kullanarak isitmada , enzimatik tepkimeler i¢in istenmeyen
bir ¢oOziici olmasina ragmen mikrodalga ile 1sitma olumlu etkisinin oldugunu
gozlemlemislerdir. Bu durumu mikrodalga ile 1sinmanin dipol molekiil ve iyon hareketi
nedeniyle olugsmasi ve bu olusumun THF gibi polar c¢oziiciilerde daha etkin

ger¢eklesmesi sonucu oldugunu agiklamislardir.
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(a) THF, logP=0.49 karbon sayis1
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Sekil 2.40 Mikrodalga altinda ¢oziiciiniin esterlesmeye etkisi (#: ©H. B:ML & vy fuen)

Yapilan kaynak arastirmasinda substrat olarak kullanilan alkoliin, agil verici olarak
kullanilan esterin, biyokatalizér olarak kullanilan enzimin tiiriiniin ve miktarinin,
rasemik alkollerin transesterlesme ile kinetik rezoliisyonunda sicaklik ve karigtirma hizi
parametreleri ile tepkimenin enantiyomerik asiriligt ve enantiyosecimlili§inde etkin
oldugu goriilmistiir. Yapilmis olan calismalarda rasemik bilesikten enantiyomerik
saflikta {iriin eldesi icin yukarida belirtilen parametrelerin etkisinin ve bunlarin
birbiriyle i¢sel etkilesiminin de incelenebildigi deneysel tasarim yontemi uygulanarak,

tepkimenin optimum kosullar1 belirlenmeye ¢aligiimistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Alkol

Bu arastirmada substrat olarak sekonder alkol olan 1-fenil-1-propanol kullanilmistir. 1-

fenil-1-propanol Merck’ten satin alinmis olup, 6zellikleri Ek 1°de yer almaktadir.

3.1.2 Acil verici

Transesterlesme tepkimesi i¢cin Ek 2°de ozellikleri yer alan vinil laurat, etilasetat,
izopropenilasetat, vinilasetat, vinilbenzoat ve vinilbiitirat agil verici olarak kullanilmig
olup, Merck, Fluka ve Sigma-Aldrich’den temin edilmistir. Ayrica HPLC analizinde
kullanilan yiiksek safliktaki hekzan da Merck’ten temin edilmistir.

3.1.3 Enzim

Deneylerde kullanilan Pseudomanas cepacia, Pseudomanas stutzeri, Pseudomanas
floresans, Lipozyme RM IM, Mucor meihei ve Novozym 435 lipaz1 Fluka, Sigma ve
Novozymes’dan saglanmistir.

3.1.4 Coziicii

Lipaz katalizli kinetik resoliisyonda ¢oziicii olarak kullanilan hekzan, heptan, toluen,

THF, kloroform, 1-propanol ve izooktan Merck’ten temin edilmistir. Coziiciilere ait

bazi1 ozellikler Ek 3’tedir.
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3.1.5 Molekiiler elek, TLC kagid1

Tepkimede Sigma’dan temin edilen, sodyum alumina silikat, 4A° boyutundaki
molekiiler elek kullanilmistir. Kalitatif analiz, Merck’ten temin edilen 20x20 cm

boyutunda silikajel 60 F,s4 TLC kagidi ile yapilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1 Rasemik 1-fenil-1-propanoliin transesterlesme ile kinetik rezoliisyonu

Deneylerde, 10 ml hacimli agz1 kapakli deney siseleri kullanilmistir. Tepkime sisesine
once hesaplanan miktarda 1-fenil-1-propanol ve agil verici, sonra 3 ml ¢oziicii, en son
ise 0.1 g enzim ve 0.1g molekiiler elek konulmus, orbital ¢alkaliyicida istenilen sicaklik
ve karigtirma hiz1 segilerek transesterlesme ile kinetik rezoliisyon gergeklestirilmistir.
Oncelikle farkli enzimler (Pseudomanas cepacia, Pseudomanas stutzeri, Pseudomanas
floresans, Lipozyme RM IM, Mucor meihei ve Novozym 435), farkli ¢oziiciiler
(hekzan, heptan, toluen, THF ve izooktan), ve farkli acil vericiler (vinil asetat, vinil
butirat, izoprofenilasetat, vinil benzoat, etil asetat ve vinil laurat) ile rasemik 1-fenil-1-

propanoliin transesterlesme ile kinetik rezoliisyonu incelenmistir.

Bu calismalar sonucunda belirlenen enzim, agil verici ve ¢oziicli kullanilarak optimum
deney kosullarinin belirlenmesi igin  “Cevap Yiizey Yontemi” (Response Surface

Methodology-RSM) uygulanmastir.

Tepkimede oncelikle TLC ile UV 1s1ik altinda kalitatif analizleme yapilmis, yaklasik
%50 dontisgime ulasildiginda, kaba siizge¢ kagidindan siiziilerek tepkime
sonlandirilmistir. Doner buharlastirict  kullanilarak tepkime ortamindaki ¢oziicii
uzaklastirildiktan sonra 2 ml hekzan ile ¢oziilerek HPLC ile analizlenebilecek hale

getirilmistir.

Ayrica mikrodalganin transesterlesme ile kinetik rezoliisyona etkisi i¢in “Initiator

Biotage” mikrodalga cihazi ile calisilmistir. Calismalarda cihaza ait 2-5 ml hacimli
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tiipler kullanilmigtir. Tiiplin cidarinda kati pargacik kalmamasi i¢in yukarida belirtilen
miktarda oncelikle enzim ve molekiiler elek tepkime ortamina konulmus ve magnetik
karistirict ile karistinnlmistir. 60°C calisma sicakligi ile istenilen caligma siiresi
belirlenerek tepkime gergeklestirilmistir. Tepkime yukarida belirtildigi gibi kaba siizgec
kagidindan siiziilerek sonlandirilmis ve analizlenebilmesi i¢in yukarida belirtilen

islemlerin aynis1 uygulanmustir.

3.2.2 Analiz yontemi

Uriin analizi Chiralcel OB-H (250x4.6mm) kiral kolon kullamlarak Spectra SYSTEM
HPLC cihazinda, n-hekzan/2-propanol (97/3) tasiyici faz ile 0.8 ml/dakika akis hizinda,
254 nm dalga boyundaki UV detektor ile 30°C kolon sicakliginda gergeklestirilmistir.
Ek 4’de verilen 6rnek kromotogramda da gorildigi gibi (R )-1-fenil-1-propanol
tepkime ile iiriine doniisiirken, (S)-1-fenil-1-propanol enantiyomerik saflikta tepkime

ortaminda kalmaktadir.

3.2.3 Cevap yiizey yontemi

Cevap ylizey yontemi, deneysel tasarim ile istatistiki ve matematiksel teknikleri igeren,
stirecin cevabina etki eden parametreler ile cevabin modellenmesini saglayan bir
yontemdir. Deneysel tasarim ile cevaba etki eden parametreler ayni anda
incelenebildiginden yapilan deney sayist klasik yontemlere gore azalmaktadir
(Bayraktar 2001). RSM siirecinde deneysel veriler, matematiksel model ve istatistiki
veriler bir araya toplanmaktadir. Bu kapsamda RSM, deneysel tasarim tekniklerindeki
problemlerin (ekonomik isletim sartlarinin bulunmasi, tepkime yol izinin belirlenmesi,
tepkime hiz verilerinin tespiti vb.) etkisini azaltmak amaciyla sistematik yol gdsterir ve

en ¢ok bilgiye ulasilacak noktalarda deney yapilmasini saglar.

Ayrica bir deney kosulunun degistirilip diger kosullarin sabit tutulmasi seklinde
uygulanan bilinen optimizasyon metotlarinda, bagimsiz degiskenlerin (parametrelerin)
ayr1 ayr siirece etkisinin belirlenmesi nedeniyle zaman alict bir¢ok deneyin yapilmasi

gerektigi, bununla beraber bu deneylerle bagimsiz degiskenlerin ikili etkilesiminin
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stirece etkisinin tespit edilemedigi de bildirilmektedir (Murthy et al. 2000). Buna ilave
olarak istatistiki yontemler ile elde edilen ikili etkilesimlerin de dikkate alindigi
sonuclarla cevap degiskeninin (bagimli degisken) deney yapilman Ongoriilebilmesinin

saglandig1 ifade edilmektedir.

Deneysel tasarim i¢in asagida belirtilen asamalar dikkate alinir (Kapucu 2000):

1. Problemin tanimlanmasi

»

Problemin etkenlerinin (bagimsiz degiskenlerin) seviyesinin ve araliginin
se¢ilmesi

Cevap degiskeninin belirlenmesi

Deneysel tasarim se¢imi

Deneylerin gerceklestirilmesi

Deneysel verilerin istatistiki analizinin yapilmasi

S A

Sonuglarin degerlendirilmesi

Yukarida belirtilen asamalar neticesinde optimum parametreleri i¢ceren matematiksel

fonksiyon, cevap fonksiyonu elde edilir (Esitlik 5).
D G (0 I S TS < o (5)

Esitlik 5°deki xj, X,......xx bagimsiz degiskenlerdir ve faktor olarak adlandirilirlar. Y
ise bagimli degisken yani cevap degiskenidir. Siireci tanimlayan bagimsiz degiskenler

cevabi dogrusal ise fonksiyon birinci derece elde edilir:
YZB()‘l‘B]XH‘BzXz‘l‘. .t kak+e ................................................................... (6)

Siiregte herhangi bir kavislenme var ise, siire¢ tanimlamasi yiiksek dereceli polinomlar

ile su sekilde tanimlanir:

Y=o+ k=1 BiXi+ZBiiXiz+ZZBiiXin+€ ............................................................ (7)

Esitlik 6 ve 7°deki By regresyon esitliginin bagimsiz terimini, B; dogrusal terimi, B

ikinci derece terimi ve € deney hatasini ifade etmektedir.
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Bu deneysel tasarim yonteminde boyutsuz koordinat sisteminde caligilir. Boyutsuz

koordinat sisteminde “0” merkez noktay1 ifade etmektedir.

Bagimsiz degiskenler esitlik 8’de belirtildigi gibi ifade edilmektedir. Esitlik 8’de x,
bagimsiz degiskenin kodlu degerini, X; gercek degerini, X" merkez noktadaki gercek
degerini, AX ise basamak degisimini gostermektedir (Murthy et al. 2000).

XIF (K1 OV AK e, (8)

Bagimsiz degisken sayisina gore siirecteki deney sayist N, no merkezi noktada yapilan

deney sayisini, k bagimsiz degisken sayisini gostermek iizere su sekilde belirlenir:
N2 2K T101 e e 9)

Istatistiki yontemlerle siirecin optimum kosullari, regresyon denkleminin ¢oziimii ile
belirlenebilmekle beraber, cevap ylizeyin “contour’(ikili etkilesim) grafikleri ile de
belirlenebilir. Cevap yiizeyde dairesel sekiller elde edilmesi belirtilen bagimsiz
degiskenler arasindaki iligkinin ihmal edilebilir oldugunu, eliptik veya eyer seklindeki
grafigin ise bagimsiz degiskenlerin birbirini 6nemli dlciide etkiledigini gdstermektedir

(Murthy et al. 2000).
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4. TARTISMA VE BULGULAR

Rasemik  I-fenil-1-propanoliin  kinetik  rezolisyonu i¢in  lipaz  katalizli
transesterlesmesinde enzim tiiriiniin, ¢Oziiciiniin ve a¢il vericinin etkisinin belirlenmesi

i¢in ¢aligmalar yapilmistir.

4.1 Enzim Tiiriiniin Etkisi

Enzim tiiriiniin etkisini incelemek amaciyla 0.5 mmol rasemik 1-fenil-1-propanol, acil
verici olarak 1 mmol vinil laurat, ¢oziicii olarak 3 ml izooktan, 0.1 g molekiiler elek ile
40 °C ve 150 rpm karistirma hizinda 100’er mg Mucor meihei (27 U), Pseudomanas
cepacia (28.6 U), Pseudomanas stutzeri (22 U), Pseudomanas floresans (24 U),
Lipozyme RM IM (2 U) ve Novozym 435 (23 U) lipaz1 kullanilmistir.

30 dakika siire ile gerceklestirilen tepkimeler sonucunda elde edilen degerler sekil
4.1°de gosterilmistir. ee(p) degeri olusan iiriindeki enantiyomerik saflig1 gosterdiginden
ee(s) degerini incelemek daha uygundur. En kisa siirede en iyi enantiyomerik asirilik
(substrat icin enantiyomerik asirilik, ee(s)) %71 ile Novozym 435 kullanildiginda elde
edilmistir. Novozym 435’1, %38 enantiyomerik asirilik ile Pseudomanas stutzeri, %25
enantiyomerik asirilik ile Pseudomanas cepacia, %10 enantiyomerik asirilik ile
Lipozyme RM IM, %9 enantiyomerik asirilik ile Pseudomanas floresans ve %2

enantiyomerik asirilik ile Mucor meihei lipazi takip etmistir.

Yadav ve Devi (2004), substrat olarak tetrahidrofuran alkol, agil verici olarak etilbiitirat,
katalizor olarak lipaz enzimi ile hekzan ortaminda transesterlesme reaksiyonu
gerceklestirerek tetrahidrofuranbiitirat ve etanol elde ettikleri calismada en 1yi aktiviteyi
Novozym 435 ile sagladiklarini belirtmislerdir. Ayrica literatiirde Novozym 435’in
ikincil alkollerin kinetik rezoliisyonunda etkin oldugu ancak, enantiyose¢imliligin

substrat cinsi ve se¢imliliginden de etkilendigi bildirilmektedir (Raminelli et al. 2004).
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Substrat olarak sekonder alkol kullanilan bu ¢aligmada da en iyi enantiyomerik agirilik
Novozym 435 lipaz1 ile gerceklesmistir. Ancak, literatiirde ikincil alkollerin kinetik
rezoliisyonu i¢in Mucor meihei lipazinin da kullanilabildigi belirtilmesine ragmen, bu
caligmada en diisiik enantiyosegimlilik liyofilize toz seklindeki Mucor meihei lipazi
kullanildiginda gézlenmistir. Buna karsilik Mucor meihei’den elde edilmis ve regineye
tutuklanmis Lipozyme RM IM (LRI) ile enantiyomerik asirilik, liyofilize toz halindeki
Mucor meihei’nin enantiyomerik asirihigindan 5 kat daha fazladir. Bu durumun enzimin
tutuklanmas ile kararliliginin artmasindan kaynaklandig: diisiiniilebilecegi gibi (Frings
et al. 1999), tutuklama ile lipaz kapagmin tutuklama yiizeyi ile hidrofobik etkilesime

gegerek, enzim aktivitesinin arttirdigi da diisiiniilmektedir (Furukawa et.al. 2002).
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Sekil 4.1 Enzim tiiriinlin enantiyomerik asirilik [ee (s), ee (p)] lizerine etkisi (T=40°C,
N=150  rpm, 69ul (R,S)-1-fenil-1-propanol, 3 ml izooktan, 1mmol vinil
laurat, 100 mg enzim, 100 mg molekiiler elek)

4.2 Coziicii Etkisi
Coziicl tlirtinlin etkisini incelemek amaciyla 0.5 mmol rasemik 1-fenil-1-propanol, agil
verici olarak 1 mmol vinil laurat, 0.1 g Novozym 435, 0.1 g molekiiler elek ile 40 °C

ve 150 rpm karistirma hizinda ¢6ziicii olarak 3’er ml THF, toluen, hekzan, heptan ve

izooktan kullanilmistir. Coziicii  olarak izooktan kullanilmas: halinde %71

44



enantiyomerik asiriliga ulagilirken, diger c¢oziiciilerde bu enantiyomerik asiriliga
ulagabilmek i¢in daha uzun siire calisilmasi gerekmis, hatta bazi ¢oziiciilerle yiiksek
enantiyomerik asirilik elde edilememistir (Sekil 4.2). Bu durumun ¢dziiciiler arasindaki

polarite farkindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Literatiirde belirtileni destekler sekilde bu c¢alismada en yiiksek enantiyomerik asirilik
daha apolar ¢oziicii olan izooktanda elde edilmis, izooktan1 1 saatte %63 enantiyomerik

asirilik ile heptan, 3.5 saatte %68 enantiyomerik asirilikla hekzan takip etmistir.
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Sekil 4.2 Coziicii tiirliniin ee (s), ee (p) lizerine etkisi (T=40°C, N=150 rpm, 69ul (R,S)-
I-fenil-1-propanol, 3 ml ¢dziicli, Immol vinil laurat, 100 mg Nov.435, 100
mg molekiiler elek)

Enzimin aktivite gosterebilmesi icin belli miktarda suya ihtiya¢c duymasi nedeniyle
¢oziicii polaritesinin diisiik olmasinin enzim aktivitesi i¢in daha uygun olacag:
bilinmektedir. Bu nedenle izooktan ile en yiiksek enantiyomerik asiriligin elde edilmesi
beklendigi gibi, THF ile de en diisiik enantiyomerik asiriligin elde edilmesi beklenmis
(Raminelli et al. 2004) ve sonuglar beklenen ile ortiismiistiir. THF ile 1 saatin tistiinde
tepkime  gergeklestirilmesine  karsin %15 enantiyomerik asirihigin - {izerine
cikilamamistir. Bu durumun polar olan THF’in, enzimin aktivite saglayabilmesi i¢in
icermesi gereken bagli suyunu ¢ekmesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Huang et

al. 2005).
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Yadav and Devi (2004) rasemik tetrahidrofuran alkoliin etilbiitirat ile
transesterlesmesinde  Novozym 435 lipaz1 kullanildiklar1 ¢alismada, biyokatalizor
lizerine ¢oziici etkisini belirlemek amaciyla toluen, heptan, izopropileter, diklormetan,
1,4-dioksan ile calismiglar ve en diisiik enzim aktivitesini (180 dakikada, %27
doniisiim) toluen ile elde etmigler ve bunu da toluenin enzimin baglh suyunu ¢ekmesine

baglamiglardir.

Coziiciilerin enzim aktivitesine etkisi dikkate alindiginda, log P degeri yiiksek ¢oziiciiler
ile caligmak transesterlesme ile kinetik rezoliisyonda daha kisa siirede yiiksek

enantiyomerik asiriliga ulagilmasini saglamistir.
4.3 Acil Verici Etkisi

40°C ve 150 rpm’de, Novozym 435 ile izooktan ortaminda etil asetat (C4), vinil asetat
(C4), izopropenil asetat (C5), vinil biitirat (C6), vinil benzoat (C9) ve vinil laurat (C14)
kullanilarak acil verici etkisini incelenmistir.  Literatiirde Novozym 435
katalizorliigiinde birgok alkoliin vinilasetat ile transesterlesmesinin etkin oldugu
belirtilmekle birlikte (Yadav and Devi 2004), bu ¢alismada agil verici olarak vinil asetat
kullanim1 enantiyomerik asiriliga orta derecede etki gosterirken, en iyi etki agil verici
olarak vinil laurat kullanilmasi halinde elde edilmistir (Sekil 4.3). Esterlesme ve
transesterlesme  tepkimelerinde  ¢Oziliciilii  ortamda  tersinirlik  problemi ile
karsilagilmamasi i¢in vinil grubu igeren acil vericilerin kullanilmasinin uygun olacagi
bildirilmektedir (Reetz 2002, Frings 1999). Bu calismada da en diisiik enantiyomerik
asirilik izopropenil asetat (%ee(s)=0), vinil benzoat (%ee(s)=2) ve etil asetat (%ee(s)=3)
kullanildiginda elde edilmistir. Ayrica literatiirde agil verici olarak izopropenil asetat
kullaninminin kendi tepkimeleri i¢in zararsiz aseton olusturmasina ragmen, vinil
asetattan daha etkisiz oldugu da belirtilmektedir (Suan and Sarmidi 2004). Buna ilave
olarak Suan and Sarmidi (2004) rasemik 1-feniletanoliin ChiroCLEC-PC (P.cepacia) ile
izooktan ic¢inde kinetik rezoliisyonuna agil verici uzunlugunun etkisini belirlemek
amaciyla laurik asitten stearik aside (C12-C18) kadar ¢alismislar ve baslangi¢c hizinin
Cl6’ya kadar arttigin1 ancak C18’de %3-4’likk azalma oldugunu gozlemisler, uzun
karbon zincirinin biyokatalizor olan enzimin serbest hareketini engellemis olabilecegini
ve enzimin agil baglanma konumunun C sayisinin C16’ya kadar olan agil vericiler igin

yeterli ve uygun olabilecegini belirtmislerdir.
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Sekil 4.3 Acil verici tiiriiniin ee (s), ee (p) lizerine etkisi (T=40°C, N=150 rpm, 69pul
(R,S)-1-fenil-1-propanol, 3 ml izooktan, Immol agil verici, 100 mg Novozym
435, 100 mg molekiiler elek)

On calisma deneyleri dikkate alindiginda alkollerin lipaz enzimi katalizorliigiinde
¢oziiclilii ortamda transesterlesme ile kinetik rezoliisyonundaki genel yaklasimlarin, bu
calisgmada kullanilan rasemik 1-fenil-1-propanoliin transesterlesme ile kinetik
rezoliisyonuna biyokatalizor, ¢ozlicii etkisi i¢in literatiirdeki bazi yayinlarla benzer etki
goriiliirken (Yadav and Devi 2004), acil verici etkisinde ise bazilar1 ile 6rtiismemektedir
(Suan and Sarmidi 2004). Bu nedenle agil verici, enzim, ¢Oziicii gibi temel

parametrelerin her tepkime i¢in incelenmesi gerekmektedir.

Bu nedenle en kisa siirede en etkin enantiyomerik asiriligir veren tepkime bilesenleri
kullanilarak transesterlesme ile rasemik 1-fenil-1 propanolden kinetik rezoliisyon ile
enantiyomerik saflikta alkol eldesi i¢in; 167 mM (0.5 mmol) rasemik 1-fenill-propanol,
ester/alkol mol orani 2, 0.1 mg Novozym 435, 40°C sicaklik ve 150 rpm karistirma hizi

RSM ile yapilan ¢caligmalarda merkez kosul olarak belirlenmistir.

4.4 Cevap Yiizey Yontemi ile Optimizasyon

Bes bagimsiz degisken (parametre, faktor) ile programin g¢alistirilmasi sonucunda elde

edilen kodlu degerler ve gercek degerleri ¢izelge 4.1°de yer almaktadir.
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Cizelge 4.1 RSM ile 5 parametre i¢in elde edilen kodlu degerler ve gergek degerleri

Seviye/Parametre Simge -2,378 -1 0 1 2,378
Caikol, MM X] 8,34 100 167 233 325
Nester/Nalkol X2 0,81 1,5 2 2,5 3,19
Enzim, mg X3 40,54 75 100 125 159,46
Sicaklik, °C X4 16,22 30 40 50 63,78
Karistirma hizi X5 31,08 100 150 200 268,92

Esitlik 9°a baglh olarak k=5 ve merkez noktada yapilan deney sayist 8 olmak {izere elde

edilen toplam 50 adet deney i¢in kodlu deney kosullari ¢izelge 4.2°de sunulmustur.

Cizelge 4.2 RSM sonucu elde edilen kodlu deneysel kosullar

X1 X2 X3 X4 X5
Deney Alkp} . Ester/Alkol E1?21m Stcaklik® C Karistirma
no derisimi, mM | mol orani miktari, mg hizi, rpm
1 -1.000 -1.000 -1.000 -1.000 -1.000
2 1.000 -1.000 -1.000 -1.000 -1.000
3 -1.000 1.000 -1.000 -1.000 -1.000
4 1.000 1.000 -1.000 -1.000 -1.000
5 -1.000 -1.000 1.000 -1.000 -1.000
6 1.000 -1.000 1.000 -1.000 -1.000
7 -1.000 1.000 1.000 -1.000 -1.000
8 1.000 1.000 1.000 -1.000 -1.000
9 -1.000 -1.000 -1.000 1.000 -1.000
10 1.000 -1.000 -1.000 1.000 -1.000
11 -1.000 1.000 -1.000 1.000 -1.000
12 1.000 1.000 -1.000 1.000 -1.000
13 -1.000 -1.000 1.000 1.000 -1.000
14 1.000 -1.000 1.000 1.000 -1.000
15 -1.000 1.000 1.000 1.000 -1.000
16 1.000 1.000 1.000 1.000 -1.000
17 -1.000 -1.000 -1.000 -1.000 1.000
18 1.000 -1.000 -1.000 -1.000 1.000
19 -1.000 1.000 -1.000 -1.000 1.000
20 1.000 1.000 -1.000 -1.000 1.000
21 -1.000 -1.000 1.000 -1.000 1.000
22 1.000 -1.000 1.000 -1.000 1.000
23 -1.000 1.000 1.000 -1.000 1.000
24 1.000 1.000 1.000 -1.000 1.000
25 -1.000 -1.000 -1.000 1.000 1.000
26 1.000 -1.000 -1.000 1.000 1.000
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Cizelge 4.2 RSM sonucu elde edilen kodlu deneysel kosullar (devam)

27 -1.000 1.000 -1.000 1.000 1.000
28 1.000 1.000 -1.000 1.000 1.000
29 -1.000 -1.000 1.000 1.000 1.000
30 1.000 -1.000 1.000 1.000 1.000
31 -1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
32 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
33 -2.378 0.000 0.000 0.000 0.000
34 2.378 0.000 0.000 0.000 0.000
35 0.000 -2.378 0.000 0.000 0.000
36 0.000 2.378 0.000 0.000 0.000
37 0.000 0.000 -2.378 0.000 0.000
38 0.000 0.000 2.378 0.000 0.000
39 0.000 0.000 0.000 -2.378 0.000
40 0.000 0.000 0.000 2.378 0.000
41 0.000 0.000 0.000 0.000 -2.378
42 0.000 0.000 0.000 0.000 2.378
43 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
44 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
45 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
46 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
47 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
48 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
49 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
50 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Deney kosullariin gergek degerleri ile

enantiyomerik asirilik, % ee(s)] ¢izelge 4.3’de gosterilmistir.

cevabin gercek degeri [substrat icin

Cizelge 4.3 RSM sonucu elde edilen gercek deneysel kosullar ve cevabin gercek degeri

X1 X2 X3 X4 X5 Cevap
Degiskeni
Deney Alkp} . Ester/Alkol Er}zim Sicaklik.® C Karistirma % ee(s)
no derisimi, mM| mol oram1 | miktari, mg hizi, rpm
1 100.00 1.50 75.00 30.00 100.00 31
2 233.00 1.50 75.00 30.00 100.00 55
3 100.00 2.50 75.00 30.00 100.00 42
4 233.00 2.50 75.00 30.00 100.00 32
5 100.00 1.50 125.00 30.00 100.00 41
6 233.00 1.50 125.00 30.00 100.00 59
7 100.00 2.50 125.00 30.00 100.00 63
8 233.00 2.50 125.00 30.00 100.00 31
9 100.00 1.50 75.00 50.00 100.00 36
10 233.00 1.50 75.00 50.00 100.00 74
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Cizelge 4.3 RSM sonucu elde edilen ger¢ek deneysel kosullar ve cevabin gergek degeri (devam)

11 100.00 2.50 75.00 50.00 100.00 75
12 233.00 2.50 75.00 50.00 100.00 58
13 100.00 1.50 125.00 50.00 100.00 31
14 233.00 1.50 125.00 50.00 100.00 89
15 100.00 2.50 125.00 50.00 100.00 33
16 233.00 2.50 125.00 50.00 100.00 53
17 100.00 1.50 75.00 30.00 200.00 57
18 233.00 1.50 75.00 30.00 200.00 58
19 100.00 2.50 75.00 30.00 200.00 51
20 233.00 2.50 75.00 30.00 200.00 52
21 100.00 1.50 125.00 30.00 200.00 24
22 233.00 1.50 125.00 30.00 200.00 68
23 100.00 2.50 125.00 30.00 200.00 27
24 233.00 2.50 125.00 30.00 200.00 72
25 100.00 1.50 75.00 50.00 200.00 52
26 233.00 1.50 75.00 50.00 200.00 70
27 100.00 2.50 75.00 50.00 200.00 60
28 233.00 2.50 75.00 50.00 200.00 54
29 100.00 1.50 125.00 50.00 200.00 33
30 233.00 1.50 125.00 50.00 200.00 79
31 100.00 2.50 125.00 50.00 200.00 26
32 233.00 2.50 125.00 50.00 200.00 74
33 8.34 2.00 100.00 40.00 150.00 77
34 324.66 2.00 100.00 40.00 150.00 34
35 166.50 0.81 100.00 40.00 150.00 62
36 166.50 3.19 100.00 40.00 150.00 72
37 166.50 2.00 40.54 40.00 150.00 14
38 166.50 2.00 159.46 40.00 150.00 43
39 166.50 2.00 100.00 16.22 150.00 38
40 166.50 2.00 100.00 63.78 150.00 30
41 166.50 2.00 100.00 40.00 31.08 38
42 166.50 2.00 100.00 40.00 268.92 42
43 166.50 2.00 100.00 40.00 150.00 79
44 166.50 2.00 100.00 40.00 150.00 71
45 166.50 2.00 100.00 40.00 150.00 77
46 166.50 2.00 100.00 40.00 150.00 65
47 166.50 2.00 100.00 40.00 150.00 68
48 166.50 2.00 100.00 40.00 150.00 70
49 166.50 2.00 100.00 40.00 150.00 70
50 166.50 2.00 100.00 40.00 150.00 65

Cizelge 4.3’de belirtilen sistematik deney sonuglari degerlendirilerek, 5 bagimsiz
degiskenin enantiyomerik asiriliga etkisini incelemek amaciyla ikili etkilesim grafikleri

ve bu grafiklerin 3 boyutlu gosterimi elde edilmistir.
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4.4.1 Alkol derisimi ile ester/alkol mol oraninin enantiyomerik asirihga etkisi

Alkol derisimi ile ester/alkol mol oraninin enantiyomerik asiriliga etkisi i¢in, 40°C
sicaklikta, 150 rpm karistirma hizinda 100 mg Novozym 435 ve 100 mg molekiiler elek
uygulanarak elde edilen sekil 4.4 ve sekil 4.5 incelendiginde diislik alkol derisiminde
ester miktarinin artmasi, enantiyomerik asiriligi 6nemli 6lglide etkilememektedir. Ancak,
hem alkol derisiminin hem de ester miktarinin yiiksek oldugu durumda enantiyomerik
asirilik diismektedir. Bu durumun her iki substratin inhibisyonundan ileri geldigi
diisiiniilmektedir. Ester miktar1 sabit tutuldugunda orta seviyede alkol derisimine kadar
enantiyomerik asirilik artmakta iken, yiiksek alkol derisiminde ise enantiyomerik asirilik
daha diisiik ¢ikmistir. Bu durumun yiiksek alkol derisiminde alkoliin, enzim-agil verici
kompleksi iizerine inhibisyon etkisi yapmasindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir
(Frings, 1999).
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Sekil 4.4 Alkol derisimi ile ester/alkol mol oraninin enantiyomerik asirilia ikili etkisi
(T=40°C, N=150 rpm, 3 ml izooktan, 100 mg Novozym 435, 100 mg
molekiiler elek)
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Alkol derisimi, mM

0.80 10.00

Sekil 4.5 Alkol derisimi ile ester/alkol mol oraninin enantiyomerik asiriliga ikili
etkisinin ti¢ boyutlu gosterimi (T=40°C, N=150 rpm, 3 ml izooktan, 100 mg
Novozym 435, 100 mg molekiiler elek)

4.4.2 Alkol derisimi ile sicakli@in enantiyomerik asirihga etkisi

Alkol derisimi ile sicakligin enantiyomerik asiriliga etkisi igin, 3 ml izooktan
ortaminda 150 rpm karistirma hizinda 100 mg Novozym 435 ve 100 mg molekiiler elek
uygulanarak elde edilen sekil 4.6’ya bakildiginda elde edilen eliptik egrilerle alkol
derisiminin ve sicaklifin enantiyomerik asirilik i¢in birbirini etkileyen parametreler
oldugu goriilmektedir (Murthy et al. 2000). Diisiik alkol derisiminde sicakligin artmasi
ile enantiyomerik asirilik ¢ok fazla etkilenmemektedir. Yiiksek alkol derisiminde ise
sicakligin belli noktaya kadar artmasi, enantiyomerik agiriligi arttirmig, buna karsin
50 °C’1n lizerine ¢ikildiginda enantiyomerik asirilik daha diisiik elde edilmistir (sekil
4.7). Bu durumun, hem yiiksek alkol derisiminde alkol inhibisyonunun, hem de yiiksek
sicaklikta enzim deaktivasyonun etkisinin ortaya c¢ikmasindan kaynaklandigi

distiniilmektedir.
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Sekil 4.6 Alkol derigimi ile sicakligin enantiyomerik asiriliga ikili etkisi (N=150 rpm, 3
ml izooktan, 260 pl vinil laurat 100mg Novozym 435, 100 mg molekiiler elek)
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Sekil 4.7 Alkol derisimi ile sicakligin enantiyomerik asiriliga ikili etkisinin ikili
etkisinin ti¢ boyutlu gosterimi (N=150 rpm, 3 ml izooktan, 260 pl vinil laurat
100 mg Novozym 435, 100 mg molekiiler elek)
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4.4.3 Alkol derisimi ile enzim miktarinin enantiyomerik asirihga etkisi

40°C sicaklik, 150 rpm karistirma hizi, 3 ml izooktan, 260 pl vinil laurat ve 100 mg
molekiiler elek kosulunda alkol derisimi ile enzim miktarinin enantiyomerik asiriliga
etkisi sekil 4.8 ve sekil 4.9’da gosterilmistir. Substrat derigiminin yiiksek oldugu
hallerde enzim miktarinin artmasi baslangicta enantiyomerik asiriligi arttirmaktadir.
Ancak, enzim miktar1 arttikga enantiyomerik asirilik diismiistiir. Bu durum ortamda
enzim miktarinin artmasinin tutuklanmig enzim iizerinde bulunan gruplarin sterik

engellemeye neden olmasindan ortaya ¢ikmis olabilecegi diistiniilmektedir.
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ekil 4. ol derisimi ile enzim miktarinin enantiyomerik asiriliga ikili etkisi

kil 4.8 Alkol derisimi il i ik iy ik liga ikili etkisi
(T=40°C, N=150 rpm, 3 ml izooktan, 260 pl vinil laurat, 100 mg molekiiler
elek)
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Sekil 4.9 Alkol derisimi ile enzim miktarinin enantiyomerik asirihiga ikili etkisinin ii¢
boyutlu gosterimi (T=40°C, N=150 rpm, 3 ml izooktan, 260 pl vinil laurat, 100
mg molekiiler elek)

4.4.4 Alkol derisimi ile karistirma hizinin enantiyomerik asirihga etkisi

40°C sicaklik, 3ml izooktan, 260 pl vinil laurat, 100 mg Novozym 435 ve 100 mg
molekiiler elek ortaminda alkol derisimi ve karistirma hizinin enantiyomerik asiriliga
etkisine bakildiginda eliptik egriler elde edildigi goriilmektedir (Sekil 4.10, Sekil 4.11).
Karistirma hizin1 yaklagik olarak 200 rpm’in iistline ¢ikildiginda enantiyomerik asirilik
daha diisiik elde edilmektedir. Diisiik alkol derisiminde karistirma hizi etkisi, alkol
derisiminin diisiik tutuldugu diger parametreler ile kiyaslandiginda enantiyomerik
asiriliga etkisi daha fazladir. Bu ise belli karistirma hizina kadar karistirmanin dis kiitle
aktarim direncini azaltmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Buna karsin yiiksek
karistirma hizinda orta miktarda alkol derisiminde bile diisiik enantiyomerik asirilik
elde edildigi goriilmiistiir. Bu durumun, Yadav and Devi ‘nin (2004) yapmis oldugu
yayinda belirttiklerine benzer sekilde yliksek karistirma hizinda tutuklanmis enzimlerin
yilizeye ¢ikmasindan ve enzim aktif konumunun zarar gérmesinden meydana gelmis

olmasindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir.
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Sekil 4.10 Alkol derisimi ile karigtirma hizinin enantiyomerik agiriliga ikili etkisi
(T=40°C, 3ml izooktan, 260 pl vinil laurat 100mg Novozym 435, 100 mg
molekiiler elek)
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Sekil 4.11 Alkol derigimi ile karigtirma hizinin enantiyomerik asiriliga ikili etkisinin ti¢
boyutlu gosterimi (T=40°C, 3ml izooktan, 260 pl vinil laurat 100 mg
Novozym 435, 100 mg molekiiler elek)
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4.4.5 Ester/alkol mol oram ile sicakhigin enantiyomerik asirihga etkisi

150 rpm karigtirma hizi, 3ml izooktan, 69 ul alkol, 100 mg Novozym 435 ve 100 mg
molekiiler elek kosulunda ester/alkol mol orami ile sicaklifin enantiyomerik asiriliga
etkisine bakildiginda diisiik ve yiiksek sicaklik bolgelerinde 6zellikle de yiiksek sicaklik
bolgesinde, ester miktar1 artigi enantiyomerik asirilikta 6nemli bir degisiklige neden
olmamaktadir (Sekil 4.12, Sekil 4.13). Ancak, 30-50°C sicaklik araliginda ester
miktarinin artmasi1 ile daha diisiik enantiyomerik asirilik degerleri elde edildigi
gbziikmektedir. Buna bagli olarak sicaklik parametresinin enantiyomerik asirilik i¢in
daha etkin oldugu ve sicakligin yiiksek oldugu boélgelerde enantiyomerik asiriliginin
diistik olmasinin yine katalizoriin sicakliktan olumsuz etkilenmesinden kaynaklandig:
diisiiniilmektedir. Rasemik 1-fenil-1-propanoliin kinetik rezoliisyonunda sicakligin 45°C

civarinda maksimum enantiyomerik asirilik saglanmaktadir.
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Sekil 4.12 Ester/alkol mol orani ile sicakligin enantiyomerik asiriliga ikili etkisi (N=150
rpm, 3ml izooktan, 69 ul alkol, 100 mg Novozym 435, 100 mg molekiiler
elek)

57



%ee

16.00 0.8

Sekil 4.13 Ester/alkol mol orani ile sicakli§in enantiyomerik asiriliga ikili etkisinin 3
boyutlu gosterimi (N=150 rpm, 3ml izooktan, 69 ul alkol, 100 mg Novozym
435, 100 mg molekiiler elek)

4.4.6 Ester/alkol mol orani ile enzim miktarinin enantiyomerik asirihga etkisi

40°C sicaklik, 150 rpm karistirma hizi, 3ml izooktan, 69 pl alkol ve 100 mg molekiiler
elek ortaminda ester/alkol mol orani ile enzim miktarinin enantiyomerik asirilia etkisi
icin sekil 4.14 ve sekil 4.15 incelendiginde cok diisiik ester miktarinda, enzim
miktariin artmasi ile enantiyomerik asiriliginin arttign goriilmektedir. Diisiik enzim
miktarinda, ester miktarinin artmasi enantiyomerik asirilign degistirmemekle beraber
80-130 mg araliginda enzim kullanildiginda ester miktarinin artmasi ile enantiyomerik

asirilik dismektedir.

Yiiksek enzim miktarinda calisildiginda, enantiyomerik asirilik ester miktarinin etkisi
ile daha c¢ok degismektedir. Diisiik miktarda ester kullanilmasinda bile iyi bir
enantiyomerik asirilik elde etmek icin yiiksek miktarda enzim ile ¢aligilmasi gerektigi
degerlendirilmistir. Enzimin estere gore yetersiz kalmasi durumunda ise, fazla esterin
mevcut enzime inhibisyon etkisi yarattigi, bunun da enantiyomerik asiriligi azalttigi

diisiiniilmistiir. (Yadav and Devi 2004)
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Sekil 4.14 Ester/alkol mol orani ile enzim miktarinin enantiyomerik asirihiga etkisi
(T=40°C, N=150 rpm, 3ml izooktan, 69 ul alkol, 100 mg molekiiler elek)
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Sekil 4.15 Ester/alkol mol orani ile enzim miktarinin enantiyomerik asiriliga etkisinin 3
boyutlu gosterimi (T=40°C, N=150 rpm, 3ml izooktan, 69 ul alkol, 100 mg
molekiiler elek)
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4.4.7 Ester/alkol mol oram ile karistirma hizinin enantiyomerik asirihga etkisi

Ester/alkol mol orani ve karistirma hizinin enantiyomerik asirilifa etkisi i¢in c¢izilen
sekil 4.16 ve sekil 4.17, ester/alkol mol orani ile sicakligin enantiyomerik asiriliga etkisi
icin cizilen grafikle (Sekil 4.12, sekil 4.13) benzerlik gostermektedir. Diislik karistirma
hizinda ester miktarinin artmasi enantiyomerik asiriligi etkilememektedir. Yani 100 rpm
karistirma hizindan daha diisiik karistirma hizinda calisildiginda ester miktarinin artmasi
enantiyomerik asiriligi degistirmemektedir. Bu nedenle 100 rpm karistirma hzinin
altinda kiitle aktarim kisitlamasmin etkin oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte,
karistirma hiz1 yaklagik 150 rpm iken ester miktar1 arttirildiginda enantiyomerik asirilik
azalmis, karistirma hizinin 150 rpm’in iizerine ¢ikmasi ile de enantiyomerik asirilik
diismeye baslamistir. Bu duruma diisiik karistirma hizinda kiitle aktarim kisitlamalari

neden oldugu diigiiniilmektedir (Yadav and Devi 2004).
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Sekil 4.16 Ester/alkol mol oram ile karistirma hizinin enantiyomerik asiriliga ikili etkisi
(T=40°C, 3ml izooktan, 69 ul alkol, 100 mg Novozym 435, 100 mg
molekiiler elek)
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Sekil 4.17 Ester/alkol mol orami ile karistirma hizinin enantiyomerik asirihiga ikili
etkisinin 3 boyutlu gosterimi (T=40°C, 3ml izooktan, 69 pl alkol, 100 mg
Novozym 435, 100 mg molekiiler elek)

4.4.8 Sicaklik ile enzim miktarinin enantiyomerik asirihga etkisi

Sicaklik ile enzim miktarinin enantiyomerik asiriliga etkisi i¢in 150 rpm karistirma
hizinda, 3ml izooktan, 69 pl alkol, 260ul vinil laurat, 100 mg molekiiler elek
kosullarinda sekil 4.18 ve sekil 4.19’a bakildiginda sicaklik ile enzim miktarinin
enantiyomerik asiriliga dairesel sekiller ile icli etkilesim gosterdigi goriilmektedir.
Enzim miktar1 sabit tutuldugunda yine 45-50°C’a kadar enantiyomerik asirilik artmakta,
sicakligin yiikseldigi daha sonraki noktalarda ise enantiyomerik asirilik diismektedir.
Sicakligin yiiksek oldugu bolgelerde enantiyomerik agirilik i¢in enzim miktarindan daha
¢ok etkilenmektedir. Bu da enzimin sicaklikla katalitik aktivitesinin diismesinden
kaynaklanmaktadir. Yine aymi etki ile diisiik sicaklik bolgelerinde enzim miktarinin

yiiksek oldugu hallerde bile enantiyomerik asirilik daha diistiktiir.
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Sekil 4.18 Sicaklik ile enzim miktarinin enantiyomerik asirihiga ikili etkisi (N=150rpm,
3ml izooktan, 69 pl alkol, 260ul vinil laurat, 100 mg molekiiler elek)
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Sekil 4.19 Sicaklik ile enzim miktarinin enantiyomerik asiriliga ikili etkisinin 3 boyutlu
gosterimi (N=150rpm, 3ml izooktan, 69 ul alkol, 260ul vinil laurat, 100 mg
molekiiler elek)
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4.4.9 Sicaklik ile karistirma hizinin enantiyomerik asirihga etkisi

Sicaklik ve karistirma hizinin enantiyomerik asiriliga etkisinin belirlenmesi i¢in 3ml
izooktan, 69 ul alkol, 260ul vinil laurat, 100 mg Novozym 435 ve 100 mg molekiiler
elek ortaminda c¢izilen sekil 4.20 ve sekil 4.21°e bakildiginda 150 rpm’den diisiik
kanistirma hizinda 45°C’a kadar sicaklik arttikca enantiyomerik asirilik artmakta,
45°C’dan daha yiiksek sicakliklarda ise karistirma hizi azaldik¢a enantiyomerik asirilik
azalmaktadir. 150 rpm’den yiiksek karistirma hzilarinda enzim aktif konumunun zarar
goremesi, 150 rpm’den diisiik karistirma hizlarinda ise dig kiitle aktarim

kisitlamalarindan ve yiiksek sicakliklarda enzim deaktivasyonundan ileri geldigi

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.20 Sicaklik ile karistirma hizinin enantiyomerik asiriliga ikili etkisi (3ml
izooktan, 69 ul alkol, 260ul vinil laurat, 100 mg Novozym 435, 100 mg
molekiiler elek)
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Sekil 4.21 Sicaklik ile karistirma hizinin enantiyomerik asiriliga ikili etkisinin 3 boyutlu
gosterimi (3ml izooktan, 69 ul alkol, 260ul vinil laurat, 100 mg Novozym
435, 100 mg molekiiler elek)

4.4.10 Enzim miktari ile karistirma hizinin enantiyomerik asirihga etkisi

Diisiik ve yiiksek enzim miktarinda c¢alisirken, karistirma hizi arttikga enantiyomerik
asirilik  artmakta, buna karsin, yaklasik 170 rpm karistirma hizindan sonra
enantiyomerik asirilik azalmaktadir. Ayrica, enzim miktarinin artmasi ile enantiyomerik
asirilikta diisme gozlenmistir. Bu durum hem karistirma hizi ile enzimin aktif
konumunun zedelenmesinden hem de karistirma hizina bagli enzimin ylizeye ¢ikmasina
baglt olabilir. 170 rpm’e kadar karistirma hizi, tepkimenin bilesenlerinin birbiriyle

temasini sagladigi icin enantiyomerik asirilik artmaktadir.
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Sekil 4.22 Enzim miktar1 ile karistirma hizinin enantiyomerik asirihiga ikili etkisi
(T=40°C, 3ml izooktan, 69 pl alkol, 260ul vinil laurat, 100 mg molekiiler
elek)
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Sekil 4.23 Enzim miktar1 ile karistirma hizinin enantiyomerik asiriliga ikili etkisi

(T=40°C, 3ml izooktan, 69 pl alkol, 260ul vinil laurat, 100 mg molekiiler
elek)
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4.11 Bagimsiz degiskenler ile bagimh degisken arasindaki baginti

Cevap degiskeni enantiyomerik asirilik olmak tizere, RSM ile yapilan ¢aligmalar
neticesinde bagimsiz degiskenler (x;, X2, X3, X4, X5) ile bagimli degisken (y) arasinda
esitlik 10°da yer alan ikinci mertebe baginti1 (model) Design Expert 6.0 programi ile elde

edilmistir.

Y=71.41+7.93%;-1.37x2-2.21x3+3.22x,4+0.80x5-8.69x1>+0.065x,2-3.03x32-5.77x4>-4.71
X52-7. 19x1x2+5.91x1x314.55x1x4+2.09%x1X5-1.47X:%31+0.66X,X4-0.78%,X5-1.78x3%x4-1.84
XX 50 B KUK S e v vttt (10)

Esitlik 10’un istatistiki analizine (standart analysis of variance-ANOVA) gore
R?=0.8005, “Prob >F” degeri < 0.0001 dir.

Design Expert 6.0 programina gére Prob>F degerinin<0.05 olmast modelin hassasligini,
parametrenin model iizerine etkisinin 6nemli oldugunu gostermektedir. Cizelge 4.5°de
yer alan modeldeki bagimsiz degiskenler i¢cin Prob>F degerlerine bakildiginda alkol
derisiminin (x;) (hem birinci mertebeden hem de ikinci mertebeden etki ile) modele
yani enantiyomerik asiriliga etkisinin ¢ok fazla oldugu goriilmektedir. Murthy et al.
(2000) Fisher degisken orani olarak tanimlanan “F” degeri yiiksek parametrenin daha
yiiksek etkinlige sahip oldugunu belirtmektedir. Prob>F <0.0001 olan alkol derisimi
(x,) ve alkol derisiminin karesinin (x1°) F degerlerine bakildiginda x1* ‘nin daha yiiksek
F degerine sahip oldugu goriilmekte (Cizelge 4.5), bu parametrenin modele daha baskin
etki yaptig1 anlagilmaktadir. Bu durum transesterlesme ile kinetik rezoliisyonu saglanan
rasemik alkoliin, rasemik alkol miktarina bagli olarak enantiyomerik saflikta {iriin elde
edildigi diisiiniildiiglinde beklenenle uyum saglamistir. Alkol miktarinin birinci ve
ikinci mertebe etkisinden sonra modele en fazla etki gdsteren parametre enzim
miktarmm karesi (x4%) (Prob>F=0.0004, F=15.74), onu takiben Prob>F=0.0008
(F=13.95) ile alkol ile ester/alkol mol oraninin carpimi (x;X;), yani alkol ile agil
vericinin ¢arpimi olmustur. Bu durum bolim 4.4.1°de agiklanan ve sekil 4.4°de

gosterilen eyer seklindeki grafik ile belirlenen igsel etkilesim ile de uyusmaktadir.
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Ayrica, ¢gizelge 4.5’e bakildiginda modele en az etkili olan parametrenin ester derisimi
oldugu (x,°) ve alkol ile ester/alkol carpimui (x;x,) hari¢ ester derisimi iceren (x»)
terimlerin F degerlerinin kiigiik oldugu goriilmektedir. Ester derisimi ve ester derisimi
iceren terimlerin modele etkisinin az oldugu belirlenmistir. Alkol ile ester/alkol
carpiminin yliksek F degerine sahip olmasi ve modeli baskin olarak etkilemesi ise alkol

derisiminin modele baskin olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.4 Model parametrelerinin F ve Prob>F degerleri

Degisken F Prob>F
X1 23.19 <0.0001
X 0.69 0.4132
X3 1.81 0.1891
X4 4.07 0.0529
Xs 0.23 0.6321
X1~ 35.69 <0.0001
X2" 1.969E-003 0.9649
X3 4.34 0.0461
X4 15.74 0.0004
X5~ 10.49 0.0030

X1X2 13.95 0.0008
X1X3 9.50 0.0045
X1X4 5.59 0.0249
X1X5 1.19 0.2835
X2X3 0.59 0.4495
XoX4 0.12 0.7344
X2Xs 0.17 0.6864
X3X4 0.86 0.3602
X3Xs 0.93 0.3439
X4Xs 0.19 0.6629
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Enantiyomerik asiriligi (y), maksimum yapan X;, Xz, X3, X4 ve Xs bagimsiz degisken
degerlerinin belirlenmesi i¢in esitlik 10 Microsoft Excel programi ile ¢oziilmiis, %99

ee(s) i¢in elde edilen kodlu degerler ile ger¢ek degerler cizelge 4.5°de gdsterilmistir.

Cizelge 4.5 Esitlik 10 ile elde edilen kodlu ve ger¢cek maksimum deney kosullari

Bagimsiz Degisken | Kodlu Degeri | Gergek Degeri
Calkol, mM 2,378 323

Nester/ Nalkol -2,278 0,8

Enzim, mg 2,23 156

Sicaklik, °C 0,71 47

Karistirma hiz1 0,31 166

Cizelge 4.5’de belirtilen, kosullarda deneyler yapilmigs ve 3 saat sonunda %91
enantiyomerik asirilik elde edilmis (Sekil 4.24), enantiyomerik oran ise 53 olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.24 Maksimum deney kosullar1 ile siireye bagli elde edilen enantiyomerik
asirilik degerleri

Sekil 4.24°e bakildiginda tepkime siiresinin artmasi ile enantiyomerik asirilifin arttigi
goriilmektedir. Ancak, 3. saatten sonra enantiyomerik asirilikta diisme gézlenmistir. Bu
durumun 3 saatten sonra tepkimenin doniisiimiin asilmasindan kaynaklandigi

diistinilmiistir.
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4.12 Mikrodalga Etkisi

Transesterlesme ile kinetik rezoliisyona mikrodalga etkisini incelemek amaciyla merkez
nokta sartlarinda izooktan, heptan, hekzan, kloroform, THF ve I-propanol ile 60°C’da
mikrodalga cihazi ile deneyler yapilmistir. Ancak, mikrodalga cihazi ¢oziicii olarak
izooktan kullanildig tiipti belirtilen sicakliga 1sitamadigi i¢in izooktan ile mikrodalgada
calistlamamistir. Bu durumun izooktanin biiyilk ve uzun karbon zincirine sahip
olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Reetz, 2002). Kloroform ile calismada ise,
kloroformun yiiksek yogunluga sahip olmasi nedeniyle, tepkime ortamina konan
biyokatalizor ¢ozeltinin iistiinde kalmistir. Kati parcacigin tiipiin cidarina dagilmasi hem
mikrodalga cihazi kullaniminda 1sitma problemi ile tiipiin ¢atlamasi hem de tepkime
icin gereken katalizoriin yeterince tepkime ortaminda kalmamis olmasi nedeniyle
kloroform ile ¢alismanin uygun olmayacagi degerlendirilmistir. Buna ragmen kloroform
ile %15 enantiyomerik asiriliga ulasilmistir.  Merkez deney kosullarinda hekzan
kullanilarak yapilan calismada 1 saatte %7 enantiyomerik asiriliga ulasilirken,
mikrodalga ile calisildiginda 50 saniyede %8 enantiyomerik asiriliga ulasildigi goz
onlinde tutuldugunda mikrodalganin tepkime {zerine olumlu etkide bulundugu,

mikrodalga etkisi ile tepkimenin daha kisa siirede gergeklestigi degerlendirilmektedir.

Merkez nokta sartlarinda ¢6ziicii olarak heptan, hekzan, kloroform, THF vel-propanol

elde edilen kinetik rezoliisyon sonuglar1 cizelge 4.6’da gdsterilmistir.

Cizelge 4.6 Mikrodalgada merkez nokta kosullar1 i¢in 60°C’da ¢6ziicii etkisi

S/N | Coziicii Siire, dakika | %ee | S/AN | Coziicii Siire, dakika | %ee
1 Heptan 1.5 16 4 Kloroform 5 15

2 Heptan 5 31 5 THF 5 0

3 Hekzan 0.83 8 6 1-propanol 5 0

Mikrodalgada caligmalar1 sonucunda en yiiksek enantiyomerik asiriligin elde edildigi
heptan ile 60°C’da ve RSM sonucunda elde edilen maksimum kosullarda deney
yapilmis, 5 dakikada %87 enantiyomerik asirilik elde edilmistir. Bu da mikrodalganin
tepkime iizerine olumlu etkide bulundugunu, mikrodalga etkisi ile tepkimenin daha kisa

stirede gerceklestigini gostermektedir.
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5. SONUCLAR

Rasemik 1-fenil-1-propanoliin transesterlesme ile kinetik rezoliisyonu icin yapilan

deneyler sonucunda elde edilen toplu sonuglar asagida verilmis ve Ek 5’te sunulmustur.

Kinetik rezoliisyona enzim tiiriiniin etkisi igin Mucor meihei, Pseudomanas cepacia,
Pseudomanas stutzeri, Pseudomanas floresans, Lipozyme RM IM ve Novozym 435 ile,
¢oziicli etkisi icin THF , toluen, hekzan, heptan ve izooktan ile, agil verici etkisi i¢in ise
etil asetat, vinil asetat, izopropenil asetat, vinil biitirat, vinil benzoat ve vinil laurat ile
yapilan caligmalarda en kisa siirede (30 dakika) en iyi enantiyomerik asirilik %71 ile

izooktan ortaminda Novozym 435 biyokatalizorliiglinde, vinil laurat ile elde edilmistir.

Katalizor olarak Novozym 435, agil verici olarak vinil laurat ve ¢6ziicli olarak izooktan
kullanilarak; alkol derisimi, agil verici/alkol mol orani, enzim miktar1, sicaklik ve
karistirma hizi olmak iizere 5 bagimsiz degiskenin cevap degiskeni (enantiyomerik

asirilik) ile iligkisi (model) cevap yiizey yontemi kullanilarak belirlenmistir (Esitlik 10).

Elde edilen esitligi maksimum yapan kosullar 325 mM alkol, 0.8 acil verici/alkol mol

orani, 156 mg enzim, 47°C sicaklik ve 166 rpm karistirma hizi olarak elde edilmistir.

Maksimum kosullar ile 3 saat sonunda %91 enantiyomerik asiriliga ulagilmistir.

Rasemik 1-fenil-1-propanoliin transesterlesme ile kinetik rezoliisyonuna mikrodalga
etkisi i¢in ¢Oziicii olarak izooktan, heptan, hekzan, kloroform, THF vel-propanol ile
deneyler yapilmis, izooktan ile mikrodalgada calisilamamistir. Mikrodalga ile en iyi
enantiyomerik asirilik heptan kullanimi ile elde edilmistir. 5 dakikada %31
enantiyomerik asirilik elde edilmis ve maksimum kosul degerleri kullanilarak ¢oziicii
olarak heptan varliginda mikrodalgada 60°C’da 5 dakikada %87 anantiyomerik asiriliga

ulasilmstir.
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EK 1 1-Fenil-1-Propanoliin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Kimyasal Formulii  : CoH;,0

Diger Ad1 : Etilbenzilalkol
CAS No : 93-54-9

Kaynama Noktas1  : 219°C

Molekiil Agirligi : 136.1932g/mol
Yogunlugu :0.994 (d 20°C/4°C)
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EK 2

Kullanilan Acil Vericiler ve Ozellikleri

Acil verici Kimyasal CAS No Yogunlugu, | Kaynama Molekiil
formiilii d 20°C/4°C | Noktast, °C agirligl,g/mol

vinil laurat Ci4H60, | 2146-71-6 226.3582

etilasetat C4Hz0, 141-78-6 | 0.8945 77.1 88.11

izopropenil asetat| CsHgO, 108-22-5 | 0.909 94 100.117

vinil asetat C4HsO2 108-05-4 | 0.934 72.3 86.0902

vinil benzoat CoHz0, 769-78-8 | 1.07 95 148.161

vinil biitirat CeH1002 | 123-20-6 | 0.899 114.1438
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EK 3

Kullanmilan Coziiciiler ve Ozellikleri

Coziicii Kimyasal CAS No Yogunlugu, | Kaynama Molekiil
formiilii d 20°C/4°C | noktasi, °C agirligi,g/mol

hekzan CeHi4 110-54-3 | 0.6548 69 86.1766
heptan C7Hi6 142-82-5 | 0.684 98.4 100.2034
toluen C7Hs 108-88-3 | 0.867 110.6 92.1402

THF C4HgO 109-99-9 | 0.886 66 72.1066
kloroform | CHCIs 67-66-3 1.49845 61.7 119.3779
1-propanol | C;H3O 71-23-8 0.803 97 60.10
izooktan CgHisg 540-84-1 0,96 98 114.230
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EK 4 Ornek Kromotogram

Kinetik rezoliisyondan 6nceki ortam analizi
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EK 5 Toplu Sonuglar

Cizelge 1. Enzim Tiirii Etkisi (T=400C, N= 150 rpm, 0.5 mmol alkol, 0.1 g enzim, 1
mmol vinil laurat, 0.1 g molekiiler elek, ¢oziicili izooktan)

Enzim Tiiri Aktivite,U | % ee | % Doniisiim, X E Siire,dk
Mucor meihei 27 2 8 2 30
Pseudomanas 28 25 27 7 30
cepacia
Pseudqmanas ” 18 4 0 30
stutzeri
Pseudomanas 24 9 6 0 30
floresans
Lipozyme RM

2 1
M 0 3 0 30
Novozym 435 23 59 60 6 30

Cizelge 2. Coziicti Tiirii Etkisi (T=400C, N= 150 rpm, 0.5 mmol alkol, 0.1 g Novozym
435, 1 m mol vinil laurat, 0.1 g molekiiler elek)

Coziicii Turi % ee % Doniisiim, X E Siire,saat
THF 15 12 0 4
Toluen 70 60 6 4
Hekzan 68 40 17 3.5
Heptan 63 44 16 1
[zooktan 71 70 6 30

Cizelge 3. Acil Verici Tiirii Etkisi (T=400C, N= 150 rpm, 0.5 mmol alkol, 0.1 g
Novozym 435, 1 m mol agil verici, 0.1 g molekiiler elek, ¢oziicli izooktan)

Coziicii Tiirt % ee % Doniisiim, X E Siire,dk

izopropenil

asetat 0 83 1 30
etil asetat 3 72 1 30
vinil benzoat 2 0 0 30
vinil asetat 19 68 2 30
vinil biitirat 26 46 3 30
vinil laurat 71 70 6 30
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Cizelge 4. RSM Deneyleri Sonuglari

Dir(l)ey % ee %D0oniisiim, x E Siire,dk
1 31 46 3 20
2 55 36 103 10
3 42 46 4 30
4 32 57 2 30
5 41 61 2 20
6 59 76 2 30
7 63 69 3 30
8 31 36 5 30
9 36 58 2 15
10 74 54 9 30
11 75 61 6 25
12 58 41 17 30
13 31 51 2 10
14 89 57 15 30
15 33 41 4 10
16 53 73 2 20
17 57 64 3 30
18 58 41 20 30
19 51 72 2 30
20 52 56 3 30
21 24 53 2 10
22 68 46 18 30
23 27 53 2 10
24 72 51 5 30
25 52 71 2 25
26 70 48 14 25
27 60 70 3 25
28 54 55 4 25
29 33 52 3 10
30 79 50 19 25
31 26 33 4 10
32 74 56 8 25
33 77 91 1 30
34 34 37 5 30
35 62 40 55 20
36 72 60 6 45
37 14 33 0 15
38 43 60 3 15
39 38 54 3 20
40 30 56 2 20
41 38 56 3 35
42 42 43 5 15
43 79 57 9 30
44 71 59 6 30
45 77 67 5 30
46 65 57 5 30
47 68 61 5 30
48 39 56 7 30
49 70 70 4 30
50 65 53 7 30
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