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YUKSEK LiSANS TEZI

BOX-BEHNKEN TASARIM TABANLI OPTiMiZASYON STRATEJISI
KULLANILARAK ¢“Lactobacillus Senmaizuke’’ BIYOKATALIZORU ILE 4-
METOKSI ASETOFENON'UN ASIMETRIK INDIRGENMESI

Mervenur KAVi
Temmuz 2021, 48 sayfa

Biyokatalizorler, nemli kimyasallarin iiretiminde geleneksel kimyasal katalizorlere gore daha
secici, cevre dostu ve daha giivenli olduklart icin giderek daha fazla kullanilmaktadir.
Enantiyosaf kiral sekonder alkoller, ilag, biyolojik aktif molekiiller ve diger kimyasallarin
sentezi i¢in Onciiler olarak Onemlidir. Kiral sekonder alkollerin fonksiyonel gruplari,
rasemizasyon olmaksizin kolaylikla diger fonksiyonel gruba donistiiriilebilir. Enantiyomerik
olarak saf (R) ve (S)-1-(4-metoksifenil) etanol, loratadin, antihistaminler ve difenhidramin
hidrokloriir gibi c¢esitli ilag ara maddelerinin {iretimi i¢in 6nemli bir molekiildiir. Bu tez
kapsaminda, bu anahtar molekiil, biyokatalizor olarak Lactobacillus senmaizuke kullanilarak 4-
metoksiasetofenondan sentezlendi. pH, inkiibasyon siiresi, sicaklik ve karigtirma hizi gibi
reaksiyon kosullari, Box-Behnken deneysel tasarim tabanli optimizasyon stratejisi kullanilarak
optimize edildi. Tam hiicreli Lactobacillus senmaizukei ile 4-metoksiasetofenonun (S)-1-(4-
metoksifenil) etanol’e indirgenmesi i¢in 6ngoriilen biyo-rediiksiyon kosullari, 29°C sicaklik,
5,8 pH, karistirma hizi 155 rpm ve inkiibasyon siiresi 50 saat olarak Box-Behnken deneysel
tasarim ile belirlendi. (S)-1-(4-metoksifenil)etanol, Lactobacillus senmaizuke kullanilarak bu
optimum biyoindirgenme kosullarinda >%99 doniisiim, >%99 enantiyomerik fazlalik ve % 96
verimle {retildi. 4-metoksiasetofenonun biyoindirgenme etkinligi, kiiltiir parametrelerinin
ikinci dereceden ve dogrusal etkilerinden 6nemli 6l¢iide etkilenmistir. Bu sonuglar, katalitik
biyo-rediiksiyon reaksiyonlar1 igin kiiltiir optimizasyon parametrelerinin roliinii ve bu
parametreleri optimize etmek i¢in Box-Behnken yonteminin etkinligini gostermek igin ¢ok
onemlidir.

Anahtar Kelimeler: Asimetrik indirgenme, biyokatalizor, (S)-1-(4-metoksifenil)etanol, Box-Behnken
optimizasyon, Lactobacillus senmaizuke.



ABSTRACT

MASTER THESIS

ASYMMETRIC REDUCTION of 4-METHOXY ACETOPHENONE by ‘‘Lactobacillus
Senmaizuke’’ BIOCATALYZER USING BOX-BEHNKEN DESING-BASED
OPTIMIZATION STRATEGY

Mervenur KAVi
July 2021, 48 Pages

Biocatalysts are increasingly used in the production of important chemicals as they are more
selective, environmentally friendly and safer than traditional chemical catalysts. Enantiopure
chiral secondary alcohols are important as precursors for the synthesis of drug, biological active
molecules and other chemicals. The functional group of chiral secondary alcohols can be easily
transformed into other functional group without racemazation. Enantiomerically pure (R) and
(S)-1-(4-methoxyphenyl) ethanol is an important molecule for the production of various drug
intermediates such as loratadine, antihistamines and diphenhydramine hydrochloride. In this
thesis, this key molecule was synthesized from 4-methoxyacetophenone using Lactobacillus
senmaizuke as a biocatalyst. The reaction conditions, such as pH, incubation period,
temperature and agitation speed, were optimized using Box-Behnken experimental design-
based optimization strategy. The predicted bioreduction conditions for the reduction of 4-
methoxyacetophenone to (S)-1-(4-methoxyphenyl) ethanol with whole-cell Lactobacillus
senmaizukei were found to be temperature of 29°C, pH of 5.8, agitation level of 155 rpm and
incubation period of 50 h. (S)-1-(4-methoxyphenyl) ethanol was produced using Lactobacillus
senmaizuke in >99% conversion, >99% enantiomeric excess and 96% yield in this optimum
bioreduction conditions. The efficiency of the bioreduction of 4-methoxyacetophenone was
importantly affected by the quadratic and linear effects of culture parameters. These results are
crucial to demonstrate the role of culture optimization parameters for catalytic bioreduction
reactions and the effectiveness of the Box-Behnken method to optimize these parameters.

Keywords: Asymmetric reduction, biocatalyst, (S)-1-(4-methoxyphenyl) ethanol, Box-Behnken
optimization, Lactobacillus senmaizuke.
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BIRINCIi BOLUM

Giris
Arastirmani Konusu ve Problemi

Kimya endiistrisi topluma ¢ok sayida 6nemli iiriin sagladigindan ve diinya ¢apinda en
biiyiik ekonomik sektorlerden biri oldugu i¢in toplumda merkezi bir role sahiptir. Kimya
endiistrisi, bu rekabet¢i konumu korumak ve pazarlara basarili bir sekilde girebilmek igin
yenilik yapmaya zorlanmistir. Buda, iriin kalitesinden 6diin vermeden yenilenebilir
kaynaklardan kimyasallarin liretimine daha fazla odaklanilmasina, daha yesil sentetik yollarin
tesvik edilmesine ve daha az toksik yan {irlin ve atik iiretilmesine neden olmustur. Toksik
molekiillerin tiikketimini Ve yan iirlin olarak elde edilmesini azaltmak veya ortadan kaldirmak
icin kimyasal iirtin ve islem tasarimi olarak bilinen “Yesil Kimya”, yeni nesil metotlarin ve
iirlinlerin tasarimini, ¢evre dostu ve ekonomik olarak daha rekabetci hale getirmektedir. Bu
baglamda biyoproses ilag sanayi basta olmak tizere birgok alana siirdiiriilebilir, ¢evre dostu
yenilikler getirmistirler. Bundan dolay1 biyokatalizdrlere olan ilgi her gecen giin artmaktadir.
Biyokatalizorler 1liman reaksiyon sartlarinin yansira, yiiksek oranda secicidirler ve bu nedenle
sentetik organik kimyada biiyiik ilgi gormektedir. Bundan dolay1 6zellikle ilag 6ncii maddeleri
olabilecek kiral bilesiklerin sentezini biyokatalizorler ile yapmak olduk¢a 6nemli hale gelmistir.
Bunun igin asimetrik bilesiklerin sentezinde kullanilabilecek yeni bir biyokatalizoriin ve

prosesin ortaya ¢ikarilmasi oldukca dnemlidir.

Arastirmanin Amaci

Kiral sekonder alkoller gesitli biyolojik aktif bilesiklerin, dogal iiriinlerin ve ilaglarin
sentezinde kullanilan degerli molekiillerdir. Son yillarda ilag sanayi, kimya, kimyasal tarim ve
kozmetik gibi alanlarinda enantiyomerik olarak saf bilesiklere her gecen giin talep artmaktadir
ve bu yiizden bu bilesiklerin tiretiminde 6nemli ¢ikis molekiiller olan kiral sekonder alkollere
olan talepte her gegen giin artmaktadir. Piyasada bulunan ilaglarin ¢ogu kiraldir ve bu ilaglarin
biiyiik bir kismimin yapisinda birden fazla kiral merkeze bulunmaktadir. R-denopamin, L-
klorpromazin, S-fluoksetin ve R-atomoksetin gibi bir ¢ok ilag kiral aromatik sekonder
alkollerden sentezlenebilmektedirler. 1- (4-metoksifenil) etanolin hem R hem de S

enantiyomeri ilag onciisii olarak kullanilmaktadir. Enantiopure (S)-1-(4-metoksifenil) etanol,

1



genel alerjik tepkileri tedavi etmek i¢in kullanilan sikloalkil[b]indollerin sentezi igin anahtar
bir kiral yap1 blogudur. (R)-1-(4-metoksifenil) etanol ise anti-enflamatuar aktiviteye sahip
propanoik asitlerin hazirlanmasinda kullanilabilir. Bu ¢alismada, Lactobacillus senmaizuke
biyokatalizorii ile 4-metoksi astofenon’un asimetrik biyoindirgenmesi hedeflenmektedir (Sekil
1).

o OH OH

Lactobacillus senmaizuke + :
Box-Behnken (BB)
MeO MeO MeO

Sekil 1. Lactobacillus Senmaizuke biyokatalizorii ile 4-metoksi asetofenonun asimetrik
indirgenmesi.

Ayrica bu calismada reaksiyon sartlarinin optimizasyonu klasik metotlar yerine Box-

Behnken optimizasyon stratejisi kullanilarak yapilacaktir.

Arastirmanin Onemi ve Gerekgesi

Kiralite, birgok ilacin etkinliginde kilit bir faktoérdiir. Enantiyomerlerin farkli biyolojik
etkilerinden dolay1 bir enantiyomer pozitif bir etki gosterebilirken, diger enantiyomer ya etki
gostermeyebilir ya da telafisi imkansiz sonuglar dogurabilecek negatif etki
gosterebilmektedirler. Yukarida bahsedildigi gibi 4-metoksi asetofenon’un asimetrik
indirgenmesi sonucu elde edilen her iki enantiyomerinin de ila¢ Oncii maddesi olarak
kullanilabilmektedir. Bundan dolay1 bu tez kapsaminda 4-metoksi asetofenon substrat olarak
secilmis ve Lactobacillus senmaizuke biyokatalizorii ile enantiyosaf olarak (R) veya (S)-
enantiyomerinin sentezi hedeflenmistir. Bu ¢alismanin amaci 6nemli bir substrat olan 4-
metoksi asetofenon’un  biyokatalizor kullanilarak asimetrik olarak indirgenmesini
gerceklestirmek ve enantiyomerlerden birisini saf olarak elde etmektir. Ayrica Box-Behnken

optimizasyon stratejisi bu substratin asimetrik indirgenmesinde ilk kez kullanilacaktir.



IKiNCi BOLUM

Kuramsal Cerceve ve Alan Yazin Derleme
Kuramsal Cercgeve
Asimetrik sentez.

Asimetrik sentez reaksiyonlar1 optik olarak aktif kiral ara maddelerin kolayca elde
edilmesini saglayan reaksiyonlardir (Nakamura, & Kaoru, 2003, s.2670). Dogada bulunan
bilesiklerin 6nemli bir kismi klinikte kullanilan ilaglarin birgogu tek bir enantiyomer
formundadir. Ayrica, enantiyomerik saf bilesikler gida, zirai, parfim gibi alanlarda
kullanilmaktadir. Bu siireg, yeni Kkiral maddelerin, kiral organik Kkatalizorlerin ve

biyokatalizorlerin hizli biiyiimesine yol agmuistir.

Kiralite.

Kiralite, cheiros sozctigiinden gelip Yunanca’da el anlamina gelmektedir. Kiral nesne
kendi goriintiisii ile aym bilesigin ayna goriintiisiiniin st liste ¢akismayan nesneler olarak
tanimlanmaktadirlar. Kiral olmayan molekiilde ise bu goriintiiler st tiste gakisir (Tiiziin, 1993).
Ornegin dort farkli grubun bagli oldugu karbon atomunu igeren bilesiklerin ayna goriintiisii ile
kendi goriintiisti ayn1 degildir ve bu bilesikler kiral bilesiklerdir (Sekil 2).
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Sekil 2. Kiral karbon atomunun ayna goriintiisi.

Kiralite, dogada canli sistemlerde ¢ok yaygmn olarak bulunmaktadir. Ornegin;
aminoasitler, lipitler, proteinler kiral yapida molekiillere sahiptir ve kiral tarzda etkilesim

gosterirler (Nejem, 2004, s.2). Kiralite farkli molekiiller iizerinde goriilebilir. Ornegin; bir



karbon atomuna dort farkli grup bagli oldugunda ayna goriintiisii ile kendi goriintiisii ayni
degildir (Sekil 3).
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Sekil 3. Kiral bir molekiiliin ayna goriintiisii.

Bu molekiillerde merkezde bulunan karbon atomu stereomerkez olarak bilinir. Bu merkez
optikge aktiftir. Birbirinin ayna goriintiisii olan bu yapilar enantiyomerlerdir ve biri diizlem

polarize 15181 sola dogru ¢evirirken digeri saga dogru ¢evirir (Bunnett, 1999, s.1341).

Enantiyomerler ve ozellikleri.

Bir nesne ile nesnenin ayna goriintiisii birbiri ile ¢akismiyorsa bu iki molekiile
enantiyomer ¢ift denir. Kiral bir objenin her iki formundan biri R olarak digeri S olarak
isimlendirilir (Sekil 4). R rectus saga geviren, S sinister sola ¢eviren anlamina gelmektedir.

Enantiyomerlerden birisi polarize 151k diizlemini saga (+), digeri sola (-) gevirir.

enantiyomer gifti (stereoizomer)

‘ simetri dizlemi |

H\\\"C* E c “'”H
G I A
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S-bitan-2-ol R-butan-2-ol

Sekil 4. (S)-biitan-2-0l ve (R)-biitan-2-0l molekiilii.



Enantiyomerlerin ¢evirme acilar1 disinda tiim kimyasal ve fiziksel 6zellikleri aynidir ve bu
enantiyomer ciftleri farkli biyolojik etkilere sahip olabilmektedir. Ornegin; biri biyolojik
aktiviteye sahip olurken digeri toksik etki olusturabilmektedir (Maier, Franco, & Lindner,
2001).

Optikgee aktiflik.

Optikce aktif maddeler organik yapida veya inorganik yapida olabilirler. Bunlardan
polarize 151k diizlemini saga cevirenlere dekstrojir, sola c¢evirenlere ise levojir denir. Saga
cevirenlerin Oniine (+), sola ¢evirenlerin Oniineyse (-) konur. Polarimetreler polarize 1s1k
diizlemini ¢evirme agisint 6l¢gmek i¢in kullanilan cihazlardir (Sekil 5) ve ayrica polarimetreler
molekiil boyutlar1 ile derisim miktar1 tayininde ve bir¢ok gida maddelerinin kontrol edilmesi

amaciyla da kullanilir (Atkins, & Carey, 1997).

A 4
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Sekil 5. Polarimetrenin genel gosterimi.

Enantiyosaf olan maddeleri rasemik maddelerden ayiran 6zellik polarize 11k diizlemini
sola ya da saga cevirmeleridir. Bu &zellik, maddelerin yapisinda bulunan asimetrik atom
merkezinden kaynaklanir. Fakat asimetrik molekiil sadece karbon atomu degildir. Ornegin;
oksijen, azot ve fosfor gibi molekiillerde asimetrik atom merkezine sahiptir. Bir molekiilde biri
digerinin ayna goriintiisii olan fakat {ist iiste ¢akistirilamayan iki enantiyomer bulunuyorsa
asimetrik molekiildiir. Bir maddenin optik¢e aktiflik 6zelligi sahip olabilmesi igin
enantiyomerlerinden birisinin miktarinin digerinden fazla olmasi gerekmektedir (Atkins, &
Carey, 1997).

Rasemik karisim.

Rasemik karisim, birbirinin ayna goriintiisii olan her iki enantiyomeride esit sayida
barindiran kiral bilesiklere denir. Rasemik karisimlar diizlem polarize 15181 ¢evirmeyen

karisimlardir (Dreamsteam, 2007). Gida sanayinde optikge aktiflik sekerlerin tanimlanmasinda



ve tayininde kullanilir. D-glukoz polarize 15181 sola ¢evirirse D-(-)-glukoz, saga ¢evirirse D-(+)-

glukoz seklinde gosterilir.

Ilag sanayinde, gida, biyokimya endiistrisinde optikge aktif, enantiyosaf bilesikler tercih
edilir (Bohringer, Morgenstern, Schneider, & Berndt, 1999). Ilac sanayisinde kiral maddelerin
enantiyomer ciftleri farkli etki gosterebilmektedir. Enantiyomer ciftilerinden biri istenen etkiyi
gosterirken digeri istenmeyen etki gosterebilmektedir. Istenmeyen etkiyi gdsteren enantiyomer

zararli olabilmektedir, bu yiizden oran1 % 0.1 oranina diistiriilmek istenir (Bohringer vd., 1999).

Rasemik karisimlarin erime noktalari saf enantiomerlerinkinden farklidir. Kiral olan
bilesikler kimyasal olarak sentezlendiklerinde rasemik karisim olarak elde edilirler. R ve S
enantiyomerleri esit olarak elde edilirler. ilag sanayisinde bu iki enantiyomerin oran1 nemlidir.
Bu iki enantiyomer farkli biyolojik aktiviteler gosterebileceginden, enantiyomerleri birbirinden
ayirarak enantiyomerik saf bilesikler elde etmek ila¢ endiistrisi i¢in ¢ok Onemlidir
(Kordikowski, York, & Latham, 1999). Ornegin enantiyomer ciftlerinden hangisinin istenen
aktivitede oldugunu ayirt etmek kullanilan ilacin hastada meydana getirecegi olumsuz etkiyi
engellemede onemlidir. Rasemik karisim halinde piyasaya siiriilen ilaglarin yan etkileri fark
edilince akademik ve endiistriyel anlamda 6nemli kiral bilesiklerin elde edilmesi i¢in ¢ok sayida

enantiyosegici metotlar gelistirilmistir (Sheldon, 1993).

Asimetrik sentezin onemi.

Asimetrik sentez basta ilag sanayisi olmak lizere ziraat, gida, eczacilik alaninda da
onemi artmaktadir. Uretimi yapilmis 5000 kayitl ilacin biiyiik bir kism1 dogal {iriinlerden veya
kimyasal olarak elde edilmektedir. Uretilen ilaglar ya rasemik halde ya da enantiyomerik saf
madde olabilmektedir. Eczacilik yani ilag endiistrisinde tek enantiyomer olarak elde edilir
(Babaarslan, 2008). ilag iiretiminde ilk dénemlerde diinya genelinde iiretilen ilaglar rasemik
olarak firetilip piyasaya siiriilmiis ve istenmeyen sonuglar ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle

gliniimiizde enantiyosaf olarak elde edilmektedir.

Rasemik halde piyasaya siiriilen ilaglarin ciddi yan etkiler olusturdugu bilinmektedir.
Rasemik halde iiretilen ve istenmeyen sonucglara neden olarak bilinen ilk ilag 6rnegi talidomittir.
Bu ilag 1957 yilinda hamile bayanlarda mide bulantisim1 giderici ilag olarak satilmigtir. 1960
yil1 sonrast bu ilacin yan etkileri ortaya ¢ikmaya baslamistir. Talidomit kullanan gebelerin
bebeklerinin dogum sonrasinda fizyolojik farkliliklar gézlenmistir (Buharalioglu C. &
Buharaoglu G., 1960) (Sekil 6).



Sekil 6. (S) -talidomidin meydana getirdigi fizyolojik farkliliklar.

Yapilan arastirmalarda R enantiyomere sahip talidomid’in gercekten istenilen etkiyi
gosterdigi bulunurken, S enantiyomerin bu fizyolojik bozukluklara sebep oldugu belirlenmistir.
Bu tarihi vaka asimetrik sentezin ne kadar énemli oldugu gosteren belge olarak tarihte yerini

almistir (Ananthanarayanan, Tetreault, & Saint-Jean, 1993, s.87) (Sekil 7).

O O O o

NH NH
N o N o
o o

(R)-talidomid (S)-talidomid
Sekil 7. Talidomid’in (R) ve (S) enantiyomeri.

Rasemik olarak piyasaya siiriilen ve istenmeyen sonuglar meydana getiren diger bir
ornek Ketamin’dir. Ketamin insan ve hayvan ameliyatlarinda anestezide kullanilan bir
maddedir. Rasemat seklinde uygulandiktan sonra hastalarda zihinsel ve halusinasyon
kanigikliklar gozlenmistir. Ketamin’in enantiyomerleri arastirildiginda S-(+) ketaminin
anestezik oldugu, R-(-) ketamin ise istenmeyen yan etkilere sahip oldugu rapor edilmistir.
(Karadeniz, 2006, s.8) (Sekil 8).

Cl Cl
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Sekil 8. Ketamin’in (R) ve (S) enantiyomeri.



Enantiyomerik saflik.

Enantiyomerik saflik; enantiyomer ¢iftlerin birinin digerinden fazla miktarda olmasidir.
Genelde % olarak ee ile ifade edilir. % 100 ee degerine sahip bilesikler, enantiyomerik olarak
saf kabul edilirler. Ozel bir proses ile yapilmadiginda laboratuvarda sentezlenen bilesikler
genellikle rasem olarak selde edilirler. Dogada serbest veya bir gruba bagli olarak bulunan
bilesikler S veya R enantiyomerleri halinde bulunurlar. Bu iki enantiyomer ¢ifti farkli biyolojik
etkilere sahiptir. Bu sebeple enantiyomerlerden yalniz bir tanesi istenen aktiviteye sahiptir ve
farmakolojik agidan tercih edilir (Williams, Riley, Sigvardson, Fortunak, Nicolas, Unger,
Krahn, & Bremmer, 1998).

Enantiyomerik olarak saf bilesiklerin sentez yontemleri.

Kiral bilesikler canli sistemlerde bulunan kiral maddeler ile farkli bir sekilde
etkilesmeleri sonucu farkli biyolojik aktiviteler gosterebilmektedirler. Bundan dolay:
enantiyomerik olarak saf bilesiklerin kullanimi tercih edilmektedir. Karmasik bir yapiya sahip
olan kiral molekiiller kademeli sentez yontemleri ile elde edilmektedirler. Bu bilesiklerin tiretim
prosediirii iki ana baslik altinda toplanabilir. Bunlardan birincisi, tepkime sirasinda kiral bir
etkinin olmadig1 sartlarda iiretilen rasemik karistmmm R ve S enantiyomerlerinin ayrildig
rezoliisyon metodlari; ikincisi ise reaksiyon ortaminda bir bilesigin kiral etki kaynagi oldugu
kosullarda enantiyomer ¢iftlerinden birinin fazla oldugu asimetrik sentezlerdir. Enantiyomerik
olarak saf bilesik elde edebilmek i¢in ti¢ farkli yontem kullanilmaktadir, Bunlar; kiral havuz
yontemi, prokiral substratlar ve rasematlardir (Ghanem, & Aboul-Enein, 1999, s.3332) (Sekil
9).

Enantiyomernk saflikcta bilegik

|
Kiral havuz Prolaral substrat Raszemat
[ el b | | | |

Sentez Asimetrik sentez | | Eromatografi Kristalizasyon

Emnetik rezolisyon




Sekil 9. Enantiyomerik olarak saf bilesiklerin elde edildigi yontemler.

Stereosecimli sentez.

Stereose¢imli sentez metodu, kiral havuz adi verilen kiral baslangic molekiil ile
kimyasal veya biyolojik kiral aywrict ve asimetrik cevre kullanilarak akiral bilesiklerle

gerceklestirilebilir.

Rasemat rezoliisyonu.

Rasemik karigimlarin ayrilmasi ile enantiyomerik olarak saf bilesiklerin ayrilmasi i¢in
uygulanabilen en eski metottur. Asimetrik sentezlerdeki rasematlarin ayrilmasi, endiistriyel
sentezlerde tek enantiyomerlerin elde edilmesi ig¢in 6nemli bir metot olarak kullanilmaktadir
(Wilen, Collet, & Jacques, 1977, s.2730). Fakat bu yontem veriminin diisiik olmasi1 nedeni ile
cok fazla tercih edilmemektedir. Enantiyomerlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ¢evirme
acisinin igareti disinda ayni oldugundan, bunlar1 birbirinden ayirmak ig¢in ¢esitli yontemler

gelistirilmistir (Aklan & Bayraktar, 2007) (Sekil 10).

Rasematlar

Rezoliisyon

(Yanima)
Kinetik Kristalizasyon Kromatografi
Enzimatik Kimyasal
| |
[ Enantiyomerce Saf Bilesikler

Sekil 10. Rasemat rezoliisyonu i¢in kullanilan metotlar.



Tercihli kristalizasyon.

Tercihli kristalizasyon metodu kati kristal maddelere uygulanabilen bir yontemdir.
Enantiyomerlerden birinin kristallenmesi, digerinin kristallenmemesi i¢in ortama farkli katki

maddeleri eklenerek tercihli kristallendirme islemi yapilmaktadir (Soyer, 2007, s.9).

Diastereomer kristalizasyon.

Ayirma, rasemik bilesigin uygun bir optik olarak aktif madde ile reaksiyon yoluyla
diastereomerlerine doniistiiriilmesiyle gergeklestirilir. Diastereomerlerin fiziksel 6zellikleri
birbirinden farkli oldugundan, ¢oziintirlik farkindan dolayr kolon kromatografisi veya
kristalizasyon yoluyla birbirlerinden kolaylikla ayrilabilirler. Diastereomerler ayrildiktan

sonra, her iki enantiyomer de uygun bir yontemle optik olarak saf bir bicimde geri kazanilir
(Blaschke, 1980, s.15).

Kromatografik yontemle ayristirma.

Enantiyomer ¢iftlerinin kiral bir bilesikle olan etkilesimleri birbirinden farkl
oldugundan dolayr rasemik karisimlar kiral dolgu malzemeleri bulunan kolonlar araciligiyla
ayrimi gerceklestirilebilir. Enantiyomer ¢iftlerinin ayrilmasi i¢in kullanilan kromatografik
yontemler, ince kolon kromatografisi, tabaka kromatografisi ve sivi kromatografisidir

(Blaschke, 1980, s.17).

Kinetik rezoliisyon.

Kinetik ¢oziintirliik, rasemik bir karisimdaki enantiyomer ciftlerinin kiral katalizorler
yardimiyla baska bir kiral bilesige doniistiiriilmesidir, enantiyomer ¢iftlerinden biri digerinden
daha hizli doniistiiriiliir. Kinetik ¢oziiniirliik; Kimyasal kinetik ¢oziiniirliik, enzimatik kinetik
cOziiniirlik olarak iki sekilde yapilir. Kiral katalizoriin iirline doniisiimii sirasinda
enantiyomerlerin olusturdugu gecis komplekslerinin aktivasyon enerjileri arasinda énemli bir
enerji farki olmalidir. Diisiik aktivasyon enerjisi ile gecis kompleksi olusturan enantiyomer
daha hizli irline doniisiir. Aktivasyon enerjileri arasindaki fark arttikca diisiikk enerjili
enantiyomerin doniisiim oram diger enantiyomerden daha yiiksektir (Strauss, Felfer, & Faber,
1998, 5.112). Ayrica enantiyomerik zenginligin (ee) fazla olmasi ig¢in doniistim %50°de kesilir
ve bundan dolay1 teorik verim %350’yi gecmez. Reaksiyon takibi i¢in kiral kolonlu HPLC

kullanilir. Bu durum ydntemin sinirhiliklar arasindadir.
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Kiral sekonder alkollerin é6nemi.

Son yillarda diinya genelinde ila¢ endiistrisinin en fazla ilgi duydugu arastirma
alanlarindan biri kiral ilaglarin tiretimi ve piyasaya siiriilmesidir (Stinson, 1998). Enantiyomer
ciftlerin kiral ortamlarda gosterdikleri farkli davranislar anlagilmadan once toksik etki
gosterecek enantiyomerin onemsiz oldugu kabul edilerek kiral ilaclar sentez asamasinda

rasemik olarak piyasaya siiriilmiistiir.

Iki enantiomer arasindaki biyokimyasal farkliliklar zamanla arastirildikca enantiyomer
ciftleri lizerinde ¢alismalar artmistir. Gliniimiizde enantiyomerler ¢iftlerinin birbirinden farkli
etki gosterdigi kesfedilince kiral ilaglar tek enantiyomer olarak piyasaya stiriillmeye
baslanmistir (Siileymanoglu, 2011, s.57). Bu durum son yillarda kiral ilaglarin ilag
endiistrisindeki satiglarinin arttig1 goriilmektedir (Caglar, 2009, s.49) (Tablo 1).
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Tablo 1. Kiral llaclarin Yillik Satis Miktar

Biitiin ilaclar Kiral ilaclar

$ Milyon 1999 2000 1999 2000 2005
Agri kesici $21,500 $23,000 $1.173 $1,291 51,395
Antibiyotik 29,3 31,7 24,918 26,14 29,747
Antiviral 17,7 19,1 6,717 8,82 12,201
Eanser 13,7 15,6 8,891 10,69 13,605
Kalp-damar 427 46,6 24 895 27,65 34,627
Merkezi stir sistemlert 47,7 239 8,439 5,054 14,7
Der1 hastaliklar 17,9 18,4 16,202 1,272 1,54
Hormon 20 22 14,51 15,384 1879
Géz hastalklar 7.1 74 1,27 2,265 2,705
Solunum sistemlert 36,5 40 5 5,696 6615 962
Diger 45,5 49 2 8,751 10,281 14,05
Toplam $260,000 | £3%90,000 | $117,763 | $132,514 | £171,865

Rasemik formdaki kiral ilaglarin enantiyomer ciftlerinden biri aktif iken digeri inaktif
olabilir. Ornegin; viicuttaki agir metal zehirlenmelerinde kullanilan ve bir a-amino asit olan
penisilamin’in R ve S enantiyomerleri farkli etkiye sahiptir. S-penisil amin asit agir metallerin
viicuttan uzaklastirilmasina yardimci olurken R-penisilamin korliige neden olur (Ozyiirek,

Kalin, & Ozdemir, 2020, s.1149). (Sekil 11).

NH, NH,
H,C OH H,C_ _~_ _OH

HiC sy o HiC sy o

Sekil 11. R ve S Penisilamin

Enantiyomerlerden her biri farkli dzelliklere sahiptir. Ornegin; iltihap giderici dzellige
sahip olan ibuprofenin yalnizca (S) izomeri etkili olurken, (R) izomeri inaktif etkiye sahip
degildir. (S) izomerinden olusan bir ila¢ rasemata gére daha hizli bir etki gosterir. Yiiksek
tansiyon hastalarinda kullanilan bir ila¢ olan metildopa da ise sadece (S) izomeri aktif etki

gosterir (Karadeniz, 2006, 5.58) (Sekil 12).
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Sekil 12. Metil Dopa’nin S enantiyomeri.

Istenmeyen toksik enantiyomerin uzaklastirilmasi; kullamlan ilag dozunun yariya
indirilmesi ve toksik etkisi olmayan enantiyomerik agidan saf ilaglarin kullanilmasi insan
saglig agisindan onemli konulardir. Bu nedenle son yillarda enantiyosaf ilaglarin kullanimi

rasemik ilaglara gore artig gostermistir (Wanda, & Agnieszka, 2004).

Alan Yazin Derlemesi

Son yillarda rasemik olmayan enantiyosaf bilesikler kimyasal ve biyolojik olarak elde
edilmektedir. Enantiyosaf bilesik eldesinde kiral ajan olarak biyokatalizor ya da kemokatalizor
kullanilarak optik¢e aktif enantiyosaf ilaglar iiretilmektedir (Ghanem, & Aboul-Enein, 2004,
5.3332). Enzimlerin veya mikroorganizmalarin katalizor olarak kullanildigi biyolojik
katalizorler iceren tek enantiyomer bilesiklerinin farmasétik endiistrisinde liretilmesinin 6nemi

giderek artmaktadir (Kurbanoglu E., Zilbeyaz, Kurbanoglu N., & Taskin, 2007).

Kimyasal katalizorler biyolojik katalizorler ile karsilagtirildiginda kimyasal katalizor
kullaniminin baz1 dezavantajlar1 vardir. Kimyasal katalizorler; ¢evre dostu olmayan, segicilige
az, tepkime sirasinda olusan yan iiriin fazlaligi, Uiriin donlisim oraninin diisiik olmasi ve
kullanim maliyeti fazladir (Hage, Petra, Field, Schipper, Wijnberg, Kame, & Schoemaker,
2001, s.1031). Biyokatalizorlerin avantajlari, yiiksek verim elde edilebilmesi, segicilik,
kararlilik ve aktiviteleri duyarlidirlar, ¢oziicii olarak su kullanilabilir ve pek ¢ok ortama uyum
saglayabilecek reaksiyon kosullarina sahiptirler. Biyokatalizorler tepkimelerin hizhi
gerceklesmesinde etkilidir. Biyokatalizorler; bitki, hayvan veya farkli mikroorganizmalardan
izole edilen enzimler ile elde edilirler. Elde edilen bu enzimler maliyet agisindan uygun olmakla
birlikte tekrar tekrar elde edilebilmektedir. Ayn1 zamanda biyokatalizorler ¢evre dostu olduklari
icin dogada kolayca ayrisabilmektedirler (Nakamura, Yamanaka, Matsuda, & Harada, 2003).
Biyokatalizorler; izomerizasyon, rasemizasyon gibi istenmeyen tepkimelerin olusmasini
engellerler. Ayn1 zamanda spesifik olduklari i¢in substrata etki edecek enzim belirli bolgeyi
katalize eder. Bircok reaksiyonu katalizleyebildikleri i¢in yiiksek enantiyosegici 6zelligede
sahiptir (Wu, & Liang, 1999, s.339). Enzimin aktif bolgesi asimetrik etki gostererek rasemik

bilesikte enantiyosecici davranir.
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Boylece tek enantiyomer katalize edilir. Tepkimelerde yiliksek verimle enantiyosaf

bilesik elde edilmesi biyokatalizorlerin asimetrik sentezdeki 6nemini géstermektedir.

Substrat veya iiriin inhibisyonuna sahip olmalar1 ve reaksiyonlarin su igeren ¢ozeltilerde
gerceklestirilmesi dezavantaj olarak bilinmesine ragmen, bu dezavantajlarin kavram yanilgilar
ve Onyargilar oldugu ortaya ¢cikmistir (Rozzell, 1999, s.2259). Bir¢ok enzim uzun siireli
kullanim kosullarinda kararlidirlar ayn1 zamanda bilinen her organik reaksiyon tipine uygun
enzim-katalizli reaksiyon bulunmaktadir. Dogada bulunan biyokatalizorlerin sahip oldugu

ozelliklerin hepsi istenilen reaksiyon kosullari ile uygun hale getirilebilir (Johannes, Simurdiak,
& Zhao, 2005).

Son yillarda, mikroorganizmalar, saf enzimler ve bitki ve hayvanlardan elde edilen
kiiltir hiicreleri de dahil olmak iizere prokiral ketonlarin biyokatalizor olarak biyo-indirgenmesi

tizerine farkl ¢aligmalar yapilmistir.

Yang ve arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢aligmada (2006) Rhodotorula sp. AS2.2241
hiicreleri kullanilarak prokiral ketonlarin asimetrik indirgenmesi ile ilgili sekonder alkol elde
etmislerdir. Mikrobiyal indirgeme sistemi, ¢esitli aromatik ketonlarin ve asetilpiridinlerin (>%
97 ee) indirgenmesinde yiiksek aktivite ve enantiyosegicilik gosterirken, a- ve f-keto esterlerin
indirgenmesinde orta ila yiiksek enantiyosegicilik gostermistir. Rhodotorula sp. AS2.2241
hiicreleri kullanilarak 2-bromo-1-(4-nitrofenil) etanon’un asimetrik indirgemesi sonucu elde
edilen (R)-(2-bromo-1-4-nitrofenil)etanol 97% ee oraninda sentezlenmistir (Sekil 13).
Biyokatalizor ile elde edilen (R)-(2-bromo-1-(4-nitrofenil)etanol ’{in yiiksek aktivite gostermesi
ve yiiksek oranda enantiyosaf olarak elde edilmesi ile organik sentez i¢in kullanilabilirligi
gorilmiistir.

0o Rhodotorula sp. AS2.2241 OH

R R R™ "R

o OH OH

Br Rhodotorula sp. AS2.2241 Br i-PrNH, H
-
A B \r
O,N O2N O2N

2 2

Sekil 13. 2-Bromo-1-(4-Nitrofenil) Etanon’un asimetrik indirgemesi.

Kumaraswamy ve arkadaslari yaptiklar1 g¢alismada (2003) Phaseolus aureus L
biyokatalizor olarak kullanilarak ¢esitli prokiral ketonlarin asimetrik indirgenmesi
gergeklestirilmistir (Sekil 14) .
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o) Soaked Phaseolus aureus L

(green grams)
©)J\ water, 10-15 °C, 24s i ©/k
Sekil 14. Phaseolus Aureus L biyokatalizori ile sekonder alkol elde edilmesi.

Bu yontem ile ¢evre dostu ve ¢evre agisindan zararsiz olarak sekonder alkoller elde
edilmistir. Phaseolus aureus L enantiyosegici olarak biyoindirgeyici biyokatalizor olarak
kullanilabilecegini bulmuslardir. Phaseolus aureus L kullanilarak olusturulan reaksiyonun daha
verimli oldugu ve geleneksel kimyasal reaktifler veya mikroorganizmalardan daha az atik
irettigini saptamiglardir. Bu reaksiyon sonucu optik olarak aktif alkollerin multigram 6lgekli
iretimi i¢in test edilmis ve basarili sonug elde edilmistir (Kazici, & Mehmetoglu, 2015, s.54)

(Tablo 2). Phaseolus aureus L’nin Farmasotik agidan 6nemli prokiral ketonlarin hazirlanmasi

icin uygun biyokatalizor oldugu belirtilmistir.

OH

Tablo 2. Phaseolus Aureus L Biyokatalizériii ile Cesitli Prokiral Ketonlarin Asimetrik

Indirgenmesi
Substrat Urii % ee Zaman (saat) % verim
©)K ©)\ 84 (S) 24 52
/©)k /©)\ 90 (S) 24 50
Q)J\ Q)\ 87 (S) 24 45
F
0]
Q)k Q)\ 95 () 24 51
HaC
0]
Q)k /©)\ 72 (S) 24 23
/©)J\ /O)\ 90 (S) 24 28
H,CO HsCO
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(@] OH
©)K/ ©)\/ 80 (S) 24 50
(0] OH
m ©/\( 98 (S) 24 48
oo oop Y "

Patel ve arkadaslar1 yaptiklart calismada (2004) 2-bromo-4-floro asetofenon’un

mikroorganizma kullanilmasi ile enantiyose¢imli asimetrik indirgenmesi gerceklestirilmistir.
Mikrobiyal asimetrik indirgenme ile 2-bromo-4-floro asetofenon’dan (S)-1-(2-bromo-4-floro
fenil) etanol elde etmislerdir (Sekil 15).

Br O Br OH

/@/U\ Mikroorganizma /@/\
F F

Sekil 15. 2-Bromo-4-Floro Asetofenon’un Asimetrik Indirgenmesi

Firin triinlerinde kullanilan mayadan elde edilen Pichia, Saccharomyces, Candida,
Hansenula, Rhodotorula mikroorganizma kullanilarak ve bu hiicreler ayr1 ayr1 ¢alisilarak elde
edilen sekonder alkollerin dontisiim ve enantiyomerik asirilik degerleri incelenmistir (Tablo 3).
Indirgeme tepkimeleri, 28 °C, 250 rpm’de, 10 mL hacimde (100 mM potasyum fosfat tamponu,
pH:7), %20 w/v yas hiicre (0,02g /ml), 1,5 g/L substrat ve 25 g/L glikoz (138) mM ilave
edilerek, 24 saatte gerceklestirilerek doniisiim ve enantiyomerik asirilik (ee) oranlari elde

edilmistir.

Tablo 3. 2-Bromo-4-Floro Asetofenon 'un Mikroorganizmalar ile Asimetrik Indirgenmesi

Mikroorganizma % doniisiim % ee (S-alkol)
C. sonorensis SC 16117 100 99
C. guilliermondi SC 13861 100 99
C. boidinii SC 13821 100 97
C. utilis SC 13983 99 99
C. parapsilosis SC 16346 98 97
R. glutinis SC 16267 100 99
H. fabianii SC 13894 94 99



H. polymorpha SC 13824 100 99
H. saturnus SC 13829 100 99
N. salmonicolor SC 6310 100 99
P. anomala SC 16142 100 99
P. methanolica SC 13860 100 99
P. pinus SC 13864 100 99
P. stiptis SC 13863 99 99
P. capsulata SC 16306 100 99
P. silvicola SC 16159 99 99
S. paucimobilis SC 16113 100 99
S. cerevisiae SC 13902 93 99

Tablo 3’te gortildiigii gibi Pichia, Saccharomyces, Candida, Hansenula, Rhodotorula
ait tiirler yiiksek doniisiim (%99-100) ve ee (S-alkol) ile yiiksek enantiyose¢imlilik (ee>%99)

gostermistir.

Mandal ve arkadaglart yaptiklar1 c¢aligmada (2004) asetofenon tiirevlerinin
enantiyose¢imli biyoindirgenmesini farkli funguslarla gergeklestirmislerdir. Elde edilen
sonuglara gore Trichothecium sp.’nin enantiyose¢imlilik (%93,5) ve doniisiim (%85) olarak en
iyi fungus olarak belirlenmistir. Trichothecium sp.’den sonra en iyi sonug veren fungus
Aspergillus oryzae NCIM 649 ile enantiose¢imlilik (%81.5) ve doniisim (%100) olarak
belirlenmistir (Tablo 4).

Tablo 4. Farkl: Fungus Tiirleri ile Asetofenon ’un Biyoindirgenmesi

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

Adlercreutz yaptig1r caligmada (1991) alti adet asetik asit bakteri susu kullanarak
ketonlarin stereosegici indirgenmesini katalize etme yetenekleri agisindan degerlendirmistir.
Gluconobacter oxydans DSM 50049 ve Acetobacter aceti DSM 2002 ketonlarin stereosegici
indirgenmesini katalize etme yeteneklerinin en iyi oldugunu belirlemislerdir. Bu suslarin her
ikisini de kullanarak 12 adet ketonun tiimiinii >%94 enantiyomerik asirilik derecesinde (S)-
alkollere indirgenmistir. Acetobacter aceti DSM 2002 bakterisinin yiiksek seviyede enzimatik
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 5).
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Tablo 5. Asetik Asit Bakterileri ile Farkli Ketonlarin Asimetrik Indirgenmesi Sonucu
Enantiyomerik Asirilik Degerleri

Uriin G. A. aceti G. A. aceti A. A.

oxydans DSM2002 oxydans DSM pasteurianus peroxydans
DSM DSM 2004 DSM2324  DSM 2347
50049 2003

(S)-2-pentanol 94 94 41 6 72 91

(S)-2-hexanol 95 96 13 54 45 85

(S)-2-octanol 94 91 45 63 69 56

(S)-3-methyl-2- 99 11 74 18 98 64

butanol

(S)-3,3-dimethyl- 97 49 86 24 39 29

2-butanol

(S)-1- 95 94 76 34 81 66

cyclohexyletanol

(S)-4-phenyl-2- 81 94 82 52 90 50

butanol

(S)-1- 99 92 75 86 94 66

phenyletanol

(S)-1-phenyl-1- 97 96 48 39 90 93

propanol

(S)-3-heptanol 88 96 61 74 81 72

(S)-3-nonanol 93 94 24 23 89 78

(S)-4,4-dimethyl- 89 97 - 65 85 87

2-pentanol

Gelo-Pujic ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada (2006) tanimlanan ¢esitli
mikroorganizmalar arasinda, Lactobacillus kefir ve Aspergillus niger mikroorganizmalarini
kullanarak 1-[3,5-bis(triflorometil)fenil] etanonun enantiyosegici indirgenmesi i¢in iki farkli
yol denenmistir. Ilk olarak asimetrik hidrojen transferi yoluyla ketonlarm asimetrik
indirgenmesi, sonra mikrobiyal asimetrik indirgenme yontemini incelemis ve bu iki yontem
karsilagtinnlmistir. 1-[3,5-bis(triflorometil)fenil] etanon hem (R)-alkol’e hem de (S)-alkol’e
indirgenmistir. Her iki enantiyomerde yiiksek verim ve enantiyomerik asirilik (ee) degerleriyle

elde edilerek alternatif bir yontem olarak belirlenmistir (Sekil 16).

OH (0] (=)H

FsC Kimyasal kataliz6r FsC Lactobacillus kefir F3C\©/\
CF; CF; CF,
ee= %82 ee>%99
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Sekil 16. 1-[3,5-Bis (Triflorometil)Fenil] Etanon’un kimyasal ve biyokatalizor ile asimetrik

indirgenmesi.

Andrade ve arkadaglar1 yaptiklari ¢calismada (2006) bitki kokleri biyokatalizor olarak

kullanimasi sonucu asetofenon tiirevleri biyoindirgenmistir. Kiral (R) ve (S) alkoller

enantiyomerik asirilik % 98’e varan oranlarla elde edilmistir. Tepkime kosullari; bitki hiicresini

0.25 g/mL kadar igeren sulu ortamda, asetofenon derisimini 10 mM, sicakliginda 32 °C

karigtirma hizinin 160 rpm olarak ger¢eklestirmislerdir.

Tablo 6. Asetofenon 'un Farkl Bitki Kokleri Kullanilarak Biyoindirgenmesi

Bitki hiicresi Reaksiyon siiresi % doniisiim % ee ve Konf.
(giin)
Allium 3 5 >08, S
schoenoprassum
Arctium lappa 3 8 8,S
6 21 58, S
Arracacia 3 44 91,S
xanthorrhiza 6 91 66, S
Beta vulgaris 3 65 61, R
6 83 87, R
Colocasia esculenta
3 24 50, S
Coriandrum sativum
3 56 90, S
Raphanus sativus
6 4 79, R
Brassica rapa 4 4 99, S
6 10 99, S
Dioscorea alata 3 30 94, S
6 47 94, S
Manihot esculenta 3 13 29, R
6 14 31,R
Solanum tuberosum 3 3 24 R
6 5 7,S
Zingiber officinale 3 8 >08, S
6 8 >08, S
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Tablo 6’da goriildiigii gibi reaksiyon siiresi arttikca enantiyomerik asirilik oraninda
diistis goriilmiistiir. En iyi sonucunu Arracacia xanthorrhiza bitki kok hiicresi ile elde
edilmistir. Bu reaksiyonlarin etkili oldugunu ve ¢evre dostu olarak kabul edildigini

belirtmislerdir.

Kurbanoglu ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada (2007) farkl: bitki 6rneklerinden izole
edilmis Alternaria alternata EBK-4 mantar1 biyokatalizor olarak kullanilarak asetofenon
tiirevlerinin asimetrik indirgenme reaksiyonlarini gergeklestirmislerdir. Reaksiyon kosullarini
optimize ederek pH 6.5 sicaklik 28 °C, 26 saat ve 150 rpm de reaksiyonu ger¢eklestirmiglerdir
(Sekil 17).

o OH
©)J\CH3 Alternaria alternata EBK-4 _ ©/kCH3
pH 6, 28°C, 26 s, 150 rpm
verim: %86 ee >%99

Sekil 17. Asetofenon’un Alternaria Alternata EBK-4 biyokatalizorii ile asimetrik indirgenmesi.

Alternaria alternata EBK-4 mantar: biyokatalizor olarak kullanilmis ve asetofenon’un
1-feniletanole yiiksek enantiyomerik asirilikla indirgenmistir. Alternaria alternata EBK-4
biyokatalizorii ile optimize kosullarda ilgili optikge aktif alkollere >%99 enantiyomerik asirilik

(ee) ile dontistliriilmustiir.

Colak ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (2019) asetofenon’un indirgenmesinde laktik
asit bakterisi olan Lactobacillus senmaizukei'nin tiim hiicresi kullanilmis ve kiiltiir
parametrelerini sicaklik, pH, inkiibasyon siiresi acisindan optimize etmek icin Response
Surface Methodology (RSM) yontemi kullanilmistir (Sekil 18). Optimize kosullarini

olusturmalarinin sebebi yiiksek enantiyomerik asirilik (ee) ve doniisiim oranini elde etmektir.

o OH OH

Lactobacillus senmaizukei H
> +
RS e

(S) (R)

Sekil 18. Asetofenon’un RSM teknigiyle asimetrik indirgenmesi.

Tam hiicre Lactobacillus senmaizukei ile biyoindirgenme igin belirlenen optimum

kosullar pH 5.25, sicaklik 25°C, inkiibasyon siiresi 72 saat ve ¢alkalama seviyesi 100 rpm
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olarak belirlenmistir. RSM yontemini basarili bir sekilde asetofenonun asimetrik

indirgenmesinde kullanmiglardir.

Kazic1 ve arkadaglart yaptiklar ¢alismada (2016) Dondurularak kurutulmus havucu tam
hiicre biyokatalizorii olarak kullanarak bir grup aldehitin veya ketonun asimetrik
indirgenmesini incelemislerdir (Sekil 19). Tam hiicreler, asimetrik sentez i¢in dehidrogenaz
kaynaklari oldugunu belirtmislerdir. Tam bitki hiicresi ile prokiral ketonlari indirgeyerek kiral
alkollerin iiretimi i¢in biyoteknolojik siiregleri incelemis ve yiiksek bir ee elde etmek igin
calisma kosullarini aragtirmiglardir. Response Surface Methodology (RSM) yontemi, bitki
(dondurularak  kurutulmus havug) biyokatalizorleri ile yapilan  biyoindirgenme

reaksiyonlarinda kullanmiglardir.

(0] OH OH
ADH H
©)J\ Plant cells ©/'\ ©/\
(S) (R)

Sekil 19. Asetofenon’un dondurulmus havug biyokatalizorii ile asimetrik indirgenmesi.

Dondurularak kurutulmus havuglarin prokiral aromatik ketonlarin asimetrik indirgeme
reaksiyonu ic¢in uygun biyokatalizor olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir. Optimum
calisma kosullarim1 belirlemek i¢in RSM yontemi uygulanarak substrat konsantrasyonu,
reaksiyon siiresi, sicaklik ve pH gibi c¢esitli faktorlerin reaksiyon iizerindeki etkileri
arastirilmistir. En iyi reaksiyon kosullar reaksiyon siiresi 48 saat, substrat konsantrasyonu 1
mmol, reaksiyon sicakligi 33 °C ve pH 7 olarak belirlemislerdir. En iyi sonug olarak ee ve

dontlistim oranlari sirastyla > % 99 ve % 58 olarak elde etmislerdir.

Soyer ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada (2010) RSM yontemini kullanarak 1-fenil 1-
propanol’iin enantiyosegici olarak iiretimi hakkinda ¢alisma yapmigslardir. RSM uygulanmadan
once enzim kaynagi Candida antartica olarak belirlenmistir. Yiiksek oranda enantiyomerik
asirilik eldesi i¢in Candida antartica enziminin optimum reaksiyon kosullar1 belirlenerek %

83'liik enantiyomerik asirilik oranindan % 91 oranina yiikselmistir.

Goretti ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada (2012) Cryptococcus gastricus'un tiim
hiicreleri  kullamilarak ~ (4S)-(+)-karvonun  dihidrokarvona asimetrik indirgenmistir.
Cryptococcus gastricus'un tiim hiicreleri RSM yo6ntemi ile optimize edilmistir. Cryptococcus

gastricus'un tiim hiicreleri tarafindan (4S)-(+) — karvonun biyoindirgenmesi (>% 95) yiiksek
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oranda ger¢eklesmistir. Biyoindirgenmeyi maksimize etmek ve yan reaksiyonlarin azaltmak

icin optimum deneysel kosullar incelenerek en iyi kosullar belirlenmistir.

Bin Halmi ve arkadaslar1 yaptiklari ¢aligmada (2016) RSM teknigi ile Serratia sp
susunun reaksiyon kosullarini optimize ederek alti degerlikli molibdenin biyoindirgemesini

gergeklestirmiglerdir.

Kiral 1-(4-metoksifenil) etanol, farmasotik ara {irlinlerin sentezi igin anahtar bir
hammaddedir. Ayrica, (S)-1-(4-metoksifenil) etanol, difenilhidramin hidrokloriir ve loratadin
dahil olmak tizere antihistaminiklerin sentezi i¢in 6nemli bir 6ncii iken (R)-1-(4-metoksifenil)
etanol, ibuprofen gibi aril propiyonik asit anti-enflamatuar ve analjezik ilaglarin sentezi igin
onemli bir 6nciidiir (MacLellan, & Clayden, 2011, s.3396; Brondani, Guilmoto, Dudek, Fraaije,
& Andrade, 2012, 5.65; Llona-Minguez, Ghassemian, & Helleday, 2015, 5.10433). Bu nedenle,
kimyasal veya biyolojik yaklasimlar yoluyla enantiyosaf 1- (4-metoksifenil) etanol'nin
sentezlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Kimyasal katalizorler ile asimetrik sentez yontemleri, ciddi
cevre kirliligine, trlinlerin saflastirilmasinda zorluklarinda dolayr bazi smirliliklar vardir.
Enzimatik yontemler, hafif reaksiyon kosullar1 ve yiiksek enantiyosegicilik nedeniyle daha
fazla tercih edilen yoOntemlerdendir. Bitki hiicre kiiltiirleri, mikrobiyal hiicreler ve
ketoreduktazlar (Lou, Wang, Smith, & Zong, 2009, s.1378; Wei, Liang, Cheng, Zong, & Lou,
2009, s.9) gibi ¢esitli biyokatalizorler, 4-metoksiasetofenonun (S)-1-(4-metoksifenil) etanol'e
stereoselektif olarak indirgenmesi i¢in uygulanmistir. 4-metoksiasetofenonun biyokatalitik
asimetrik indirgenmesine odaklanan, mikrobiyal hiicreler tarafindan katalize edilen
enantiyomerik olarak saf (S)-1-(4-metoksifenil) etanol'iin biyokatalitik sentezi hakkinda bazi
raporlar bulunmaktadir (Zong, Wang, & Lou, 2009,379; Lou, Wang, Li, & Zong, 2009, s.195).
Bu ¢alismalarda ortalama bir secicilik ile ilgili alkoller elde edilmistir. Hatzakis ve arkadaglari
rasemik 1-(4-metoksifenil) etanol'ii biyokatalizor varliginda kinetik reziiliisyonu sonucu (R)-1-
(4-metoksifenil) etanol'ii %88 enantiyomerik asirilik ve %18 gibi diisiik bir verim ile elde
etmislerdir (Hatzakis, & Smonou, 2005). Bitki hiicre kiiltiirleri (Kumaraswamy, & Ramesh,
2003; Maczka, & Mironowicz, 2004) mikrobiyal hiicreler (Salvi, Patil, Udupa, & Banerji, 1995;
Homann, Vail, Previte, Tamarez, Morgan, Dodds, & Zaks, 2004; Utsukihara, Misumi, Kato,
Kuroiwa, & Horiuchi, 2006; Yang, Xu, Xie, Xu, Zhao, & Lin, 2006) ve ketoreduktazlar
(Wendlausen, P.J.S. Moran, Joekes, Rodrigues, & Mol, 1998) biyokatalizorler olarak
kullanilarak 4'-metoksiasetofenonun (S)-1-(4-metoksifenil) etanol'e biyokatalitik asimetrik

indirgenmesi lizerine ¢esitli raporlar bulunmaktadir ancak elde edilen maksimum substrat
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doniisiimii hayal kiriklig1 yaratacak kadar diisiiktiir (<% 62.3). Bildirilen biyokatalizorlerin
cogunda %77'den diisiik enantiyomerik asirilik elde edilmistir. Fakat Fusarium caucasicum
18791 (iiriin ee:>% 99, verim: % 17) ve Aspergillus niveus 12276 (iiriin ee:>% 99, verim: %
15) biyokatalizorii ile yiliksek enantiyomerik asirilik elde edilmesine ragmen ¢ok diisiik verimler
elde edilmistir. Diger taraftan literatiirde rasemik 1-(4-metoksifenil) etanol’iin biyokatalizorler
ile asimetrik oksidasyonu sonucu yiiksek enantiyomerik asiriliklar elde edilmistir fakat bu
reaksiyonlarda teorik olarak verim %50’yi gegmemektedir (Xiao, Zong, & Lou, 2009, s.5562;
Wang, Chen, Xu, Lou, Wu, Zong, & Wang, 2013, s.298) ve grubu tarafindan immobilize lipaz
enzimi varliginda rasemik 1-(4-metoksifenil) etanol’iin oksidasyonu sonucu (S)-1-(4-metoksi
fenil)etanol %99 enantiyomerik agirilikta elde edilmistir (Wang, Zhu, Gong, Weng, Xia & Liu,
2020, 5.10759). Fakat kinetik reziiliisyonda teorik doniisiim maksimum %350°dir. Diger taraftan
Xu ve grubu tarafindan rasemik 1-(4-metoksifenil) etanol’iin immobilize Acetobacter
biyokatalizorii varliginda oksidasyonu sonucu %99 enantiyomerik asirilikta (S)-1-(4-metoksi
fenil) etanol elde edilmistir (Xu, Cheng, Lou, W. & Zong, 2015, 5.6363). Bu ¢alismada da teorik
verim %50’den fazla olmamaktadir. Bundan dolay1 (R) veya (S)-1-(4-metoksifenil) etanol’i
enantiyosaf olarak yiiksek verim ve doniisiimde elde etmek olduk¢a dnemlidir. Bu reaksiyon
kimyasal katalizorler kullanilarak yapilabilir, fakat kimyasal katalizorlerde elde edilen
secicilikler genelde diisiik ve toksik ligandlar kullanilmaktadir. Biyokatalizérler, énemli
kimyasallarin liretiminde geleneksel kimyasal katalizorlere gére daha verimli ve ¢evresel olarak
daha giivenli alternatifler olarak giderek daha fazla kullanilmaktadir. Biyokatalizorler kiral ve
bolge seciciligi nedeniyle, geleneksel organik katalizorler kullanarak yapilmasi zor olan 6nemli
kimyasallar tiretmek i¢in kullanilirlar. Enzimler hiicrelerin i¢inde olusmalarina ragmen, bir test
tiiptinde islev gormeye devam edebilirler ve ¢ok 6zel kimyasal dontistimler gergeklestirme
yetenekleri, onlar1 endiistriyel islemlerde giderek daha faydali hale getirir. Biyokatalize
prosesler, kademeli olarak endiistrinin bir¢ok alaninda kimyasal proseslerin yerini almistir.
Endiistriyel biyokatalizor iiretiminin baslamasindan bu yana, biyokatalizor teknolojisi ve
irlinleri giderek artan bir 6nem kazanmistir. Giinlilk yasamin taleplerini karsilayacak
endiistriyel malzeme iiretiminde biyokatalizorler 6nemli bir rol oynamistir. Biyokatalizorlerin
bu Oneminden dolayi, 4-metoksiastofenon’u asimetrik olarak indirgeyebilecek

biyokatalizorlerin gelistirilmesi de 6nemlidir.
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UCUNCU BOLUM
Materyal ve Yontem

Bu ¢alismada Lactobacillus senmaizukei 4-metoksi asetofenon (1)’in 1-(4-metoksifenil)
etanol (2)’ye asimetrik indirgenmesinde biyokatalizor olarak kullanilmistir. Asimetrik
indirgenme reaksiyonunda optimum sartlar Box-Behnken (BB) deneysel tasarimi kullanilarak

belirlenmistir (Sekil 20).

(o] OH OH

Lactobacillus senmaizukei H
> +
cHs Box-Behnken (BB) /©/CH3 CH,
MeO MeO MeO

1 (R)-2 (S)-2

Sekil 20. Box-Behnken (BB) deneysel tasarimi kullanilarak 4-metoksi asetofenon’in asimetrik
indirgenmesi.

Deney Tasarmm ve Istatiksel Analizler

Yanit yiizey metodolojisi (RSM), tasarim parametrelerini optimize etmek i¢in etkili bir
aractir (Myers, Montgomery, Anderson-Cook, & Response, 2016; Ozdemir, & Cho, 2016,
5.2860). Bu c¢alismada, 4-metoksiasetofenonun 1-(4-metoksifenil) etanole asimetrik
indirgenmesinde Lactobacillus senmaizukei biyokatalizorii kullanildi ve indirgenme sartlarini
optimize etmek i¢in Box-Behnken optimizasyon metodu uygulanmistir. Bu 6zel amag igin,
Box-Behnken (BB) deneysel tasarimi, biyoindirgenme reaksiyonlarmin etkinligini
etkileyebilecek dort bagimsiz degiskenin etkisini analiz etmek i¢in secilmistir; (1) pH (4.5-6.5,
x1), (2) sicaklik (25-35°C, x2), (3) inkiibasyon siiresi (24-72 saat, x3) ve (4) calkalama hiz
(100-200 rpm, x4). Secilen bu degerlerin iki bagimli degisken (1) enantiyomerik fazlalik (ee
%) ve (2) doniisiim oran1 (cr %) tizerinde etkileri incelenmistir. Tablo 7 BB deneysel tasarim
matrisini ve toplanan verileri gostermektedir. Tablo 7'de deneysel onyargiyr dnlemek igin

deneysel ¢alismalar rastgele se¢ilmistir.
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Tablo 7. Box-Behnken Deneysel Tasarim Matrisi ve Toplanan Veriler

Bagimsiz Sicaklik Inkubasyo  Calkalama
degiskenler pH (°C) nsiiresi (s)  hizi (rpm)
Notasyonlar X1 X2 X3 Xa
rlfr(r)l?;a Gergek Degerler
Tasarim -1 45 25 24 100
gzl\‘/tlg’/relgr‘:“n 0 5.5 30 48 150
1 6.5 35 72 200
Yanitlar ve degerleri
SDS RDS Bagimli degiskenler Epqu:l): 12 r?;)r)lk gr(;?l?s(lol/zr)l
9 1 4.5 30 48 100 68 80
19 2 6.5 30 24 150 92 84
27 3 55 30 48 150 97 99
22 4 55 25 48 200 92 85
23 5 5.5 35 48 100 52 84
7 6 5.5 30 72 100 63 82
21 7 55 25 48 100 90 83
6 8 5.5 30 24 200 52 88
18 9 4.5 30 72 150 90 95
8 10 55 30 72 200 77 88
16 11 55 35 72 150 50 78
20 12 6.5 30 72 150 97 98
11 13 6.5 30 48 100 88 94
25 14 5.5 30 48 150 97 99
17 15 4.5 30 24 150 90 88
16 5.5 30 24 100 58 95
17 6.5 25 48 150 69 99
2 18 4.5 35 48 150 57 98
10 19 45 30 48 200 78 84
12 20 6.5 30 48 200 90 97
4 21 6.5 35 48 150 30 88
13 22 55 25 24 150 80 85
15 23 55 35 24 150 45 80
1 24 4.5 25 48 150 52 94
26 25 5.5 30 48 150 97 99
14 26 5.5 25 72 150 74 89
24 27 55 35 48 200 48 81

Not: SDS=standart deney sirasi; RDS=ratgele deney sirasi
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Polinom modeli, tahmini yanitlar asagidaki gibi uygulanmistir:

4 4 4

y12ﬁ0+2ﬁixi +Zﬂiixi2+ Z ZlBinin 1)
i1 i1 i<j=2 i1
4 4 4

¥, =, "‘Z(oixi +z¢iixi2 + z Z(oijxixj 2)
i-1 i1 i<j=2 il

Burada §, ve Y, tahmini ee ve cr i¢in yanit fonksiyonlaridir. 5, B, £; ve f; ee tahmini yanit
fonksiyonunun katsayilaridir. Benzer sekilde ¢, ¢,, ¢; Ve ¢, cr tahmini yanit fonksiyonunun

katsayilaridir. Bu ¢alismada, orneklerin yanit degerlerini (ee ve cr) 6lgmek icin analizler ii¢

tekerriirlii iki kez tekrarlanmigtir. Ayrica bu degerler tablo 7'de verilmistir.

Yanit degerleri (ee ve cr) % 0 ile % 100 arasinda degismektedir. Bu nedenle, Tablo
7'deki yanitlar1 (ee ve cr) tahmin etmek i¢in logaritma doniisiimii gereklidir. Logaritma
donlisim teknigi, modelleme asamasina ge¢gmeden once yanit degerlerine uygulanmistir.
Ayrica, bu doniistiirme teknigi kullanishidir ¢iinkii her yanit tablo 7'de sonlu bir araliktadir.

Logaritma doniistiirme tekniginin matematiksel ifadesi asagidaki gibi gosterilir:
logit p(x) =In[ p(x)/(1+ p(x))] (3)

1

Burada p(x) yamt fonksiyonu, y, ve p(x)=——F"—
n a+zﬂ|xi
1l+e [ = J

. Bundan dolay1 Denklem

(3) su sekilde yazilabilir:

y —lower Iimitj @

upper limit—vy

logit (y)= In(

Burada y degeri alt sinir ile {ist sinir arasindadir. Yanit degerlerini (ee ve cr) maksimize eden
tasarim degiskenlerinin optimum kosullari, literatiirde bilinen bir yontem ile ¢ok yanitl bir
optimizasyon ile elde edildi (Ozdemir, 2020, s.1550). Bu amagla, istenen yanitlari (ee ve cr)

maksimize ederken tasarim degigkenlerinin optimum kosullarini elde etmek igin arzu

edilebilirlik fonksiyonlar1 (d, (yi )) kullanilmistir. Asagidaki arzu edilebilirlik fonksiyonu, ee

ve cr yanitlarin1 maksimize etmek i¢in ifade edilir:
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di(yi)z [-%:::lj ' LigyiSTi ()

Burada dogrusal durumlarda r=1"dir. Ayrica, Li ve T; sirasiyla i. Diisiik ve hedef degerlerdir. 0
ile 1 arasinda degisen tek bir arzu edilebilirlik indeksi (D), her bir arzu edilebilirlik fonksiyonu
g0z onilinde bulundurulurken birden ¢ok yanit1 optimize etmek i¢in kullanilmigtir. Tek arzu
edilebilirlik fonksiyonu, asagidaki gibi arzu edilebilirlik fonksiyonlarinin agirlikli geometrik

ortalamasi (Denklem (5)) ile hesaplanir:

ipi

D:U:[di(yi)p‘j ©)

2
Burada pi arzu edilebilirlik fonksiyonunun agirhigidir ve z p, =1 dir. Bu ¢alismada, istenen
i=1

yanitlar1 (ee ve cr) ayni anda maksimize etmek i¢in bagimsiz degiskenlerin diizeylerini elde
etmek i¢cin amaglanmistir. Bu nedenle, onerilen optimizasyon modeli su sekilde ifade edilir

(denklem 7):

ipi

maximize D = [li[di (9,)" j]/1 @)

subject to LB, <x. <UB,

Burada LB; ve UB;, sirasiyla i'inci bagimsiz degiskenin i. alt ve st sinirlaridir. Tablo 8, ee ve
cr yanitlart i¢in BB deneysel tasarim modeli istatistiklerini ve varyans analizini (ANOVA)

gostermektedir.
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Tablo 8. Ee ve cr Yamitlar: I¢in Box-Behnken Deneysel Tasarim Modeli Istatistikleri ve ANOVA

Analizleri
Kaynak (ee/cr) Std. Sapma  R? RZ; Rie Press®
Dogrusal 1.27/1.21 0.1794/0.0639 0.0302/-0.1063 0.47423/-0.2891  49.27/44.21
Dogrusal ve 1.46/1.31 0.2134/0.1969 -0.2783/-0.305 -0.9204/-0.8378  83.22/63.03
Etkilesim
Kuadratik 1.01/0.7724  0.7157/0.5478 0.3839/0.5478  -0.6377/-0.2023  70.97/41.24
Kiibik (ileri)® 2'8753/0'552 0.6817/0.8843 0.5403/0.7686  0.2839/0.3118  31.03/23.60
Katsayi Karelerin Serbestlik Karelerin . .
Kaynak (ee/cr) tahmini toplam1 derecesi ortalamasi F degeri p degeri
Model (Intersept)  3.48/4.60 29.54/30.33  8/13 3.69/2.33 4.82/7.64 8604027/0'0
X1-pH 3'2738/0'069 0.8993/0.0388  1/1 0.8993/0.0388  1.17/0.1272 (2)'720929’0'7
-0.7265/- 0.0101/0.1
Xo-Stcaklik 09373 6.33/0.6758  1/1 6.33/0.6758 827221 oo
xa- Inkubasyon 0.186/- 0.5417/0.58 0.4712/0.4
o 0147 0.4151/0.1778 1/1 0.4151/0.1778 590
x4-Calkalama hizi 2'1029/0'038 0.1271/0.0177 1/1 0.1271/0.0177 g'l1659/°'05 (1)'3%886/0'8
XX -/-0.9357 -13.50 -1 -13.50 -/11.48 -/0.0049
X1Xa -/0.3204 -/0.4106 -1 -/0.4106 -/1.35 -/0.2670
X1Xa -/0.1132 -/0.0512 wil -/0.0512 -/0.1678 -/0.6887
X2 6047318%6/' 2.69/1.02 11 2.69/1.02 3.51/3.35 8601771/0'0
X2 -1.92/-1.29  19.6/8.94 11 19.6/8.94 25.58/29.29 88601001/0'
) -0.9792/- 0.0187/<0.
X2 139 5.11/10.24 11 5.11/10.24 6.67/3355 000
X2 -1.19/-154  7.57/12.71 11 7.57/12.71 9.88/41.63 8'0000156/<°'
XX, -/0.9455 -12.38 -1 -/2.38 -17.81 -/0.0152
XX -/0.7261 -1.41 -n -1.41 -14.61 -/0.0513
Artiklack of f 13.79/3.79 18/13 0.7662/0.3052
Uyum eksikligi 13.79/3.79 16/11 0.862/0.3607 Onemli
Saf hata 0.00/0.00 212 0.00/0.00 degil
Kor toplami 43.33/34.30  26/26
Std. Sapma g.8753/0.552
Ortalama 1.34/2.52
CV.% 65.14/21.89
Yeterli Hassasiyet ;'7914/7'834

2 Diger terimler ileri se¢im yontemi kullanilarak segilen kiibik modelden ¢ikarildi
®1.000 kaldiracli durum(lar): Pres istatistikleri belirtilmemis
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2 2
Ayarlanmis belirleme katsayisini ( Reg ) ve mutlak tahmin edilen belirleme katsayisini ( Rpre)

maksimize eden modele odaklandik. Tablo 3. 1. 2'de, tasarim degiskenlerinin yanitlar

iizerindeki etkisini analiz etmek i¢in en iyi tahmin yetenegi kiibik model ile bulunabilir, ¢linkii

2 2
model maksimum Raa ve P gahiptir ve diger modellerle karsilastirilmistir. Ayrica cr yaniti

icin maksimum belirleme katsayisi (R?) elde edilmistir. R? ayrica ee yanit1 i¢in yeterince iyidir.
Aksine, tam kiibik model yeterince ifade edilmedi; bu nedenle, 6nemli model terimleri eklemek
icin ileri se¢im regresyonu (FSR) kullanildi. FSR ydntemi, p <0.1 seviyelerinde model terimleri
eklemek i¢in uygulandi. Gergek degerler acgisindan ee ve cr yanitlarinin indirgenmis kiibik

modelleri asagidaki gibi gosterildi:

Logit §, (ee, %)

=Ln[ (ee(%)+0.00)/(100.00—ee(%))]

=-99.49 +8.09% X, +4.46* X, +0.17*x, +0.15%X,
—0.71*x/ —0.08* x2 —0.002* xZ —0.0005* X;

(8)

Logity, (cr, %)

=Ln[ (cr(%)+0.00)/(100.00-cr (%)) |

=-102.11+36.86% X, +4.09%X, +1.34*x, +0.65*X, )
—0.19%*x, *x, —0.42* X, *X, —0.08* x, * X, —2.33* X/ —0.05* X’
—~0.002% X2 —0.002* X2 +0.04* X2 * X, +0.0003* X, * X’

Ee ve cr yanitlarini modellemek ve optimize etmek i¢in esitlikler (8) ve (9) kullanildi. Bagimsiz
degiskenlerin etkisini gostermek i¢in Sekil 3.1.1'deki ii¢ boyutlu grafikler ve kontur grafikleri

kullanilarak gorsellestirilmistir.
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Sekil 21. Ph, sicaklik, calkalama hizi ve inkiibasyon siiresinin ee ve doniisiim tizerine etkisi.

Bagimsiz degiskenlerin seviyelerinin yaklasik olarak deneysel tasarim uzayinin ortasinda yer
aldig1 ee tepki degeri maksimize edilmistir. Benzer sekilde, maksimum cr yanit degeri,
bagimsiz degiskenlerin yaklasik orta seviyelerinin secildigi yerde elde edilmistir. Bagimsiz
degiskenler, denklem 7 esitligindeki Onerilen optimizasyon modeli kullanilarak optimize
edilmistir. Onerilen optimizasyon modelinin amaci, yamt degerlerini (ee ve cr) ayn1 anda

maksimize etmektir. Tablo 9°da 6nerilen optimizasyon modelinin sonuglarini géstermektedir.

Tablo 9. Esitlik (7) 'De Onerilen Optimizasyon Modelinin Sonu¢lari

Bagimsiz degiskenler Yanitlar
Arzu
Amag  pH S ";E;‘ebs"’lsé‘;” Calkz(irlarn?; bzt ee ) cr(e)  edilebilirlik
P degeri (D)
Maksimum  5.80 29 50 155 97.3 99.0 1.000
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Design-Expert Yazilim1 (Stat-Ease Inc., Siiriim 12.0.3.0 64-bit Minneapolis, MN 55413 ABD)
deneysel verileri analiz etmek, modellemek ve optimize etmek ve ii¢ boyutlu grafiklerin

grafigini ¢cizmek i¢in kullanilmistir.
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DORDUNCU BOLUM

Bulgular
Kromatografik Ayirmalar.
Kolon kromatografisi.

Silikajel 60 (70-230 Mesh) ASTM (Merck)

ince tabaka kromatografisi.
Silikajel 60 (HF 254+366) (Merck)
Spektrumlar.

'H-NMR spektrumlar.

'H-NMR 400 MHz Spektrometre (Bruker)

BC-NMR spektrumlari.

3C-NMR 100 MHz (Bruker)

HPLC spektrumlari.

Kiral detektore sahip Agilent 1260 HPLC sistem.
Genel

Bu caligmada kullanilan substratlar, bakteri susunun biiylime ortami olan MRS ve
coziiciiler Fluka ve Sigma-Aldrich'ten satin alindi. Elde edilen alkol 2'nin saflagtirilmasi, kolon
kromatografisi ile gergeklestirildi ve iirlin, etil asetat’/heksan (10:90) ¢oziicii karisimi
kullanilarak saflastirildi. Reaksiyonun ilerleyisi mobil faz olarak hekzan: etil asetat (10:90)
¢oziicli karisimi kullanilarak TLC ile belirlendi. Rasemik alkol 2, substratin oda sicakliginda
metanol i¢inde sodyum borohidriir ile indirgenmesiyle hazirlandi. Uriiniin optik rotasyon
cevirme acilari i¢in Bellingham + Stanley (ADP220, 589 nm) spektropolarimetresi kullanildi.
Dontigiim orani, ham {irlinlin kiral alkol ile ayn1 sartlar altinda HPLC analizinden sonra keton

pikinin alkol pikiyle karsilagtirilmasiyla hesaplandi.
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Genel asimetrik indirgenme prosediirii.

5 ml steril MRS broth besiyeri (MgSO4.7H.0 11.5% (w/v), KoHPO4 2 g/L, pepton
[Oxoid] 10 g/L, yeast extract 2% glucose, [Difco] 5 g/L, C2HzNaO2.3H20 5 g/L, salt solution
[MgSO04.7H20 11.5% (w/v), triamonium citrate 2 g/L], Tween 80 1 mL/L) igerisine gliserol
stoktan 50ul Lactobacillus senmaizuke bakterisi ilave edilerek 2 giin 37°C’de 6n gelistirme
islemine tabi tutuldu. On gelistirme isleminden sonra, 100 mL’lik steril MRS broth besiyerine
1 mL Lactobacillus senmaizuke bakteri susu eklenerek 37°C’de 1 giin daha genis hacimde
gelistirme islemi gergeklestirildi. Gelisimi tamamlanan Lactobacillus senmaizuke bakteri susu
2 saat, 29°C ve 155 rpm karistirma hiz1 ile karistirildi. 2 saat sonunda pH 5.8’e ayarlanarak 2
saat daha aynmi sartlarda karigtirildi. Belirlenen siirenin sonunda 1 mmol substrat reaksiyon
ortamina eklenerek ayni sartlar altinda 50 saat karistirildi. Reaksiyon bittikten sonra karisim
santrifiijlenerek sivi kisim ayrildi. Stvi kisim diklorometan ile ektrakte edildi. Organik faz susuz
NaxSO; ile kurutuldu ve ¢oziiciinilin rotari evaporatorde diisiik basing altinda uzaklastirilmasi
ile ham {iriin elde edildi. Ham iirtiniin HPLC’de alkol ile aym sartlarda analiz edilerek keton
piki ile alkol piklerinin karsilastiriimasi sonucu doniistimler belirlendi. Geriye kalan ham iiriin
kolon kromatografisinde iizerinden etil asetat-hekzan (10:90) ¢oziicii karisimi ile saflagtirilma
yapildi. Elde edilen kiral alkol NMR ile karakterize edildi ve enantiyomerik asirilikl kiral
detektore sahip HPLC ile belirlendi.

(S)-1-(4-metoksifenil)etanol (S)-2 (Sahin, 2017).

OH

/©/(5Me
MeO

(S)-2
IH NMR (400 MHz, CDCls) 6 = 7.30-7.27 (m, 2H), 6.89-6.85 (m, 2H), 4.83 (g, J =
6.4 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 2.11 (bs, OH), 1.46 (d, J = 6.5 Hz, 3H) (EK-2, Sekil-1).

3C-NMR (100 MHz, CDCl3) & =158.9, 138.0, 126.7, 113.8, 69.9, 55.3, 25.0; (EK-2,
Sekil-1).

Cevirme acist: [a]p® = -61.6 (¢ 1.0, CHCIy)
Enantiyomerik asirihk: >%99
Verim: %96
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Rasemik 2 icin HPLC sartlar: Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 95:5 akis hiz1
0.8 mL/dak., 220 nm. Alikonma zamanlari: 15.7 dak. (R enantiyomer), 17.7 dak. (S
enantiyomer) (EK-1, Sekil-1)

(S)-2 i¢in HPLC sartlar1: Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 95:5 akis hiz1 0.8
mL/dak., 220 nm. Alikonma zamanlar1: 17.7 dak. (S enantiyomer) (EK-1, Sekil-2).

Keton 1 i¢cin HPLC sartlari: Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 95:5 akis hiz1
0.8 mL/dak., 220 nm. Alikonma zamani: 11.2 dak. (EK-1, Sekil-3).
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BESINCIi BOLUM

Sonug, Tartisma ve Oneriler
Sonug¢

Bu c¢alisma, Lactobacillus  senmaizukei  biyokatalizérii ~ tarfindan  4-
metoksiasetofenon’un 1-(4-metoksifenil) etanole asimetrik indirgenmesini gostermektedir.
Box-Behnken deneysel tasarima dayali optimizasyon yontemi, ee ve doniisiim degerleri lizerine
etki eden pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi ve karigtirma hizini gibi reaksiyon sartlarinin
optimizasyonu i¢in uygulandi. Bulgular sadece her tasarim faktoriiniin nemini gostermekle
kalmadi, ayn1 zamanda tasarim faktorlerinin ee ve cr yanitlarinin degerleri iizerindeki
etkilesimini ve ikinci dereceden etkilerini ortaya koymaktadir. Lactobacillus senmaizukei igin
oOnerilen optimizasyon modeli kullanilarak optimum ¢alisma kosullar1 pH 5,80, 29°C sicaklik,
50 saat inkiibasyon siiresi ve 155 rpm c¢alkalama hizi olarak elde edildi. Ayrica, bu tahmin
edilen sartlarda altinda ee’nin % 97.3 ve doniisiimiin %99 olabilecegi tahmin edildi. Model
tarafindan belirlenen sartlar altinda yapilan deney sonucunda (S)-1-(4-metoksifenil) etanol %
99 ee ve %99 doniisiim orani ile elde edilmistir. Bu bulgular, bu biyokatalizorleri ile asimetrik
indirgenme reaksiyonu i¢in onerilen optimizasyon modelinin 6nemini gostermektedir. Ayrica,
(S)-1-(4-metoksifenil) etanol enantiyo saf olarak elde edilmistir ve bu bilesik genel alerjik
tepkileri tedavi etmek i¢in kullanilan sikloalkil[b]indollerin sentezi i¢in anahtar bir kiral yap1
blogudur. Boylece énemli bir ilagin baslangi¢ maddesi olan (S)-1- (4-metoksifenil) etanol’iin
sentezi basarili bir sekilde gergeklestirilmistir. Literatiirde 4-metoksiasetofenon’un bir
matematiksel optimizasyon metodu kullanilarak biyokatalitik asimetrik indirgenmesi

bilinmemektedir. Dolayisiyla bu ¢alisma bu boslugu doldurmaktadir.

Tartisma

Enzimler tarafindan katalize edilen biyotransformasyon sistemleri, yesil kimya
endiistrisinde 6nemli ara iirlinlerin iiretimi i¢in yararli bir ara¢ haline gelmistir. Bir enzimatik
reaksiyonun bir sonucu olarak asimetrik sentez yoluyla enantiyomerik olarak saf bilesiklerin
iiretimi, biyokatalizorler i¢in basarili bir uygulamadir. Ketonlarin asimetrik indirgenmesi,
organik molekiillerin sentezinde ©nemli bir siirectir. Prokiral molekiillerin asimetrik
indirgenmesiyle elde edilen kiral alkoller, ilag endiistrisi, tarim kimyasi ve tatlandiricilarin
sentezinde kullanilmaktadir. Giiniimiizde arastirmacilar, istenen konfiglirasyonda ve

enantiyomerik saflikta irlinler elde etmek i¢in birgok farkli enzimle calisiyorlar.
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Mikroorganizmalarin bir enzim kaynagi olarak kullanilmasi, disaridan pahali kofaktorlerin
eklenmesini gerektirmediginden avantajlidir. Biyokatalizorlerin tiim hiicre uygulamalar1 temel
olarak biyokatalizorlerin pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi ve c¢alkalama hiz1 gibi kiiltiirel
kosullarina baglidir ve en yiiksek verimi ve enantiyomerik fazlalifi elde etmek i¢in bu
parametrelerin optimize edilmesi gerekir (Hage, Petra, Field, Schipper, Wijnberg, Kamer, &
Schoemaker, 2001, s.1029; Wu, & Liang, 1999, s.339). Bu parametreler enzimin segiciligi i¢in
cok dnemlidir. En iyi mikrobiyal susun secilmesinin, biyo-rediiksiyon ve giivenlik agisindan da
cok onemli bir adim oldugu ve Laktik Asit Bakterilerinin (LAB), GRAS durumlari nedeniyle
tiim hiicre uygulamalari i¢in 6nemli mikrobiyal gruplardan biri oldugu da unutulmamalidir (Wu
& Liang, 1999, s.339). Bu nedenle, bu ¢alismada, Lactobacillus senmaizukei bir LAB susu
olarak, 4-metoksiasetofenonun biyo rediiksiyonu ig¢in bir tam hiicre biyokatalizorii olarak
kullanilmistir. En yiiksek enantiyomerik fazlalik ve doniistim orani degerlerini elde etmek icin
optimizasyon parametrelerini belirlemek igin Box-Behnken tasarim tabanli optimizasyon
stratejisi kullanilmistir. Deneysel tasarimin diger yontemlere gore avantaji, tiim parametrelerin
ayni anda degistirilebilmesidir. Klasik optimizasyon g¢alismalarinda her parametre bagimsiz
olarak incelenebilir. Bu, ¢cok sayida deney gerektirdiginden c¢ok fazla tercih edilen bir yontem
degildir. Tablo 7, tasarim faktorleri icin BB deneysel tasarim matrisini ve her deneysel durumda
bulunan ee ve cr orani degerlerini gostermektedir. BB deney tasariminda bagimsiz degiskenler
olarak bu deney kosullar1 pH 4.5-6.5, sicaklik 25-35 °C, inkiibasyon siiresi 24-72 saat ve
karistirma hizi 100-200 rpm dir. Ayrica ee ve cr degerleri farkli deneysel ¢alismalarda elde
edilmistir. Ornegin, Tablo 7'deki ilk randomizasyon ¢alismasinda, 4-metoksiasetofenonun 1-
(4-metoksifenil) etenol’e indirgenmesi igin pH 4.5, 30°C sicaklik, 48 saat inkiibasyon siiresi ve
100 rpm calkalama hiz1 sartlar altinda elde dilen deneysel degerler %68 ee ve %80 doniisiim
oranidir. Tkinci randomizasyon ¢alismasinda deneysel kosullar pH 6.5, 30°C sicaklik, 24 saat
inkiibasyon siiresi ve 150 rpm ¢alkalama hizinda bu yanit degerleri %92 ee ve %84 doniisiim
oranina ¢ikarilmistir. 7'de, doniisiim yanit degerlerinin genellikle farkli deneysel calismalarda
ec yanit degerlerinden daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Tablo 8, Box-Behnken deneysel
tasarim istatistiklerini ve c¢ok diisiik olasilikli (0.0027 ve 0.0004) F-test degerlerini
gostermektedir. Dolayisiyla bu diisiik olasiliklar, modellerin deneysel sonuglart tahmin
edebildigini ve bagimsiz degiskenlerin anlamli kombinasyonlara sahip oldugunu

gostermektedir. Indirgenmis kiibik model, dogrusal, dogrusal ve etkilesim ve ikinci dereceden

modellere kiyasla maksimum RZ,

j Ve Rsre ve en diisiik standart sapmalara sahiptir. Ayrica,

indirgenmis kiibik model, cr yanit1 igin maksimum R?'ye sahiptir. Uyum eksikligi degerleri
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onemli olmamalidir. Bu ¢aligmada uyumsuzluk degerlerinin anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Bu
nedenle, model deneysel sonuglar1 tahmin etme konusunda iyi bir yetenege sahipti. indirgenmis
kiibik model, deneysel tasarim degiskenlerinin belirtilen araliktaki yanitlar {izerindeki etkisini
analiz etmek igin yeterlidir (Strauss vd., 1998, s.108). Enantiyomerik asirilik ve doniisiim
modelleri icin belirleme katsayilar1 sirasiyla 0.6817 ve 0.8843 dir. Bu degerler, deneysel ve
tahmin edilen sonuglar arasinda bir korelasyon oldugunu gostermektedir. Yeterli degerinin 4'ten
biiyiik olmasi istenmektedir. Tablo 8'de yeterli kesinlik degerleri ee ve cr yanitlari i¢in sirasiyla
7.7914 ve 7.8342'dir. Bu degerler 4'ten biiyliktiir, bu nedenle, azaltilmis kiibik modeller
deneysel tasarim alaninda gezinmek i¢in kullanilabilir. Ayrica Tablo 8'de ee ve cr yanitlari igin
katsay1 ve varyans (% CV) sirastyla 65.14 ve 21.89'dur. Bu C.V. degerler deneysel tasarimin
glivenilirligini ve tekrarlanabilirligini gostermektedir (Strauss vd., 1998, s.115). Tablo 8'de ee
ve cr yanitlart lizerindeki dogrusal, etkilesim ve ikinci dereceden etki terimleri arasindaki
iliskiler ANOVA sonuglar1 kullanilarak sunulmustur. P degerleri 0,05'ten kiiciik oldugunda,
tasarim degiskenlerinin etki terimleri yamit degerlerini (ee ve cr) Onemli Olgiide
degistirmektedir. Box-Behnken deneysel tasarim modellerinin F degerleri ee ve cr yanitlari i¢in
sirastyla 4,82 ve 7,64'tiir. Bu nedenle, bu degerler modellerin 6nemini ortaya koydu.
Enantiyomerik asirilik yaniti i¢in, kesisme noktasi, dogrusal terim [sicaklik (x2)] ve ikinci

dereceden terimler [sicaklik (X?), inkiibasyon siiresi (x) ve calkalama hiz1 (X} )], diisiik p

degerleri nedeniyle 6nemli etkilerdir. Ayni ¢izgiler boyunca, kesisme, etkilesim terimi [ph *

sicaklik (X, *X, )], ikinci dereceden terimler [sicaklik ( X} ), inkiibasyon siiresi ( x? ) ve ¢alkalama
hiz1 (x?)] ve kiibik terimler [(pH) 2 * inkiibasyon siiresi ( X * X, )], cr tepki degerleri {izerinde

onemli etkilere sahiptir. Yanit degerlerinin (ee ve cr) maksimizasyonu ic¢in en ¢ok istenen
¢Oziim 1.000'dir. Optimum calisma kosullart sirastyla % 97.3 ve % 99.0 maksimum ee ve cr
degerlerini bulmak i¢in pH 5.80, 29 C sicaklik, 50 saat inkiibasyon siiresi ve 155 rpm calkalama
hiz1 olarak bulundu. Bu optimum c¢alisma kosullar1 altinda, tahmin edilen kiiltiir faktorleri test
edildi ve ee ve cr degerlerinin sirastyla >% 99 ve>% 99 oldugu gozlendi. Bu nedenle, 6nerilen
optimizasyon modelinin sonuglar1 karsilastirilabilir ve deneysel verilerin yanit degerleri ile
uyumlu oldugunu gostermektedir. Ayrica Onerilen optimizasyon modeli degerleri, her bir
faktoriin biyoindirgenme reaksiyonundaki roliinii gostermede basarili olmustur. Sonuglar,
Onerilen optimizasyon modelinin, tam hiicre uygulamalari ile biyoindirgenme reaksiyonlar1 i¢in
maksimum ee ve cr degerlerini elde etmek i¢in 6nemli oldugunu gostermektedir. Sekil 21. pH,

sicaklik, inkiibasyon siiresi ve ¢alkalama hiz1 gibi bagimsiz degiskenlerin secicilik ve doniisiim
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iizerine etkisini gdsteren ii¢ boyutlu grafikleri ve yansitilan kontur ¢izimlerini temsil
etmektedir. Inkiibasyon siiresi ve karistirma hizinin hem doniisiim hemde segicilige etkisi acik
birsekilde goriilmektedir. Karigtirma hizi 155 rpm'e kadar hem doniisiim hem de ee degerinde
artiga sebep olmustur. 155 rpm'den sonra ise hem doniisim hem de ee'nin diistiigi
goriilmektedir. Bu da muhtemelen reaksiyon siiresi artik¢a ve karistirma hizi arttikca enzimin
ii¢ boyutlu yapisinin bozulmasi sonucu enzimin hem aktivitesinin diistiigii hem de se¢iciliginin
diismesi ile acgiklanabilir. Sekil 3.1.1°den de goriilecegi iizere pH’ nin segicilik ve doniisiim
lizerine etkisinin az oldugu goriilmektedir. Sicakligi doniisiim iizerine etkisinin fazla olmadigi
ve bunun aksine sicakligin secicilik iizerine etkisinin oldukg¢a fazla oldugu goriilmektedir.
Sicaklik artmasi ile seciciligin 6nemli Ol¢iide azaldigi goriilmektedir. Bu da yiliksek

sicakliklarda enzimlerin inhibe olmalari ile agiklanabilir.

Oneriler

Optimizasyon sartlart BB ile belirlenerek kullanilan Lactobacillus senmaizukei
biyokatalizorii ile kiral sekonder alkol (S)-1-(4-metoksifenil) ethanol optikge saf olarak elde
edilmistir. 4-metoksiasetofenonun biyoindirgenme etkinligi, kiiltiir parametrelerinin ikinci
dereceden ve dogrusal etkilerinden 6nemli 6l¢iide etkilenmistir. Bu sonuglar, katalitik biyo-
rediiksiyon reaksiyonlari i¢in kiiltiir optimizasyon parametrelerinin roliinii ve bu parametreleri
optimize etmek i¢cin Box-Behnken yonteminin etkinliginin ¢ok Onemli oldugunu
gostermektedir. Lactobacillus senmaizukei biyokatalizoriiniin prokiral keton 4-metoksi
asetofenon’un asimetrik indirgenmesinde basarili oldugu gosterilmistir. Lactobacillus
senmaizukei biyokatalizorii kullanilarak farkli prokiral ketonlarin asimetrik indirgenmesi
gergeklestirilebilir. Ayrica bir biokatalitik asimetrik indirgenme reaksiyonunda kullanilan BB
optimizasyon stratejisininde farkli biyokatalizorler ve substratlar icin kullanilabilecegi
gosterilmistir. Laboratuvar 6lgekte yapilan bu c¢alismada elde edilen sonuglar kullanilarak
endiistriyel Olcekte liretimler yapilabilir ve ayrica bu sonuglar enantiyomerik saflikta kiral
madde tretimine 151k tutacaktir. Ayrica bu tez calismasi ile Lactobacillus senmaizukei
biyokatalizoriiniin prokiral substratlarin kiral karbinol bilesiklere asimetrik indirgenme
reaksiyonlarinda toksik ve ¢evreye zararli olabilecek kimyasal katalizorler yerine ¢evre dostu,

bir biyokatalizor olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.
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