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ONSO7,

Bu projede sentezlenmesi k olay baslangig maddelerinden yola ¢ikilarak kimyasal ve
biyoteknolojik(enzim ve mikroorganizmalar) teknikler kullanilarak simetrik olmayan
benzoinlerin kiral sentezleri icin genel uygulanabilir yontemler gelistirme ¢alismalari

yaptlmistir.

Proje TUBITAK Temel Bilimler Arastirma Grubu tarafindan desteklenmistir.




OZET:

Enzimler ve tiim-hiicre biyokatalizérleri kompleks kiral yapilarindan dolay: optikce aktif,
saf sterioizomerlerin sentezlenmenmesinde yaygm olarak kullanilmaktadirlar. Kimya
sektoriinde gittikge daha da agirhk kazanan Ozellikli kimyasal (fine chemicals)
iiretiminde biyokatalizérler gecmiste tercih edilmezlerken bugiin siklikla kullanilan

tiretim araglan olmuslardir.

Kiral simetrik olmayan benzoinler, biyoaktif maddelerin eldesinde ©nemli ara
firtintidiirler ve bu maddelerin kiral, segici sentezleri i¢in genel uygulanabilir bir yontem

yoktur.

Projede kolay elde edilebilirébuiunur baslangic maddelerinden kimyasal ve
biyoteknolojik(enzim ve mikroorganizmalar) tekniklerle simetrik olmayan benzoinlerin

kiral sentezlerinin gergeklestirilmesi hedeflenmistir.

Bu proje kapsammda aldehitlerden baglanarak kimyasal yontemler kullamlarak
biyokatalizérler igin substrat olabilecek simetrik ve simetrik olmayan birgok benzoil
benzein ve benzoin fosfonat tirevleri sentezlenmistir. Sentezlenen bu tirevlerin degisik
mikroorganizma ve enzimlerle reaksiyonlart gerceklestirilmistir. Bu reaksiyonlar
sonucunda enzimatik-kinetik ayristirma, dinamik kinetik aynstuma ve insitl
derasemiklegtirme reaksiyonlari kullanilarak kiral benzoin tlirevlerinin yiiksek kimyasal

ve optik verimle sentezlenmesi i¢in uygun biyokatalizor sistemleri gelistirilmistir.

Kiral benzoinler, bivokatalizorler, enansiyosecici sentezler, yesil kimya
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ABSTRACT

Enzymes and whole-cell biocatalysts are widely used in the syntheses of active, pure
stereoisomers because of their complex chiral structures. Biocatalysis which were once
not preferred in the growing field of chemistry, i.e., the synthesis of fine chemicals have

become production vehicles in this field.

Chiral unsymmetrical benzoins are important building blocks for the synthesis of
bioactive materials, and these materials lack an efficient and acceptable selective

synthesis method.

In this project, the syntheses of unsymmetrical benzoins from readily and easily
available starting materials via chemical and biotechnological (both enzymatic and

microbiologic) methods are aimed.

In the scope of this project, firstly starting from different aldehydes symmetrical and
unsymmetrical benzoyl benzoin and benzoin phosphonate derivatives are synthesized
using chemical methods. For the chiral synthesis of benzoin derivatives several
biocatalysts are screened with the benzoylbenzoin derivatives. T he chiral benzoins are
obtained in good chemical and optical yields via biocatalysts mediated kinetic resolution,
dinamic-kinetic resolution and insitu-racemization. As a result of these reactions,
appropriate enzyme and micoorganism systems are found for the syntheses of

unsymmetrical benzoins.

Chiral benzoins, biocatalysts, enantioselective synthesis, green chemistry
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TUBITAK
ARASTIRMA PROJESI KESIN RAPORU

Simetrik Olmayan Kiral Benzoinlerin Biyoteknolojik-Kimyasal

Yontemlerle Uretim Yontemlerinin Gelistirilmesi

1. GIRIS
Onerilen projenin konusu kolay elde ediiebﬂir—bulunur "basianglg: maddeleri kullanarak
kimyasal ve biyoteknolojik(enzim ve mikmorg’ahizmaiar) teknikler kullanalarak simetrik
olmayan benzoinlerin kiral sentezleri igin genel" 'ﬁygulanabilir yﬁntemler' geligﬁrﬁaekﬁr.
Kimyasal ve biyoteknolojik yontemler kuilana;fak korunmus, simetrik olmayan benzoinlerin
sentezleri yapilacak ve daha sonra mikroorganizma ve enzimlerin katalizorliigiinde
enansiyosegici hidroliz reaksiyonlanyla kiral simetrik olmayan benzoinler icin yontend

gelistirilmeye ¢alisilacaktir.

2. GENEL BILGILER

Benzoin yapilari, aktif hidroksiketon gruplari igermeleri agisindan biyolojik aktiviteye sahip
birgok maddenin sentezlerinde v';’memli baslangi¢ maddeleridir. ((a) Pirrung, M. C.; Féllon, L.
Lever, D. C.; Shuey, S. W. J. Org. Chem. 1996, 61, 2129-2136. (b) Pettit, G. R.; Lippert, J.
W.; Herald, D. L. J. Org. Chem. 2000, 65, 7438-7444. (c) Ager, D. I.; Prakash, I; Schaad, D.
R. Chem. Rev. 1996, 96, 835-875. (d) Jackson, W. R.; Jacobs, H. A.; Jayatilake, G. S
Matthews, B. R.; Watson, K. G. Aust. J. Chem. 1990, 43, 2045-2062. (e)r Shirai, R,;
Takayama, H.; Nishikawa, A ; Koiso, Y ; Hashimoto, Y. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1998, &,
1997-2000.).Simetrik olan benzoinlerin sentezleri icin ok séy1da literatiir meveuttur, Bu
yapilann kiral sentezleri icin de bircok yontem gelistirilmistir. Bu yontemlerin en giincelleri
kiral, tiyazolyum tuzlan Katalizorliigiinde benzoin kondenzasyonu reaksiyolari ({(a) Enders, D.;
Breuer, K.; Teles, J. H. Helv. Chim. Acta 1996, 79, 1217. (b) Enders, D ; Kallfass, U. Angew.
Chem. Int. Ed. 2002, 41, 1743) ile TUBITAK projeleri kapsaminda gelistirdigimiz
biyoteknoiojik yontemlerle karbon-karbon baginin olusturulmasi((a) Demir, A. S.; Dunnwald,



T.: Iding, H.; Pohl, M.; Muller, M. T¢ etrahedron: Asymmetry, 1999, 10, 4769. (b) Demif, A
S.: Pohl, M.; Janzen, E.; Muller, M. J. Chem. Soc. Perkin. Trans. 1 2001, 633. (¢) Demir, A.
S.: Sesenoglu, O.; Eren, E.; Hosrik, B.; Pohl, M.; Janzen, E.; Kolter, D.; Feldmann, R;
Dunkelmann, P.; Muller, M. Ad. Synth. Cat. 2002, 344, 96.) '

Ve asetoksibenzoinlerin biyoteknolojik yontemlerle hidrolizi reaksiyonlaridir (Demir, A. S,
Hamamei, H.; Sesenoglu, O.; Neslihanoglu, R.; Asikoglu, B.; Capanoglu, D. T etrahedron
Lett., 2002, 43, 6447.).). " - ,

Simetrik olmayan rasemik benzoinlerin sentezi icin az sayida yéﬁ{em geligtirilmistir. Klasik
benzoin kondenzasyonunda iiriin ¢oklugu ve bazi éitnetrik olmayan benzoinlefin icerdigi
aromatik gruplarin dzelliine gore izomerlesmesi, rasemik simetﬁk olmayan benzoinlerin
sentezleri i¢in sorunlar gikarmaktadir. Genel olarak simetrik olmayan benzoinlerin éentezleri
aldehitlerin trimetilsillilsiyantir ile olusturduklan eterlerin deprotonasyonﬁ ve ’éagka bir
aldehitle reaksiyonu (Corrie, J. E. T. Tetrahedron 1998, 54, 5407), Corey-Secbach ditiyan
metodu ((a) Stowell, M. H. B.; Rock, R. S.; Rees, D. C.; Chan, S. L T etfahédron Lett. 1996,
37, 307. (b) Lee, H. B.; Balasubramanian, S. J. Org. Chem. 1999, 64, 3454),
benzoilsiyaniirlerin Ti(II) iyonlan ile rediiktif bagianmasz (Clerici, A Paﬁa, 0. J Org
Chem. 1993, 58, 2889.) en onemli c¢alismalardan sayilabilir. Kiral simetrik olmayan
benzoinlerin sentezleri igin genel bir yontem yoktur. Bu konuda yapilan en son calisma
TUBITAK destegi ile yaptigimiz uluslararasi ortak caliyma sonucu yapilan yayindir
(Dunkelmann, P.; Kolter-jung, D.; Nitsche, A Demir, A S: Siegert, P.; Lingen, B.,
Baumann, M.; Pohl, M.; Muller, M. J. Am. Chem. Soc. 2002, 124, 12084). Bu ¢alisma
hemnekadar simetrik olmayan benzoinlerin kiral sentezi icin ¢bziim getiriyorsa da
kullamlabilecek aldehit yapilan sinirhdir ve her reaksiyon igin degisik tiirde enzim mutantién

kullanma zorlugu vardir. Ozet olarak bu konuda genel uygulanabilir bir yontem yoktur.

Kiral simetrik olmayan benzoinler, biyoaktif maddelerin eldesinde énemli ara #irtinidiirler ve
bu maddelerin kiral, secici sentezleri icin genel uygulanabilir bir yontem yoktur. Onerilen
projenin amaci kolay elde edilebilir-bulunur baglangic maddeleri kullanarak kimyasal ve
biyoteknolojik(enzim ve mikroorganizmalar) teknikler kullanilarak simetrik olmayan

benzoinlerin kiral sentezleri icin genel uygulanabilir yontemler gelistirmektir.




Projenin ilk béliimiinde rasemik, korunmus simetrik olmayan benzoinlerinsiyaﬁﬁr iyénlaﬁ
katalizorliigiinde simetrik benzillerden ve aromatik aldehitlerden eldesi calisilacak ve bunun
icin de gerekli simetrik benziller hazirlanacaktir, Daha sonra kullarilan aldehit ve benzillerin
aromatik gruplarimn tasidiklar: siibstitientlerin reaksiyonlar icin etkileri incelenecektir.

fkinci basamakta aroil gruplan ile korunmus simetrik olmayan benzoinlerin kiral hidrolizleri
icin  biyokatalizor taramas: yapilacak ve uygun yoOntemler preparétif olarak

gergeklestirilecektir.

A A A A S A s o

3. GEREC VE YONTEM

Benzil tiirevlerinde siyanid iyonlarinin katalizorluglinde C-C baﬁmm koparak asit(ester) ve

aldehite dontismesi reaksiyonu i¢in tahmin edilen mekanizma agagida gosterilmistir (Sekil 1).

.

Bu mekanizma incelendiginde 4 nolu yapmn bir aromatic aldehitin polaritesinin degistirilmis

bir siyanhidrin tiirevi oldugu gortinmektedir.
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Sekil 1
"%; Bu yapinin bir elektrofille 6megiﬁ bir aromatik aldehit ile reaksiyonu normal siyanhidrin

reaksiyonu iriinii olan aroilbenzoini vermesi gerekmektedir. Bu durumda aroil benzoinle,
benzoin kismu iki farkl aromatic grup igerecektir. Bu da bir aroil grubu ile korunmus simetrik

olmayan benzoindir. Aromatik gruplardaki siibtituentler ne olursa olsun dogrudan korunmus

bilesik olusacagindan, _aromatic gruplarin degisik redoks potansiyellerinin bir etkisi
olmayacaktir(Sekil 2).
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Sekil 2

Baslangic maddeleri olarak kullanilacak benzillerin sentezi icin literatiirde bir ¢ok yontem
vardir. Sekil 3’te goriildugii gibi aromatik aldehitlerle yapilacak standart benZoin
kondenzasyonu ile elde edilecek benzoinler kolayca oksitlenerek benzilleri vermektedirler. Bu

tiir deneyler son derece basittir ve tiniversitelerde 6grenci laboratuvarlarinda uygulanmaktadir.

Oksidasyon

Sekil 3
Elde edilecek olan benzoilbenzoinler icin enzim tarama reaksiyonlari uygulanacak, bu
reaksiyonlar gerek HPLC ve gérekse GC, GC-MS te kiral kol‘oﬁiar kullanilarak takip edilecek
ve en secici ve uygun enzim ve kosullar arastirilacaktir. Bulunan eﬁ uygun yontem preparative
olarak uygulanacak ve olugan tirtinler(hidroksi ve benzoil) kolon krbmatograﬁsi kullanilarak
ayngtinlacaktir. Aym sartlarda hidroliz yapabilecek mikroorganizmalar (}'kizapus oryzae,
rhizomucor pusillus, rhizomucor miehei ve satinalinacak diger mikroorganizmalar. Kiif ler
(fungi) MAM da bulunan data bankasindan satinalmacaktir ) téranarak uygun sartlar bulunup
hidroliz gerceklestirilecektir (Sekil 4). Bu itliml sartlarda hidroliz (pH 7, su/organik solvent ,
oda sicaklig) aromatik halkalarin farklhi redoks potansiyelleﬁ nedeni ile olugabilecek

izomerlesmelerinde 6nlenebilecegi sanilmaktadir.
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Calismalarda genel olarak elekton iten(l)-elektron ceken(C) stibstituentleri iceren aromatic

aldehitlerin kombinasyonu ile I-I, I-C, C-I ve C-C 6rnekleri yapilmaya calisilacaktir.

(o] 3
IR Biyokat.

——-———.——.—...*
o) :

Sekil 4

Bu déniigiimlerde enansiyosegicilik HPLC, GC, GC-MS te kiral kolonlarla tesbit edilecek ,
yapt aydinlatmalart NMR teknikleri kullanilarak gerceklestirilecektir.

En yiiksek verimin %50 den % 90 lann {izerine gikarilabilmesi icin her enansiyomerin ayri
ayri rasemiklesme deneyleri yapilacaktir. Bu konuda daha once bulunan degisik yontemler bu
bilesiklere uygulanarak gérekiiginde istenmeyen enansiyomerin tekrar résemiklegirﬂerek
kullanilmas: saglanacaktir (Demir AS, Hamamci H, Sesenoglu O, Aydogan F, Capanoglu D,
Neslihanoglu R. Tetrahedron:Asymmetry, 2001, 12, 1953.). 7

Elde edilecek olan benzoil benzoin tiirevlerine daha once simetrik benzoin icin buldﬁgumuz '
biyoteknolojik derasemizasyon yéntemi uygulanarak dogrudan tek enansiyomer eldesi icin
yontem gelistirilmeye gahsﬂacakur("}?ungal deracemization 6f benzoin’’Demir AS, Hamamci

H, Sesenoglu O, Nesiihanﬂglu R, Asikoglu B, Capanoglu D, Tetrahedron Lett. 2002, 43 ,
6447). '

4. BULGULAR

Proje temel olarak simetrik olmayan benzoinlerin asimetrik sentezini amaclamaktadir.
Ongoriilen metod simetrik olmayan benzoin esterlerinin enzimler yada mikroorganizmalar ile

kinetik resoltisyonunu icerdiginden oncelikli hedef bahsi gegen benzoin esterlerinin sentezi

i¢in bir metod gelistirilmesidir.




Bu amagla benzillerin (1) siyaniir iyonu katalizérliigiinde karbon karbon bagmmn
kirilmasi ve diizenlenmesi ile olusan acil anyon eslenigi reaktiflerin (4) degisik gruplar iceren
benzaldehit tiirevleri ile reaksiyonlarina dayanan yeni bir metod gelistirilmesi ilk hedef olarak
ortaya konmustur (Sekil 5). Calismann ilk kismu gerekli olan benzillerin sentezlenmesini ve

bunlarin benzaldehit tiirevleriile reaksiyonlarimin 6n galigmasim gerektirmektedir.

Sekil 5

Benzil ve fonksiyonel grup iceren benzillerin sentezi klasik benzoin reaksiyonu sonucu
elde edilen benzoinlerin Cu(OAc), ile oksidasyonu ile elde edilmistir (Sekil 6). Benzoinlerin
oksidasyonu igin birgok oksidayon metodu olmasma ragmen kullanilan metod iizerinde
cahisilan biitiin tiirevlerde basari ile ﬁygulanabilen basit bir metod olmast nedeni ile tercih
edilmigtir. Bu metod ile 7 degisik benzil (R: 2-F, 2-Br, 2-Me, 2-OMe, 2-Cl, 2-naftil, 2-piridil)
elde edilmistir. Elde edilen tiim benzil tirevleri literaturde bilinmektedir ve yapilann

spektoskopik verileri literatur ile tamamen uyumludur.

R R
i el g
N 2 OH ACOH/H,0 M o
R R R
2 Sekil 6

n

o

-

Gelistirilmesi amaglanan simetrik olmayan benzoin sentez metodu igin gerekli benzil
tiirevlerinin sentezinden sonra, siyaniir iyonu katalizérligiinde agil anyon esleniginin

olusturulmasi ve aldehit ile olan reaksiyonu i¢in 6n ¢aligmalar yapilmistir.

Yapilan 6n ¢alismalar sonucu benzilden olusan ara iirlin 4a ile 4-F-Benzaldehyde (5)

arasindaki reaksivonun DMF icerisinde 20% siyaniir katalizorliigtinde ¢ok basanli bir sekilde
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gergeklestigi bulunmustur (Sekil 8). Hedeflenen simetrik olmayan benzoin esteri (7) 99% gibi
ok yiiksek bir verimle elde edilmistir. Bu iiriintin bu kadar pratik ve ytksek verimli bir
eldesinin literaturde bulunmamas: bu metodun potansiyelinin ayr1 bir gostergesidir.
Gelistirilen benzoin sentez metodunun kulanilabilirliginin ve degisik fonksiyonel gruplar
iceren benzaldehit tirevleri ile nasil bir sonug elde edileceginin teorik incelemesi Bogazigi

Universitesi Kimya Boliimii 6gretim {iyelerinden Prof. Dr. Viktorya Aviyente tarafindan

incelenmis ve yaymlanmistir Kevser Gog¢men-Topal, Canan Unaleroglu, Viktorya
Aviyente, International Journal of Quantum Chemistry, Vol 106, 1596-1610 (2006).
(Sekil 7)

¢il 7 — Benzilden gerceklestirilen benzoin kondanzasyonuﬁun bil giSéyarlzi :

modellenmis mekanizmasi
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Sekil 8

Bu projenin nihai amacimm elde edilen benzoin esterlerinin enzimatik hidrolizi ile
rasemik olmayan benzoin tiirevlerinin eldesi oldugu diisiiniiliirse, bu esterlerin karsilik gelen
benzoinlere kimyasal hidrolizi de gerekmektedir. Bu amag ile metod gelistirilmis ve 7 bazik
ortamda yiksek verimle hidroliz edilmistir. Ayrica daha sonraki caligmalar i¢in 8’nin
oksidasyonu gergeklestirilmis ve karsilik gelen benzil 9 yiiksek verimle elde edilmistir (Sekil
9). Bu iki maddenin sentezi igin literarturde bu kadar basit ve yuksek verimli bir reaksiyon
heniiz bilinmemektedir. Bilinen sentez metodlann ¢ok pahali, neme hassas ve toksik

reaktiflerin kullaniminm gerektirmektedir.

"OH, MeCN/H,0

-,
’ ot

oH F
8 9

Sekil 9

Elde edilen tiim iiriinler spetroskopik olarak analiz edilmis ve yapilar1 aydinlatilmigtir.

Asagida bu yapilara ait veriler gorilebilir.

1-(2-Fluorophenyl)-2-oxo-2-phenylethyl benzoate (7): 99% verim, beyaz kati (1.66 g),
mp 102-103°C; '"H NMR (CDCl3)  7.03-7.11 (2H, m), 7.25-7.31 (1H, m), 7.34-7.38 (5H, m),
7.44-7.54 (3H, m), 7.93 (2H, m), 8.03 (ZH, m), BC NMR (CDCly) 8 70.7, 116.4 (d, J=22),
121.8 (d, J=13), 125.2 (d, J=2.7), 128.7, 128.9, 129.12, 129.7, 130.4, 130.5 (d, J=1.9), 131.7
(d, J=8.2), 133.6, 134.0, 134.7, 160.5 (d, J=250), 165.9, 192.8; Anal. Calcd. for C;;H,5sFOs3: C,
75.44; H 4.52 found C, 75.45; H, 4.61.

2-(2-Fluorophenyl)-2-hydroxy-1-phenylethan-1-one (8). 95% verim, beyaz kat1 (0.26
g), en 87°C; '"H NMR (CDCly) § 4.44 (br s, 1H), 6.13 (s, 1H), 6.90-7.00 (2H, m), 7.08-7.19
(2H, m), 7.29-7.33 (2H, m), 7.41-7.45 (1H, m), 7.84 (ZH, m); C NMR (CDCl3) 8 69.6, 116.4
(d, J=22), 125.1 (d, J=3.4), 127.0 (d, J=14.1), 129.0, 129.1, 129.5 (d, J=3.6), 130.7 (d, J=8.5),
133.5, 134.3. 160.4 (d, J=246), 198.4; Anal. Calcd. for Ci4H,,FO,: C, 73.03; H 4.82 found C,
73.09; H, 4.91.
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1-(2-Fluorophenyl)-2-phenylethane-1,2-dione (9). (87% verim); sarimtrak beyaz
kati; MS(ED), m/z 228 (M*, 4), 123 (44), 105 (100), 95 (24), 77 (59); 'H NMR (CDCl;) &
7.02-7.07 (1H, m), 7.25-7.29 (1H, m), 7.42-7.46 (2H, m), 7.53-7.59 (2H, m), 7.89 (2H, m),
7.95-7.99 (1H, m); °C NMR (CDCls) & 116.9 (d, J=21.6), 122.9 (d, J=10.8), 125.2 (d, J=3.4),
129.2,130.2, 131.2, 132.5, 134.7, 136.83 (d, J=8.7), 163.2 (d, J=257), 191.7, 192.7; Anal.
Caled. for C4HoFO,: C, 73.68; H, 3.97 found C, 73.71; H, 4.19.

Amaglanan ana reaksiyon daha dnce de belirtildigi gibi benzoil benzoinin hidrolizidir.

Sekil 10

Bu hidroliz reaksiyonunun temel olarak iki sistemde denenmesi gergeklestirilmistir:

4.1. MIKROORGANIZMALARIN KULLANILDIGI HIDROLIZ REAKSIYONLARI
4.2 ENZIMLERIN KULLANILDIGI HIDROLIZ REAKSIYONLARI

Proje ¢ercevesinde yukarida belirtildigi gibi birgok enzim ve mikroorganizmada

deneyler gergeklestirilmigtir. Denenen sistemler ve elde edilen sonuglar asagida belirtilmistir.

4.1. MIKROORGANIZMALARIN KULLANILDIGI HiDROLIZ
REAKSIYONLARI

i) Aerobik mikroorganizmalar:

Bacillus licheniformis
Bacillus subtilis

Bacillus amyloliquefaciens

Yukaridaki mikroorganizmalar tammli ortamda bilyiitilmis (glikoz, azot, tuz ve

mineral kaynagi olan) ve biyiitiilme ortamlarina DMSQ’da ¢oziilen benzoil benzoin
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eklenmigtir. Reaksiyon ince tabaka kromatografisi ile takip edilmistir. Ortamda az
miktarda, mikroorganzima kaynaklt olamayan hidroliz olusmus ama olusan benzoin,
benzile oksitlenmistir.

Sonuc: Denenen aerobik organizmalarin benzoil benzoin hidrolizi reaksiyonu i¢in uygun

olmadig: anlagilmistir.

ii) Kiifler:
ASPERGILLUS FLAVUS:

Patates 6ziiti ortaminda 48 saat biiytitilmiis mikroorganizmaya %1’lik DMSO ¢6zgeninde
¢coziilmiis  0.02%’lik benzoilbenzoin ¢o6zeltisi eklenmis ve biyoddniigiim ince tabaka
kromatografisi ile takip edilmistir. Reaksiyonun kinetik ayrigtirma oldugu konum i¢in 50%lik
doniisimde  durdurulmasi  gerekirken yapilan deneylerde bu 50%lik  doniisiim
yakalanamamistir. Ileri proje olarak reaksiyon tekrar edilecek ve 50%lik déniisiim

yakalanacaktir.

Tablo 1 - Benzoilbenzoinin tamamiyia doniistiigii durum icin enantivosafiik

Rt (dakika) Alan (%) Enantiyosaflik
12.785 70.890 ee (%)
15.973 13.317 68.37

Enantiyosaflik HPLC analiziyle 1ml/dak akig hiziyla 90:10, n-hekzan:i-propanol ¢éziicii

sisteminde OB kolonunda analiz yapildi. Bu kolonda benzoinin Rt degerleri; (S)-benzoin

13.dakika, (R)-benzoin 16.dakika.

10
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Sekil 11 — Aspergillus flavus’un benzoil benzoin hidroliz reaksiyonunun HPLC analiz sonucu
Bu analizden Aspergillus flavus’un (S)-benzoilbenzoinin secici olarak hidrolizini

ger¢eklestirdigi bulunmustur.

Buradan sonra enantiyosaflifi arttirmak ic¢in enantiyosafligin pH ile degisiminin

incelendigi = deneyler yapiimugtir. Bu deneyler sirasinda bazi  dontigimlerde 50%

déntigtimdegeri agilmistir.

Tablo 2
l.giin 7.giin
Alan Alan

Rt (dak.) | % ee % Rt (dak.) | % ee %
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ASPERGILLUS NIGER:
Patates 0ziitii ortaminda 48 saat biiyiittilmily mikroorganizmaya %1 ’lik DMSO ¢dzgeninde
¢6ziilmiis  0.02%’lik benzoilbenzoin ¢ozeltisi eklenmis ve biyodontisim ince tabaka
kromatografisi ile takip edilmistir. Reaksiyonun kinetik ayristirma oldugu konum i¢in 50%lik
dontigimde  durdurulmasi  gerekirken yapilan deneylerde bu 50%lik  doniisim

yakalanamamustir.

Tablo 3 - Benzoilbenzoinin tamamiyla donsistiigii durum igin enantiyosaflik

Rt (dakika) Alan (%) Enantiyoesafik
13.013 58.321 ee (%)
16.212 41.679 17
Enantiyosaflik HPLC analiziyle 1ml/dak akis hiziyla 90:10, n-hegzan-i-propanol ¢ziicii

sisteminde OB kolonunda analiz yapilmigtir, Bu kolonda benzoinin Rt degerleri; (S)-benzoin

13.dakika, (R)-benzoin 16.dakika.

bnutes

Sekil 12 - Aspergillus niger’1n benzoil benzoin hidroliz reaksiyonunun HPLC analiz sonucu

Sonu¢: Bu analizden Aspergillus niger’in (S)-benzoilbenzoinin secici olarak hidrolizini

gergeklestirdigi bulunmustur. A spergillus niger’in benzoilbenzoinin hidrolizini daha disiik
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enantiyosaflikta gerceklestirmesi iizerine biyodoniisiimiin Aspergillus flavus ile optimize

Ciilas

edilmesi ve enantiyosafligin arttirilmas: ¢alisiimasina karar verilmigtir.

ASPERGILLUS ORYZAE

Patates oziti ortaminda 48 saat bilyiitiilmiis mikroorganizma-ya %1’lik DMSO
¢ozgeninde ¢oziilmiis 0.02%’lik benzoilbenzoin ¢ozeltisi eklenmis ve biyodoniistim ince

tabaka kromatografisi ile takip edilmigtir. Reaksiyon 50% doniigimde durdurulmugtur.

Tablo 4 - Hidroliz sonucu olusan benzoinin enantivosaflig

Rt (dakika) Alan (%) Enantiyosaflik
14.520 42.776 ee (%)
18.585 57.224 14.45

Enantiyosaflik HPLC analiziyle 1ml/dak akig hiziyla 90:10, n-hegzan:i-propanol ¢dziicil

sisteminde OB kolonunda analiz yapildi. Bu kolonda benzoinin Rt degerleri; (S)-benzoin

13.dakika, (R)-benzoin 16.dakika.

15
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Sekil 13 - Aspergillus oryzae’nin benzoil benzoin hidroliz reaksiyonunun HPLC analiz

sonucu

13




Sonuc¢: Bu analizden Aspergillus oryzae’nin (R)-benzoilbenzoinin secici olarak hidrolizini
gergeklestirdigi ortaya gikmis oldu. Aspergillus oryzae’nin benzoilbenzoinin hidrolizini daha
diigiik enantiyosaflikta gerceklestirmesi iizerine biyodoniistimiin Aspergillus flavus ile

optimize edilmesi ve enantiyosafligin arttirilmasi ¢aligilmas: yapilmastir.

ASPERGILLUS PARASITICUS

Patates 0ziiti ortaminda 48 saat biyiitilmiis mikroorganizma-ya %1’lik DMSO
¢dzgeninde ¢dziilmis 0.02%’lik benzoilbenzoin ¢ozeltisi eklenmis ve biyodéniisiim ince

tabaka kromatografisi ile takip edilmistir. Reaksiyon 50% doniisiimde durdurulmustur.

Tablo 5 - Hidroliz sonucu olusan benzoinin enantiyosafligi

Rt (dakika) Alan (%) Enantiyosafhk
14.652 41.210 ee (%)
18.662 58.790 17.58

\«L@AM&W%(\‘@&WWWWMMWW«%W@W%M&\Wwa\»xwMwm&nwwwwwmwwww%wf%umwwﬁM@MMWM«&ﬁ%ﬂ%«i@wwwwv&@wm&%W&\\\\fﬁNsihﬁ&)&ﬁ%&%’w&\S\\‘?}%K@%%%W&V&éé?ﬁi@&»%ﬁ«s&%ﬁ\*%

Enantiyosaflik HPLC analiziyle 1ml/dak akis hiziyla 90:10, n-hegzan:i-propanol ¢6ziicii

sisteminde OB kolonunda analiz yapildi. Bu kolonda benzoinin Rt degerleri; (S)-benzoin

13.dakika, (R)-benzoin 16.dakika.

R R RS
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Sekil 14 - Aspergillus p arasiticus’un b enzoil benzoin hidroliz r eaksiyonunun HPLC analiz

sonucu

Sonug: Bu analizden Aspergillus parasiticus’un (R)-benzoilbenzoinin segici olarak hidrolizini
gerceklestirdigi ortaya ¢ikmig oldu. Aspergillus parasiticus’un benzoilbenzoinin hidrolizini
daha diisiik enantiyosaflikta gergeklestirmesi tizerine biyodoniistimiin Aspergillus flavus ile

optimize edilmesi ve enantiyosafligin arttirilmasi ¢alistimasina gegilmistir.

ASPERGILLUS FUMARUS

Patates Oziitii ortamunda 48 saat biyiitiilmiis mikroorganizmaya %1’lik DMSO
¢ozgeninde ¢oziilmiis 0.02%’lik benzoilbenzoin ¢ozeltisi eklenmis ve biyodoniisiim ince
tabaka kromatografisi ile takip edilmistir. Reaksiyon 50% dontisimde durdurulmustur.

Hidroliz sonucu olusan benzoinin enantivosafligi: Uriin rasemik olarak elde edilmistir.

Enantiyosaflik HPLC analiziyle 1ml/dak akisg hiziyla 90:10, n-hegzan:i-propanol ¢oziicti
sisteminde OB kolonunda analiz yapildi. Bu kolonda benzoinin Rt degerleri; (5)-benzoin
13.dakika, (R)-benzoin 16.dakika.

Sonug: Aspergillus fumarus’un enantiyosegici olarak benzoilbenzomnin hidrolizini
gerceklestirilmemesi lizerine biyodontistimiin Aspergillus flavus ile optimize edilmesi ve

enantiyosafligin arttirilmasi ¢aligilmasina gecilmistir.

ASPERGILLUS NIDULANS

Patates 6ziitli ortaminda 48 saat bliyiitiilmiis mikroorganizmaya %1’lik DMSO ¢6zgeninde
¢cozilmis 0.02%’lik benzoilbenzoin ¢o6zeltisi eklenmis ve biyodonligim ince tabaka
kromatografisi ile takip edilmistir. Reaksiyonun kinetik ayristirma oldugu konum igin 50%lik
doénistimde durdurulmasi gerekirken yapilan deneylerde bu 50%lik dontisim tam

yakalanamamistir.

Tablo 6 - Hidroliz sonucu olusan benzoinin enantiyosaflig

15
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Rt (dakika) Alan (%) Enantiyosafhik
15.107 41.934 ee (%)
19.230 58.066 16.13

Enantiyosaflik HPLC analiziyle 1ml/dak akis hiziyla 90:10, n-hegzan:i-propanol ¢oziicii
sisteminde OB kolonunda analiz yapildi. Bu kolonda benzoinin Rt degerleri; (S)-benzoin

13.dakika, (R)-benzoin 16.dakika.

—
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Sekil 15 - Aspergillus nidulans’in benzoil benzoin hidroliz reaksiyonunun HPLC analiz

sonucy

Sonug: Bu analizden Aspergillus nidulans’in (R)-benzoilbenzoinin secici olarak hidrolizini
gerceklestirdigi bulunmustur. Aspergillus nidulans’in benzoilbenzoinin hidrolizini  daha
disiik enantiyosaflikta gerceklestirmesi {izerine biyodoniisimiin Aspergillus flavus ile

optimize edilmesi ve enantiyosafligin arttinllmas: ¢alisilmasina karar verilmistir.

RHIZOPUS ORYZAE

YPG (maya oziitii, pepton, glitkoz, tuz) ortaminda 48 saat bilyiitiilmiis mikroorganizmaya

%1’lik DMSO ¢8zgeninde ¢8zilmis 0.02%’lik benzoilbenzoin c¢ozeltisi eklenmis ve

biyodoniigiim ince tabaka kromatografisi ile takip edilmistir.
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Sonug: Rhizopus oryzae reaksiyonunda iki degisik triin az miktarda olugtugu gozlenmis
bunlardan biri (R)-benzoin olarak tamimlams ve kiral kolon ile HPLC de yapilan analizlerde

enantiyosafiigin %65 degerinde oidugu goriilmistiir.

4.2. ENZIMLERIN KULLANILDIGI HiDROL{iZ REAKSIYONLARI

i) Lipazlarla gerceklestirilen hidroliz reaksiyonlan

Bir¢ok organizmada bulunan lipazlar (triasilgliserol ester hidrolazlari, EC 3.1.1.3),
canli ortamda trigliseritlerin hidrolizini katalizlemektedirler. Bugiin lipazlar organik kimyada
en ¢cok cahigilan ve en ¢ok kullamlan biyokatalizorlerin baginda gelmektedirler. Bu enzimlerin
cesitliligi ve popiilerligi, genis bir substrat aralipmdaki yitksek katalitik verimlilige, yiiksek
regioselektiviteye ve kiral ayrima sahip olmalarina; yiiksek sicakhifa ve organik ¢dziiciilere
yiiksek derecede dayamklr olmalarina, ester sentezlerinde etki yonlerinin degisebilir olmasina,

cevreye dost ve toksik olmayan yapilarina ve son olarak diisiik fiyatlarina, baglanabilinir.

o Oncelikli olarak benzoil benzéinin hidroliz reaksiyonu denenmistir
i i i
B o + .
———
°\ﬂ/@ °>,/® T
o o

Deney setlerinde degisik lipazlar degisik pH’larda ve degisik ¢oziiciilerle denenmistir.

DENEY I
Kullamlan lipazlar: L ipaz SL; Lipaz UL; Lipaz TL; Lipaz AL; Lipaz PL; Lipaz QLM

seklindedir.

17
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Yukarida belirtilen biitiin enzimler pH 7 ve 8’de reaksiyona sokulmustur. Bu
reaksiyonlarda denenen ¢oziiciiler soyledir; toluen, DMF, DMSO. Biitiin reaksiyonlar 37
%C’de potasyum fosfat tamponunda gerceklestirilmistir. Bunlara ek olarak, Lipaz AL 37
°C’de, pH 6°da fosfat tamponunda ve DMSO ¢oziiciiliigiinde bir kez daha denenmigstir. Bu
reaksiyonlar sonucunda benzoin bazi reaksiyon ortamlarinda olugmustur ancak yapilan

analizler olugan benzoinin rasemik oldugunu gostermistir.

DENEY H

Ikinci bir deney setinde, degisik lipazlar; Lipaz CC, Lipaz HP, Lipaz PC, Lipaz Asp, Lipaz
MM, Lipaz PF, Lipaz RA, Lipaz RN ve Lipaz CA, benzoil benzoinle denenmistir.

Bu lipazlarin 25 °C, pH 7’de fosfat tamponunun ve DMSO ¢oziicitliigiinde (30% DMSO)
benzoil benzoinle reaksiyonlari gerceklestirilmistir. Kontrol deneyinden anlasildifi iizere,
benzoil benzoin fosfat tamponu ve DMSO’nun bulundugu ortamda rasemik olarak benzoine

bozunmaktadir. Bu bozunmada enzimin spesifik bir etkisi olmadig: gorillmiistiir.

Daha sonra biitiin lipazlar; Lipaz CC, Lipaz HP, Lipaz Asp, Lipaz PC, Lipaz MM, Lipaz
PF, Lipaz RA, Lipaz RN, Lipaz CA, Lipaz SL, Lipaz UL, Lipaz TL, Lipaz AL, Lipaz PL &
Lipaz QLM; pH 8 ve 37 °C’de fosfat tamponu ve 30% DMSO’da denenmistir. Bu
reaksiyonlarda ¢alkalamah su banyosu kullanilarak baglangic maddesinin ¢okmesi ve

reaksiyona geg girmesi veya girmemesi engellenmek istenmistir.

Diger denemelerde oldugu gibi kontrol deneyi de dahil ependorf tiiplerinde rasemik
benzoin olusumu gézlemlenmistir. Biyotransformasyon verimi kullamilan lipaz tiiriiyle

degismis, en iyi verim Lipaz CC & Lipaz HP’ de elde edilmistir.

DENEY 111

Ugtineli bir set olarak yeniden genel bir lipaz taramasi yapilmistir. Bu taramada daha
onceki taramadan farkl: olarak pH 5,5 olan fosfat tamponu kullamilmigtir. Yapilan denemeler

sonucunda bu pH degerinin bu hidroliz i¢in optimum oldugu saptanmustir,

Bu sette denenen lipazlar s6yle siralanabilinir:

18
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* Candida cyclarea lipaz1 (CCL)

* Aspergillus oryzae lipaz1 (AOL)

* Candida lipolytica lipazi (CLL)

* Mucor javanicus lipazi (MJL)

* Penicillium roqueforti lipaz1 (PRL)

* Aspergillus oryzae’de rekombinant olarak Uretilmis Rhizomucor miehei lipazi (r-
AOL)

* Bugday tohumu lipazi1 (WGL)

* Chromobacterium viscosum lipoprotein lipazi1 (CVLL)

* Pseudomonas sp. lipoprotein lipaz: (PspLL)

* Aspergillus lipazi (AL)

* Candida antarctica lipaza (CAL)

* Mucor miehei lipazi (MML)

* Pseudomonas fluorescens lipaz1 (PFL)

* Rhizopus arrhizus lipazi (RAL)

* Rhizopus niveus lipazi (RNL)

* Domuz pankreasi lipazi (HPL)

Denenen bu lipazlardan sadece Aspergillus lipaz1 (AL) ve Pseudomonas sp. lipoprotein
lipazinin (PspLL) benzoilbenzoinin hidrolizini gerceklestirdikleri gézlemlenmistir. Bu iki

enzimle elde edilen sonuglar séyledir:

Enzim ee % ee %
Benzoil benzoin Benzoin
AL 39% 6.46 %
PspLL Rasemik 100 %
Tablo 7

Bu sonuglar 1s18inda Pseudomonas sp. lipoprotein lipazimin (PspLL) benzoilbenzoinin

enantiyosegici olarak hidrolizinde kullanilmasina karar verilmistir.

19
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Sekil 16 — Pseudomonas lipoprotein lipazla katalizlenen hidroliz reaksiyonunun HPLC analiz

sonucu; benzoil benzoinin steryosecici hidrolizi sonucu sadece bir benzoin enantiomerinin

olustugu gortilmekte.

Rasemiklesme _J (R)

Sekil 17 - Benzoil benzoinin dinamik kinetik rezoliisyonu

Bu deneylerde elde edilen sonug PspLL enziminin iki tiirde reaksiyon gerceklestirdigidir.
Benzoilbenzoin in bir enansiyomeri (S) hidroliz olmus geriye kalan (R)-benzoilbenzoin

rasemiklesmistir (Sekil 12). Konfigiirasyonlar standartlar kullanilarak kiral kolonlu (Chiralcel
OD) kullamlarak belirlenmistir.
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Dinamik-kinetik rezolusyana iyi bir 6rnek teskiledebilecek bu reaksiyon tekrar edilme ve
kontrol asamasindadir. Bu béliimde (S) benzoin ve (R) benzoilbenzoin enzimle reaksiyona

sokularak herhangibir rasemiklesme olup olmadig1 kontrol edilmesi hedeflenmistir.

Sonug: Pseudomonas sp. lipoprotein lipazi (PspLL) benzoil benzoin tiirevlerinin hidrolizinde
denenmistir ve bu enzimle hidrolizin yiiksek enantiyosaflikla gerceklestigi goriilmiistiir. Fakat
Enzimin “turnover sayist” olarak bilinen sayis: diisiik oldugundan yani bu hidroliz ¢ok diisiik

verimle gergeklestiginden bu enzimin kullamlmasindan vazgegilmistir.

e  Benzoin fosfanatin hidroliz reaksiyonlan

Kiral benzoinlerin sentezlenmesinde baslagic iiriinleri olarak benzoin fosfonatlar

Asil fosfonatlar [18] siyanat anyonunun varligmda fosfonat-fosfat tekrar diizenlenmesi ile
asil anyon eslenikleri ortaya g¢ikartan asil anyon onci molekilleridirler. Bu anyonlar
aldehitlerle reaksiyona girerek capraz-benzoin iirtinleri verirler.Bu yolla birgok aromatik-

aromatik, aromatik-alifatik ve alifatik-aromatik benzoinlerin sentezlenmesi miimkiin.

o, _-OEt
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Sekil 18 — Benzoin fosfonat molekiilii

Bu yolla sentezlenen degisik rasemik benzoin fosfonatlarin enantiyosecici hidrolizi sonucu
(kinetik ayrismas: ile) benzoin fosfonatin yanlizca bir enantiomerinin hidrolizinin olup o
enantiomerin benzoininin olusmasi ve reaksiyona girmeyen diger benzoin fosfonat
enantiomerinin reaksiyon ortaminda kalmasi beklenmektedir. Enantiyosegici enzimatik

hidroliz sonucu ortamda kiral benzoin fosfonat ve kiral benzoinin olmast beklenmektedir. [19]
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Sekil 19 — Benzoin fosfonatin kinetik ayrigsmasi

Genel olarak enzimatik reaksiyonlar iki farkh sistemde gerceklestirilirler;

- Tek fazl: sistemler: Bu tir sistemlerde organik veya sulu fazlardan biri kullanihr.

- Iki fazh sistemler: Bu tiir sistemlerde iki faz (organik ve sulu faz) birarada kullanilir.

Benzoin fosfonatin hidroliz reaksiyonu iki sekilde gerceklestirildi.
1. Tek fazh sistemler

2. Iki fazli sistemler

1. IKi FAZLI SISTEMLER:

Literatiirde degisik fosfonatlarin hidrolizi igin iki fazli sistemlerin genis bir sekilde
kullanilmasindan yola ¢ikilarak benzoin fosfonatlarin organik ve sulu faz olmak iizere
birbiriyle karigmayan iki sulu fazin kullanildigi model sistemde hidroliz reaksiyonu

denendi.

DENEY 1:

Reaksiyonlar 3ul benzoin fosfonatin hacim olarak 2 (organik faz): 5 (pH 7 50mM fosfat
tampon) oraninda iki fazin karisiminda ¢6ziiliip, enzim eklenmesi suretiyle 35°C calkalamah
su banyosunda baslatilmistir. Organik faz hacim olarak 1: 1 oranlarinda hegzan ve t-biitil

metil eterin karistinlmasiyla elde edilmistir.

Kullanilan Enzimler:

* Pseudomonas fluorescens lipazi
* Aspergillus lipazi
* Candida cylindracea lipazi
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* Bugday filizi lipaz
* Rhizopus niveus lipazi

* Penicillum roqueoforti lipazi

* Mucor mihei lipazi

* Domuz pankreasi lipazi

* Rhizopus arrhizus lipazi

* Pseudomonas cepacia lipazi

* Aspergillus oryzae lipaza

* Mucor javanicus lipazi

* Lipaz PL

* Lipaz TL

* Lipaz QLM

* Lipaz AL

* Lipaz MY 30

* Lipaz OF

* Lipaz SL

* Lipaz UL

Deneyler ince tabaka sistemiyle takip edildi. Oncelikli olarak MML ve PCL enzimlerinin

kullanildig1 reaksiyonlarda iirtin olmasi muhtemel spot gériildii. Bunun iizerine bu ortamlar

A

HPLC ile IA kolonda 90:10 (n-hekzan:i-propanol) ¢6ziicii sisteminde, 1ml/dak akis hizinda
analiz edildi. Bu kogullarda benzoin 15.457 ve 17.905 dakikalarinda pikler vermektedir.

O A O




Sekil 20 — MML enzimiyle gergeklestirilen benzoin fosfonatin hidroliz reaksiyonunun HPLC
analiz sonucu

Sekil 21 — PCL enzimiyle gergeklestirilen benzoin fosfonat hidroliz reaksiyonunun HPLC
analiz sonucu

MML ve PCL enzimiyle gergeklestirilen enzimatik reaksiyonlarm HPLC analizleri (sekil
3, 4) incelendiginde 16, 21 ve 23. dakikalarda pikler goriildii. Bu piklerin ne oldugunu
anlamak i¢in kor deney (kontrol) de analiz yapildi (sekil 5).

Bu analizlerde goriilen pikler kontrol deneyinin HPLC analizinde de gériiliince bu piklerin
ortamdan (enzimin varhgindan degil) kaynaklandig: ortaya ¢ikti. Bu yiizden farkli bir deneye

gecildi.

.
.
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Sekil 22 — Benzoin fosfonatin hidrolizinin kér (kontrol) deneyinin HPLC sonucu

DENEY 2:
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Daha sonra pH’m hidroliz iizerinde bir etkisinin olup olmadiginin anlasilmasi icin pH

etkisinin incelendigi bir deney yapildi bu deney setinde;
* pH 6,
*pH 7 ve
* pH 8 fosfat tamponlari, kullamlarak 6rnek olarak secilen enzimlerde hidroliz

reaksiyonu yukarida belirtilen reaksiyonun ayni sartlarinda denendi.

Reaksiyonlar 3 ul benzoin fosfonatin hacim olarak 2 (organik faz): 5 {pH 6-7-8 50mM

fosfat tampon) oraminda iki fazin kangiminda ¢bziiliip, enzim eklenmesi suretiyle 35°C

calkalamali su banyosunda baslatilmistir. Organik faz hacim olarak 1: 1 oranlarinda hegzan ve

t-biitil metil eterin karistirimasiyla elde edilmistir.

Bu deney setinde kullamlan enzimler soyle:

* Lipaz PL

* Lipaz TL

* Lipaz QLM
* Lipaz AL

* Lipaz MY 30
* Lipaz OF

* Lipaz SL

* Lipaz UL

Sonug: Denenen biitiin reaksiyon ortanlarinda kontrol amaciyla gerceklestirilen kor

deneyde de aym tiriin gériildii. Bu tiriin hidroliz {irimiinden ¢ok izomerlesme tirtiniinti andird1.

Buradan sulu sistemin hidrolize sebep olabilecegi sonucu ¢ikarildi. Buradan tek fazh sisteme

gecilmesi karan alindi.

2. TEK FAZ SISTEMLER:

Burada sulu sistem kullamlmayarak sadece organik ¢oziictilerde  reaksiyonlar

gerceklestirilmistir.

Reaksiyonlarda: Sul benzoin fosfonat 600 pl organik ¢oziiciide ¢cozilmus ve ilgili enzim

eklenip 35°C ¢alkalamali su banyosunda baglatilmistir.
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Kullanilan organik solventler soyledir:

* THF

* Toluen

Denenen enzimler sunlardir:

* Lipaz PL

* Lipaz TL

* Lipaz QLM
* Lipaz AL

* Lipaz MY30
* Lipaz OF

* Lipaz SL

* Lipaz UL

ii) Lipazlar disindaki enzimlerle gerceklestirilen hidroliz reaksivonlan

Burada denenen enzimler séyle siralanabilinir;

B-laktamaz: Sprey kurutucuyla hazirlanmig toz formu ve ham-saflastirilmamis enzim
(enzim igeren hiicre disi ortami) kullanilmistir. Reaksiyonlar pH 7, 37 °C’de DMSO
coziictiligiinde gergeklestirilmistir.

Serin alkalin proteaz: sprey kurutucuyla hazirlanmis toz formu kullanilarak fosfat +

DMSO tamponunda pH 7, 37 °C’de reaksiyon denenmistir.

Asit proteaz: (serin alkalin proteazla ayni kosullar uygulanmistir).

Sonu¢: Kullanilan enzimlerin higbiri benzoilbenzoinin biyotransformasyonunda basarih

olamamustir.

5. TARTISMA/ SONUCLAR:
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2)

3)

Bu proje kapsamida birgok benzoil benzoin ve benzoin fosfonat tiirevi sentezlenmistir.
Sentezlenen bu tiirevlerin bircok mikroorganizma ve enzimle reaksiyonlan

gerceklestirilmistir.

Mikroorganizmayla gergeklestirilen reaksiyonlarda aerobik organizmalar istenen
biyoddniisiimleri gerceklestirimezken kiifler nispeten iyi sonuglar vermistir.

Denenen kiiflerin hepsi degisik enantiyomerlik saflikta benzoil benzoinin hidrolizini
gerceklestirmistir. Kiiflerden Aspergillus flavus yiiksek enantiyosaflikta benzoil
benzoinin hidrolizi gergeklestirdiginden bu biyodéniisiim igin  en  uygun

mikroorganizma olmustur.

Enzimlerle gerceklestirilen reaksiyonlarda lipazlarla benzoil benzoinin ve benzoin
fosfonatin hidrolizi denenmistir. Benzoin fosfonatin hidrolizi ele alman biitlin
sistemlerde basarisizlikla songlanmistir. Benzoil benzoinin hidrolizi denenen lipazlar
igerisinde Pseudomonas sp. lipoprotein lipazi (PspLL) basarili olmus fakat enzimin bu
hidrolizi diisiik verimlilikle gergeklestirmesinden dolay: tercih edilmemigtir. Lipazlar

disinda denenen enzimlerin higbiri bagarili sonu¢ vermemistir.
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Bu proje kapsaminda aldehitlerden baglanarak kimyasal yontemler kullanilarak
biyokatalizérler i¢in substrat olabilecek simetrik ve simetrik olmayan bircok benzoil
benzoin ve benzoin fosfonat tiirevieri sentezlenmigtir. Sentezlenen bu tiirevlerin degisik
mikroorganizma ve enzimlerle reaksiyonlari gergeklestirilmisti.  Bu  reaksiyonlar
sonucunda enzimatik-kinetik aynstirma, dinamik kinetik ayristirma  ve  insitii
derasemiklestirme reaksiyonlar: kullanilarak kiral benzoin tiirevlerinin yiiksek kimyasal

ve optik verimle sentezlenmesi igin uygun biyokatalizor sistemleri gelistirilmistir.
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