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Yesil Coziicii Ortaminda Enzimatik Kinetik Rezoliisyon Y oéntemi ile
Enantiyomerik Saflikta 1-Feniletanol Uretimi

The Production of Enantiomerically Pure 1-Phenylethanol in Green
Solvent Media via Enzymatic Kinetic Resolution Method

Onemli noktalar (Highlights)
% Yesil Coziicii Ortaminda Kinetik Rezoliisyon | Kinetic Resolution in Green Solvent Media
»  Yesil Coziicti Olarak Dimetil Karbonat | Dimethyl Carbonate as a Green Solvent

»  Enantiyomerik Saflikta 1-Feniletanol / Enantiomerically Pure 1-Phenylethanol

% Novozyme 435 Katalizérliigiinde Reaksiyon | Reaction Catalyzed by Novozyme _435‘

Grafik Ozet (Graphical Abstract)

Bu ¢alismada rasemik 1-feniletanoliin yesil ¢oziicii ortaminda, Novozyme 435 lipazi varliginda kinetik rezoliisyonu
gergeklestirilmistir. Yesil ¢oziicii olarak propilen karbonat (PK), dimetil karbonat (DMK) ve 2-metiltetrahidrofuran
(MeTHF) kullamilmig, en uygun sonuglar DMK ortaminda saglanmistir. | In this work, the kinetic resolution of
racemic 1-phenylethanol was performed in green solvent media by using Novozyme 435 lipase. Propylene carbonate
(PC), dimethyl carbonate (DMC) and 2-methyltetrahydrofuran (MeTHF) were used as green solvents and best results
were obtained with DMC.
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Sekil. Yesil ¢oziicli ortaminda enantiyomerik saflikta 1-feniletanol iiretimi /Figure. Production of enantiomerically
pure 1-phenylethanol in green solvent media

Amag (Aim)

Bu c¢alismada, rasemik I-feniletanoliin enzimatik kinetik rezoliisyonunun farkli yesil ¢oziicii ortamlarinda

gercgeklestirilmesi ve bu reaksiyonda geleneksel ¢oziiciilerin yerini alabilecek bir yesil ¢oziicii tespit edilmesi

amaglanmustir. / In this work, it was aimed to perform the enzymatic kinetic resolution of racemic 1-phenylethanol in

different green solvents and to determine a green solvent in order to replace with the traditional solvents.

Tasarim ve Yontem (Design & Methodology)

Reaksiyon cam biyoreaktorde, orbital ¢alkalyicida gergeklestivilmis olup numuneler HPLC ile analizlenmigstir. /
Reactions were performed in a glass bioreactor, inside an orbital shaker. Samples were analyzed with HPLC.

Ozgiinliik (Originality)

Bu ¢alismada, “en yesil ¢oziiciilerden biri” olarak nitelendirilen DMK rasemik 1-feniletanoliin enzimatik kinetik
rezoliisyonunda ilk kez ¢éziicii ortami olarak kullamilmigtir. / In this work, DMC, which is defined as “among the
greenest solvents” was used as a solvent media for the first time in the enzymatic kinetic resolution of racemic
1-phenylethanol.

Bulgular (Findings)

Kullanilan yesil ¢oziiciiler arasindan en iyi sonu¢lar DMK ile saglanmigtir. / Among the green solvents, best results
were obtained with DMC.

Sonug (Conclusion)

DMK 'min yesil ¢oziicii zelliklerinin yami swra yiiksek enantiyomerik asiritik ve doniisiim saglamasi neticesinde
geleneksel ¢oziiciilerin yerine gegebilecegi anlasilmistir. / It was understood that DMC can be replaced with the
traditional solvents considering high enantiomeric excess and conversion values obtained besides its green solvent
properties.

Etik Standartlarin Beyani(Declaration of Ethical Standards)

Bu makalenin yazar(lar)i calismalarinda kullandiklart materyal ve yontemlerin etik kurul izni ve/veya yasal-6zel bir
izin gerektirmedigini beyan ederler. / The author(s) of this article declare that the materials and methods used in this
study do not require ethical committee permission and/or legal-special permission.
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Coziiciiler kimyasal proseslerdeki en kritik bilesenlerdendir. Bu yiizden ¢oziiciiniin yapist,

onemli Ozelliklerinin yani sira giivenilir ve ¢evre dostu olmasit da gerekmektedir. Bu ne
¢oziiciilerin yerini alabilecek yesil ¢6ziicii arayislart hiz kazanmustir.

Bu caligmada degerli kimyasallarin iiretiminde dnemli kiral yap1 bloklarindan olan 1-fepd
enantiyomerik saflikta elde edilmesi amaglanmis ve bu dogrultuda propilen karbonat (
2-metiltetrahidrofuran (MeTHF) kullanilmistir.

En iyi sonuglar DMK kullanildiginda saglanmis olup 240 mM substrat ve ] inde, 40°C ve 250 rpm’de

(0 doniistime ulasilmigtir.

avantajli 6zelliklerinin yani sira yiiksek ees ve doniisiim de saglamas
Anahtar Kelimeler: Yesil ¢oziicii, dimetil karbonat, 1-fw

erin yerine gecebilecegini gostermistir.
gyon, Novozyme 435.

The Production omerically Pure
Solvent Media via

esolution Method

ABSTRACT

DMC) and 2-methyltetrahydrofuran (MeTHF) were used.
hg DMC. 100% enantiomeric excess for the substrate (ees) and 50% conversion were reached with

as low eco- Yy, high biodegrability and low cost, together with its high ees and conversion values.

Keywords: @reen solvent, dimethyl carbonate, 1-phenylethanol, kinetic resolution, Novozyme 435.

1. GiRiS (INTRODUCTION) aktiviteyle giicli  1iligkisine yonelik farkindalik

Gegctigimiz yillarda, ilag endiistrisinde kiralitenin o!ust.urml}s Ve "b?ylehk.le enan'nyo.merll? sa'1.ﬂ1kjca
o o : e bilesiklerin daha diigiik maliyetle gelistirilmesine yonelik

etkilerinin bilinmemesinden otiirt yasanan

biiylik bir ihtiyag yaratmustir [1-4]. Bu zamana kadar

olumsuzluklar giiniimiizde kiralitenin 6nemi ve biyolojik

*Sorumlu Yazar (Corresponding Author)
e-posta : mehmet@eng.ankara.edu.tr

anestezik, antibiyotik, anti-kanser, kardiyovaskiiler vb.
cok cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan 2500’den
fazla kiral ilag gelistirilmis olup giiniimiizde ticari olarak
kullanilmaktadir [5].
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Enantiyomerik saflikta bilesiklerin kullanilmasi sadece
ila¢ endiistrisinde degil ayn1 zamanda kozmetik, tarim,
gida, tekstil ve kimya sektorlerinde de biiyiik Gnem
tasimakta ve bu nedenle de hem ticari hem de akademik
alanda arastirmacilarin ilgisini ¢cekmektedir [1, 6, 7].

Sekonder alkoller, lipaz katalizorii  varliginda
gerceklestirilen  reaksiyonlarda en sik  kullanilan
substratlardir  [8].  I-feniletanol; kiral tiirevleri

farmasotik, zirai, aromatik endiistrilerinde ve degerli
kimyasallarin iiretiminde kullanilan ve bu nedenle ilgi
¢eken bir sekonder alkoldiir [6, 9, 10]. R-1-feniletanol
kolesteroliin  emilimini inhibe ederek kolesterol
seviyesini diisiiriir, kozmetik endiistrisinde koku bileseni,
farmasotik endiistrisinde optalmik Koruyucu, kimya
endiistrisinde boyar madde olarak kullanilir [9].
1-feniletanoliin ester tiirevleri temizlik ve kozmetik
endiistrilerinde koku bileseni olarak kullanilir [10].

Kiral alkollerin enantiyomerik saflikta elde edilmesi
amaciyla kullanilan en yaygin yontem kinetik
rezoliisyondur. Bu yontem, rasemik karigimim her iki
enantiyomerinin kiral bir girdiyle farkli hizlarda
reaksiyona girmesi sonucu enantiyomerlerin ayrilmasi
yoluyla gerceklestirilir, yliksek substrat derisiminde ve
tliml isletim kosullarinda c¢alismaya olanak tanimasi
agisindan asimetrik sentezden daha ekonomiktir [1, 8,
11-13]. Yalnizca bir enantiyomer reaksiyona girdigindga
teorik olarak en fazla %50 doniisiim saglanir.

Lipazlar serin hidrolaz ailesine mensup enzimler olyp
hayvanlarda, bitkilerde, mantarlarda, baktg
bulunur ve organik sentezlerde katalizor olar.
sekilde kullamlirlar [3, 8, 14-16]. Novoz
Candida Antarctica Lipase B’nin gkrilik
recineye tutuklanmasi yoluyla elde

bir lipazdir [17, 18].
Coziiciiler, kimyasal proses

saglayacak, molekiiller reaktantlar
arasindaki  etkilesi i cek  ortami
olusturmak agisind. olup bir proseste
kullanilan ki lasik %80’ini

olusturmaktadir

trmeyen nitelikte de olmasi
ksel organik ¢oziiciiler reaksiyona

olumsuz sonuglar olusturmaktadir [23]. Bu nedenle, son
yillarda “yesil kimya” kapsaminda alternatif ¢oziicii
arayislari 6nem ve hiz kazanmistir.

Yesil kimyanin on iki prensibinden esinlenerek, yesil
¢oziiciilerin sahip olmast beklenen 12 kriter su sekilde
stralanmugtir : erisilebilirlik, fiyat, geri kazanim, saflik
diizeyi, sentez sirasindaki enerji sarfiyatinin diisiik
olmasi, diisilk toksiklik, biyo-bozunabilirlik, yiiksek
performans, dayaniklilik, yanict olmama, kolay
depolanma, yenilenebilir kaynaklardan elde edilme.

Bu  kriterlerin  tamamint  saglayan bir ¢oziicii
bulunmamaktadir. Ote yandan son on yilda, bu
ozelliklerin biiyiik cogunlugunu saglayan bazi ¢oziiciiler
gelistirilmistir [19].

Son yillarda, yesil ¢oziicillere yonelik yapilan
caligmalarda iyonik sivilar, derin otektik c¢oziiciiler,
organik karbonatlar ve biyokiitleden elde edilen
¢oziiciilerin kullanimi incelenmektedir [20, 22-32].

Kiral 1-feniletanol tiirevlerinin pek ¢ok alandaki 6nemi

dikkate alinarak, rasemik 1-feniletanoliin lipaz
katalizorliiginde  kinetik  rezoliisyonyfna  ydnelik
literatiirde cesitli calismalar yer almak up ayrica

reaksiyonun “yesil
gerceklestirilmesine  yonelik
yapilmustir [6, 7, 22, 25,0,
yesil ¢Oziicii olarak cog

¢cozicu

edilmistir. Fakat iyo nteZlerinin  ¢ok
basamakli olmasi, tEKN i, yiksek

fiden Otlrli canlt
sagligini gibi bazi olumsuz

asemik 1-feniletanoliin

ve biyokiitleden iiretilen
ghidrofuran (MeTHF) (CO; ile genlesmis)

ik coziiciilerin ilgi gekici bir simifi olup ortalama
g/Kosullarinda stabil olmalari, diigiik fiyatlara yiiksek
miktarlarda tedarik edilebilmeleri, diisiik eko-toksiklik
sergilemeleri ve tamamen biyo-bozunabilir olmalari,
yiiksek se¢imlilik ve hiz saglamalart nedenleriyle
biyokimyasal reaksiyonlar i¢in uygun ¢oziiciilerdir.
Organik  karbonatlarin  diisiik  fiyatlara  yiiksek
miktarlarda tedarik edilebilmeleri onlarin (diger yesil
¢oziiciilerin biiyiik kismindan farkli olarak) ticari 6lgekli
sentezlerde de kullanilmasina imkan tanimaktadir.
Organik karbonatlar igerisinden ozellikle PK, dimetil
karbonat (DMK), dietilkarbonat, etilen karbonat, biitilen
karbonat ve gliserol karbonat reaksiyonlarda ¢oziici
olarak kullanilabilecek organik karbonatlar olarak
onerilmektedir [20].

Rasemik 1-feniletanoliin lipaz katalizorliigiinde “organik
karbonat ¢oziicii ortaminda” kinetik rezoliisyonuna
yonelik literatiirde yalnizca PK ¢oziicii ortaminda
calisma yapilmis olup ayni ¢alisma grubu tarafindan
yayimlanan iki makale neticesinde  substratin
enantiyomerik agirihigmin (ees), iriiniin enantiyomerik
asiriliginin (eep), doniisiim ve enantiyomerik oranin (E)
sirastyla %93, %99, %48 ve >684 olarak saglandigi
belirtilmistir [25, 26].

Organik karbonatlar sinifina mensup DMK, yesil ¢oziicii
olarak dikkat g¢ekici bir ¢oziicii olup giivenlik, saglik,
cevresel kriterler géz Oniine alinarak diizenlenen ¢oziicti
secim kilavuzuna gore en yesil ve bu nedenle en fazla
onerilen ¢oziiciiler siifinda yer almaktadir [27]. Ote
yandan, rasemik 1-feniletanoliin DMK ¢oziicii ortaminda



OH O Novozyme 435 9
Lipaz1 -

CHj3 —)@/\

©/LCH3 + HCT 0

(R,S)-1-Feniletanol Vinil Asetat

Sekil 1.

kinetik rezoliisyonuna yonelik literatiirde herhangi bir
calismaya rastlanmamustir.

MeTHF; tamamen yenilenebilir biyokiitleden fiiretilen
(musir kogani, seker kamisi kiispesi ve yulaf kavuzu)
biyo-bozunabilir bir ¢oziicli olup artan bir sekilde THF
yerine kullanilmaya baglanmigtir ve biyokatalitik
reaksiyonlar i¢in umut vaat edici bir ortam olarak
Onerilmektedir. MeTHF  biyo-kiitleden firetilmesi,
toksikoloji ¢alismalarina gore farmasdtik ve kimyasal
alanlarda kullanima elverigli olmasi ve proses sonrasi
giin 1518inda ve hava varliginda degrede olmasi
(oksidasyon ve halka acilmasi ile) gibi nedenlerle
kullanimi artan bir yesil ¢dziicii haline gelmistir [19, 22,
24, 31, 35]. Rasemik 1-feniletanolin lipaz
katalizorliigiinde “MeTHF ¢oziicii ortaminda” kinetik
rezoliisyonuna yonelik literatiirde yalnizca bir ¢alisn@®
yapilmis olup ¢alismada doniisim %23, eep >%9&\/
E>200 olarak saglanmustir [22].

Bu g¢alismada, ilaglarin ve degerli
iiretilmesi i¢in onemli kiral yap1 bloklarind;

edilmesi amaglanmis ve bu dogrultud
diisiik eko-toksiklik, yuksek secimlilik,
gibi  ozellikleri goz
¢oziiciilerin yerine gegcebil
DMK ve MeTHF ¢oziicii
calisma ile “en yegl
nitelendirilen DM
enzimatik kineti

AL VE METOD (MATERIAL AND
METHOD)

2.1. Materyal (Material)

(R,S)-1-feniletanol (%98), (R)- ve (S)-1-feniletanol
(%97), 1-feniletil asetat (>%98), PK (%99.7), DMK
(>%99), MeTHF (>%99.5) ve vinil asetat (>%99),
hekzan (>%97), 2-propanol (>%99,9) Sigma, Aldrich,
Merck ve Fluka firmalarindan tedarik edilmistir.
Novozyme 435 (>5,000 propil laurat tinitesi (PLU)/Q)
lipaz1 Novozymes firmasi tarafindan hediye edilmistir.

©ji

(R)-1-Feniletil asetat (S)-1-Feniletanol

Rasemik 1-feniletanoliin enzimatik kinetik rezoliisyonu (Enzymatic kinetic resolution of racemic 1-phenylethanol)

2.2.  Yontem (Method)

2.2.1. Rasemik 1-feniletanoliin
ortaminda Kinetik re
resolution of racemg 1-ptieR
solvent media) @

Rasemik 1-feniletanoliin g

coziicii

240- 100(‘%

ortamlnda cozlildWkten SQnra ortama 1sten11en molar acil

dan sonra lipaz siiziiliip yesil ¢oziicii ise
arlastirici  ile uzaklagtirilmis, numuneler
¢oziilerek  Yiiksek Performanshi  Sivi
romgtografisi (HPLC) ile analizlenmistir. Coziicii
@1 olarak PK kullanilmasi durumunda yesil ¢6ziicii
doner buharlagtirici ile uzaklagtirilmamisg, 2-propanol ile
yart yartya seyreltilerek HPLC’de analizlenmistir.
Deneyler iki tekrarli olarak gergeklestirilmis olup verilen
sonuglar aritmetik ortalama alinarak hesaplanmistir.

2.2.2. HPLC analizi (HPLC analysis)

Reaksiyon sonunda numuneler HPLC (Thermo Finnigan
Spectra System) ile Chiralcel OD kolonda (4,6 x 250
mm) (Daicel Chemical), tastyic1 faz olarak hekzan/2-
propanol (97:3) kullanilarak (1,1 mL/dk akis hizinda),
UV dedektorde (254 nm dalga boyunda) analizlenmis
olup HPLC’deki pik alanlart kullanilarak, Esitlik 1-3’te
belirtilen sekilde ees, ee, ve donilisim hesaplanmistir
[6, 33].

%ee, = [(S—R) + (R+S)] x 100 1)
%ee, = [(R—S) + (R +$)] x 100 2)
Dontisim = [(ees) = (ees+eep)] x 100 3)

3. SONUCLAR VE DEGERLENDIRME
(RESULTS AND DISCUSSION)

3.1.  Yesil Coziicii Secimi (The Selection of the Green
Solvent)
Rasemik 1-feniletanolin Novozyme 435 lipazi

katalizorliigiinde, yesil ¢Oziicii ortaminda kinetik
rezoliisyonuna yonelik reaksiyon Sekil 1°de yer almakta



olup incelenen tiim sartlarda rasemik I-feniletanoliin
yalnizca R-enantiyomeri se¢imlilik gdstermis, reaksiyon
sonucu  R-1-feniletanolden R-1-feniletilasetat elde
edilmis ve S-1-feniletanol degismeden kalmistir.

dontisim %5,7, eep >%99 olarak saglanmistir [22]. Bu
caligmada ise, 240 mM substrat derisiminde, 4 saat
reaksiyon sonucunda %82,3 ees, %100 ee, ve %45,1
doniisiim saglanmistir.

Yesil ¢oziicii ortaminda gergeklesecek reaksiyon igin
baslangic reaksiyon kosullari 6n-caligmalar sonucunda

tespit edilmistir.
100 50 |
. 80 1 5 40 +
o 60 + I"PK 2 30 I PK
Q | | =
> 40 ¢ MeTHF| | 8 ) | " MeTHF
8 DMK =] E DMK
20 7 °\° 10
0 | 0 |
Yesil Coziicii Tipi Yesil Coziicii Tipi
Sekil 2. Yesil ¢oziicii tipinin ees ve doniisiime etkisi (Substrat derisimi = 240 mM, molar agil verici : substrat orant =

3 : 1, lipaz derisimi = 11 mg/mL, sicaklik = 40°C, karigtirma hiz1 = 250 rpm, reaksiyon siiresi = 4 saat)
(The effect of green solvent type on eesand conversion (Substrate concentration = 240 mM, molar ratio of acyl
donor : substrate = 3 : 1, lipase concentration = 11 mg/mL, temperature = 40°C, stirring rate = 250 rpm, reaction

time = 4 hours))

tiim ¢aligmalarda ee, degeri %100 olarak hesa
Sekil 2’de goriildiigli gibi en yiiksekges ve

kullanilmigtir. Bu ¢alisma,
¢Oziicii olarak kullanildig

lipaz katalizorii v
dici oldugu ve ayr bir

kargilagtirildigga
calisma ¢Oziici  ortamlarinda
gergeklgstirt kosullarinin  optimize

Imistir. Ornegin, Wu vd. (2009)
trilen ¢alismada, ¢6ziicii olarak PK

kullan substrat derisiminde (substrat
moliiniin oraninda kullanilan katki maddesi
trietilamin iJ&vesi ile), 24 saat sonunda ees, eep, doniisim

ve E swrastyla %93, %99, %48 ve >684 olarak
saglanmistir. Katki maddesi ilave edilmediginde ise ees
%47, E 321 olarak bulunmustur [26]. Bu ¢alismada ise
240 mM substrat derisiminde, 4 saat reaksiyon sonunda
ees %60,7, ee, %100 ve doniisim %37,7 olarak
saglanmistir. Ayrica, Hoang vd. (2017) tarafindan
gergeklestirilen ¢aligmada, 40 mM substrat derisiminde,
1 saat reaksiyon sonunda, ¢oziicii olarak “CO; ile
genlesmis MeTHF” kullanildiginda doéniisiim %23, eep
>%99 ve E>200 olarak, yalnizca MeTHF kullanildiginda

b4

Reaksiyona Etki Eden Parametrelerin
Incelenmesi (Investigation of the Parameters
Effecting the Reaction)

Molar agil verici : substrat oranmin etkisi (The
effect of the molar ratio of acyl donor to substrate)

3.2.1

Reaksiyon i¢in uygun yesil ¢oziicii secimi yapildiktan
sonra, Oncelikle acil verici etkisi incelenmistir. Agil
vericinin yapisi ve zincir uzunlugunun lipazin aktivitesi
ve se¢imliligi ilizerinde etkin bir rolii olmas1 nedeniyle
kullanilacak agil verici olduk¢a onemlidir [36]. Bu
calismada, acil verici olarak vinil asetat kullanilmistir.
Ciinkii vinil asetat kullanilmasi durumunda reaksiyon
esnasinda olusan kararsiz yan iiriin, vinil alkol, keto-enol
totomerizasyonu ile hizla asetaldehite doniistiigiinden
reaksiyon tersinmez hale gelir [8, 14, 37]. Calismada
molar agil verici : substrat oraninin ees ve doniisiime
etkisi incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 3’te
verilmistir.

Sekil 3’te de goriildiigii gibi artan agil verici : substrat
oranina bagh olarak ees; ve doniisiimde belirgin bir
degisim gozlenmemis, agil verici inhibisyonu meydana
gelmemistir. Sonraki ¢alismalarda literatiirle de uyumlu
sekilde 3:1 molar agil verici : substrat oran1 kullanilarak
devam edilmistir [10].



% ees

% Doniisim

Molar Agil Verici : Substrat Oram

Sekil 3. Molar agil verici substrat oranmin ees Ve
doniistime etkisi (Substrat derisimi = 240 mM, lipaz
derisimi = 11 mg/mL, sicaklik = 40°C, karistirma
hizt = 250 rpm, reaksiyon siiresi = 4 saat) (The
effect of molar ratio of acyl donor to substrate on
ees and conversion (Substrate concentration = 240
mM, lipase concentration = 11 mg/mL, temperature
= 40°C, stirring rate = 250 rpm, reaction time =
4 hours))

3.2.2. Kanistirma hizimin etkisi (The effect of stirring
rate)

En uygun karistirma hizinin belirlenmesi i¢in, 75-300
rpm araliinda bes farkli karistirma hizinda c;ahsllmlgﬂ
Elde edilen sonuglar Sekil 4’te yer almakta o

sonuglara gore 150 rpm iizerinde g¢alisilmasinin uyg
oldugu gozlenmis, 200 rpm {izerinde ise ees ve dgaligi
degerlerinde  belirgin  bir

kullanilacak karigtirma hizi, uygun galism
igerisinden 250 rpm olarak belirlenmi

100
0
80
70 t
60 |
50 +
40
30
20
10

H%ees

B % Doniigiim

A,
s
5

% ees ve % Doniisiim

75 150 200 250 300

Karistirma Hizi (rpm)

Ka&lrma hizinin ees ve doniisiime etkisi (Substrat
derisimi = 240 mM, molar agil verici substrat orant
= 3 : 1, lipaz derisimi = 11 mg/mL, sicaklik =
40°C, reaksiyon siiresi = 4 saat) (The effect of
stirring rate on ees and conversion (Substrate
concentration = 240 mM, molar ratio of acyl donor
: substrate = 3: 1, lipase concentration = 11 mg/mL,
temperature = 40°C, reaction time = 4 hours))

Sekil 4.

3.2.3. Lipaz derisiminin etkisi (The effect of lipase

concentration)

Lipaz katalizorliigiinde gergeklestirilen reaksiyonlarda
incelenmesi gereken en 6nemli parametrelerden biri de
lipazin derisimidir. Lipaz derisiminin arttirilmasi sonucu
artan enzim aktif bolgeleri sayesinde reaktantlarla
etkilesim, boylelikle de reaksiyon hizi artar [10]. Ote
yandan, lipaz derisiminin arttirilmasi reaksiyonun
maliyetini de yiikselteceginden reaksiyonun hem hizi
hem de maliyeti gbz Oniine alinarak optimum derisimin
belirlenmesi dnemlidir.

Lipaz derisiminin reaksiyona etkisini
amaciyla 3-20 mg/mL araliginda bes
derisiminde, 3 saat boyuncg ge i
sonunda elde edilen sonugg 1

o % ees

B 9% Dontisim

% ees ve % Doniisiim

3 7 1 15 20
Lipaz Derisimi (mg/mL)

Lipaz derisiminin ees ve doniisiime etkisi (Substrat
derisimi = 240 mM, molar agil verici substrat oran1 =
3 : 1, sicaklik = 40°C, karistirma hiz1 = 250 rpm,
reaksiyon siiresi = 3 saat) (The effect of lipase
concentration on ees and conversion (Substrate
concentration = 240 mM, molar ratio of acyl donor :
substrate = 3 : 1, temperature = 40°C, stirring rate =
250 rpm, reaction time = 3 hours))

Sekil 5’te lipaz derisiminde artisa bagli olarak ees ve
doniigiim degerlerinde de artis gézlendigi tespit edilmis,
sonraki ¢aligmalarda kullanilacak lipaz derisimi
20 mg/mL olarak belirlenmistir.

3.2.4. Sicakhgn etkisi (The effect of temperature)

Enzimatik reaksiyonlarin sicaklikla iligkisi oldukga
karmagiktir. Sicaklik artisina bagli olarak enzim
yapisinda deformasyon olmazsa, hiz ¢ogunlukla
Arhenius sicaklik denklemine uyar. Ote yandan, sicaklik
artigina bagl olarak enzim deforme olabilir ve katalitik
aktivitesini kaybedebilir [38]. Tutuklanmis lipazlar ise
enzimin g¢evresel kosullara dayanimini arttirarak daha
yiikksek sicakliklarda calisilmasina olanak  tanir.
Novozyme 435 lipazi i¢in optimum c¢alisma sicakligi
araliginin  30-60°C oldugu bilinmektedir. Sicakligin
reaksiyona etkisinin belirlenmesi amaciyla 24-56°C
araliginda bes farkli reaksiyon sicakliginda calisiimis
olup elde edilen sonuglar Sekil 6’da yer almaktadir.
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Sekil 6. Reaksiyon sicakliginin ees ve doniisiime etkisi
(Substrat derisimi = 240 mM, molar agil verici
substrat oran1 = 3 : 1, lipaz derisimi = 20 mg/mL,
karigtirma hizi = 250 rpm, reaksiyon siiresi = 3 saat)
(The effect of reaction temperature on ees and
conversion (Substrate concentration = 240 mM,
molar ratio of acyl donor : substrate = 3 : 1, lipase
concentration = 20 mg/mL, stirring rate = 250 rpm,

reaction time = 3 hours))

Sekil 6’da, Novozyme 435 lipazinin 24-56°C ¢alisma
araliginda aktivitesini kaybetmedigi gozlenmistir. 40°C
ve lizerindeki sicakliklarda 3 saat reaksiyon sonunda
%100 ees ve %50 doniisiim saglanmistir. 40°C lizerigd®,
sicaklik artigina bagli olarak ees ve doniisiim degerleringf

belirgin bir degisiklik gbdzlenmediginden sonrall
calismalarda  reaksiyon  sicakligni ~ 40°C ra
kullanilmistir.

3.25. Substrat derisiminin etkisi (The &ffect o

substrate concentration)

olup artan substrat dg
Sekil 7°de yer almgk

Sekil 7°de 240
reaksiyon es ve %50 donisime
Bstrat derisiminde 3 saat
9.1 ee; ve %44,2 doniisim
Ayrica, Sekil 7°de yer
M substrat derisiminde reaksiyon

ees, %100 e %48,6 doniisiime ulagilmistir.

% ayni c¢oziicii ortam1 (MeTHF ve PK)
gerceklestirilen diger c¢alismalarda elde

Oziicy ortaminda baska bir ¢alisma bulunmadigindan
¢oziicli ortaminda elde edilen sonuglar ayni lipaz
ve agil wverici kullamlarak, farkli ¢oziiciilerde
gergeklestirilen diger ¢aligmalarla karsilastirilmigtir.

DMK ¢oziicii ortaminda elde edilen sonuglar hem
gelenecksel hem de diger yesil ¢oziiciilerle
gerceklestirilen diger caligmalarla (ayni lipaz ve agil
verici kullanilan) karsilagtirildiginda DMK’nin disiik
eko-toksikligi, biyo-bozunurlugu, diisiik maliyetli olmasi
gibi avantajli 6zelliklerinin yan1 sira yiiksek ees ve
doniisiim de saglamasi neticesinde bu ¢oziiciilerin yerine
gegebilecegini gostermistir [6, 37, 39, 40].

Bu calismada en uygun ¢6ziicii DMK olarak secilse de,
Cizelge 1’den hem MeTHF hem de PK ¢oziici
ortamlarinda elde edilen sonuglarin literatiirde elde
edilen sonuglarla karsilagtirildiginda umut vaat edici ve
gelistirilebilir oldugu goriilmektedir.



Cizelge 1. Calismada elde edilen sonuglarla literatiirde elde edilen sonuglarin kargilastirilmasi (Comparison of the results
obtained in the study and the results obtained in the literature)
Coziicii Reaksiyon Kosullari Sonuglar
Substrat derigimi : 240 mM,
Lipaz derisimi : 11 mg/mL, ees : %82,3
Bu ¢alisma MeTHF Sicaklik : 40°C, eep: %100

Karistirma hizi : 250 rpm,
Siire : 4 saat

Doniistim : %45,1

Hoang vd. (2017) [22]

MeTHF / CO; ile

Substrat derigimi : 40 mM,
Lipaz derisimi : 1 mg/mL,

eep: >%99
Doéniistim : %5,7 /

Karistirma hizi : 250 rpm,
Siire : 3 saat

genlesmis MeTHF Sicakhk 1 20°C, 0423*
Stire : 1 saat
Substrat derisimi : 240 mM,
Lipaz derisimi : 11 mg/mL, ees : %60,7
Bu calisma PK Sicaklik : 40°C, eep: %100
Karistirma hizi : 250 rpm, Déntistim: %37,7
Siire : 4 saat
Dubstrat devisim : 83 miM, ees 1 %47 /993"
Wu vd. (2009) [26] PK tpaz Celisimi - 1,6 mg/m, ee, : %99 /%99
Sicaklik : 25°C, Doniisiim : %48
Stire : 24 saat '
Substrat derigimi : 240 mM,
Lipaz derisimi : 20 mg/mL, ees : %100
Bu ¢aligma DMK Sicaklik : 40°C, eep: %100

Doniisiim : %50

Habulin ve Knez (2009)
[6]

[bmim] [PFe]

[omim] [PFe] derigimi : 9.520 M
Lipaz derisimi : %6,6 (agirlik¢a)
Sicaklik : 40°C,

Karigtirma hizi : 500 rpm,

Stire : 3 saat

ees : > %99
Doniisiim : %50

Goswami ve Goswami
(2005) [39]

THF (hacimce %5
DMSO)

Substrat derigimi : 372 mM,
Lipaz derisimi : 63,6 mg/mL,
Sicaklik : 25°C,

Stire : 7 saat

ee : %100
Verim : %51

Substrat derigimi : 20 mM,
Sicaklik : 70°C,

Doniistim : %48,5

Zhou vd. (2011) [40]

fonksiyonlu iyonik
S1v1)

Sicaklik : 40°C,
Siire : 4 saat

Kirilin vd. (2010) [37] Toluen Siire : 5 saat, (reaktif enantiyomerin
Karigtirma hizi : 1000 rpm, %97’s1 donligmiistiir)
Atmosfer : Argon
MEF-ILs Substrat derisimi : 280 mM,
(monoeter Lipaz derisimi : 15 mg/mL, ee : >%99

Doniisiim : %50

*Coziicii olarak “COz2 ile genlesmis MeTHF (hacimce %10 MeTHF, 6 MPa)” kullanilmasi durumunda elde edilen déniisiim

degeri

**Ortama substrat moliiniin 1/10’u oraninda katki maddesi (trietilamin) eklenmesi durumunda elde edilen sonuglar




4. SONUCLAR (CONCLUSION)

Bu calismada, enantiyomerleri farkli 6zelliklere sahip
olan ve degerli kimyasallarin eldesi ile kozmetik, ziraat,
farmasotik endiistrilerinde kullanilan kiral alkollerden
1-feniletanoliin “yesil ¢oziicii” ortaminda enzimatik
kinetik rezolusyon yontemi ile enantiyomerik saflikta
iiretimi gergeklestirilmistir.

Literatiirde rasemik 1-feniletanoliin yesil ¢oziicl
ortaminda lipaz katalizorliigiinde kinetik rezoliisyonuna
yonelik bazi caligmalar yer alsa da séz konusu
calismalarda g¢ogunlukla yesil ¢oziicii olarak iyonik
stvilar kullanilmistir [6, 30, 33]. Ote yandan iyonik
stvilarin  sentezlerinin ¢ok basamakli olmasi, toksik
girdiler i¢ermesi, yliksek maliyetleri ve canli sagligina
olumsuz etkileri gibi dezavantajlari mevcuttur.

Bu calismada yesil ¢oziicii sinifindan PK, DMK ve
MeTHF ¢oziiciilerinin diisiik eko-toksiklik sergilemeleri,
tamamen biyo-bozunabilir olmalari, korozif olmamalar
nedenleriyle ¢evre dostu ozellik tasimalar1 ve ayrica
diisiik fiyatlara yiiksek miktarda tedarik edilebilmeleri
nedenleriyle rasemik 1-feniletanoliin enzimatik Kinetik
rezoliisyonunda geleneksel ¢oziiciiler ve iyonik sivilarin
yerine  kullanilmak i{izere incelenmelerine Kkarar
verilmistir.

En yiiksek ees ve doniisim degerleri DMK ¢oziicii
ortaminda elde edilmis, bu nedenle sonraki ¢aligmal

yesil ¢oziicii olarak DMK kullamlmistir. Ote yanda
hem MeTHF hem de PK ¢oziicii ortamlarinda elde edild
sonuglarin, literatiirde ayni ¢oziicii ortamlarind
lipaz katalizorii varhiginda elde edilen

kargilagtirildiginda  umut  vaat  edici

ortamlarinda gergeklestirilen reaks
optimize edilebilecegi degerlendirj

karigtirma hizi, lipaz
parametrelerin reaksiyon
substrat derisiminde,
oraninda, 20 mg/ig
tyon sonunda %100

ees ve eep ¢ ulagilmistir. Ayrica
reaksiyon dan da verimli olmasim
saglam, substrat  derisimlerinde
calt at derisiminde 5 saat reaksiyon
o) %100 eep, ve %48,6 doniisim
saglan tstlir. Caligmanin sonraki bolimiinde

derisiminde, Cevap-Yiizey Yontemiyle
reaksiyon ) kosullarinin edilebilecegi

degerlendirilmektedir.

optimize

Bu caligma kapsaminda, yesil ¢oziiciilerden biri olan
DMK ilk kez rasemik 1-feniletanoliin enzimatik kinetik
rezoliisyonunda ¢oziicii ortami olarak kullanilmistir.
Elde edilen sonuglar, literatiirde ayni lipaz (Novozyme
435) kullanilarak hem gelencksel hem de diger yesil
¢oziiciilerle gergeklestirilen caligmalarla
kargilagtirildigimmda DMK’nin  diisiik  eko-toksikligi,
biyo-bozunurlugu, diisiik maliyetli olmas: gibi avantajli
Ozelliklerinin yani sira yiliksek ees ve doniisim de

saglamast  neticesinde  bu
gecebilecegini gostermistir.

coziiciilerin  yerine

KISALTMALAR (ABBREVIATIONS)

DMK . Dimetil Karbonat

E . Enantiyomerik Oran

MeTHF . 2-Metiltetrahidrofuran

PK . Propilen Karbonat

Y%oees . Substratin Enantiyomerik Agjriligi

%eep : Uriiniin Enantiyomerik Asi

HPLC . Yiiksek Performansli Sivi ografisi
" ®
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