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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

RASEMIK 1-FENILETANOLUN BiYOKATALITIK DERASEMIZASYONU iLE
ENANTIYOMERIK SAFLIKTA 1-FENILETANOL URETIMI

Pimnar AK

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Ulki MEHMETOGLU

Enantiyomerik safliktaki kiral bilesikler 6zellikle ila¢ sanayinde farmakolojik {iriinlerin girdi maddesidir.
Biyoloji, biyokimya ve tiptaki gelismeler, kiral bilesigin sadece bir enantiyomerinin aktif oldugunu
gostermistir. 1-feniletanol de kiral bir sekonder alkoldiir. (R)-1-feniletanol oftalmik (gozle ilgili)
koruyucu, kolestrol inhibitorii, solvatokromik boya olarak kullanilirken, (S)-1-feniletanol alzheimer
ilaclarinin yapiminda kullanilan bir 6ncii maddedir.

Bu caligmada derasemizasyon yontemi ile enantiyomerik saflikta (S)-1-feniletanol iiretimi incelenmistir.
Rac-1-feniletanoliin derasemizasyonu, arda arda enantiyose¢imli yiikseltgenme ve stereose¢imli
indirgenme tepkimeleri ile gergeklestirilmistir. Her iki adim i¢in farkli segimlilige sahip tiim hiicre
biyokatalizorleri kullanilmigtir. Birinci adimda R-se¢imli Lactobacillus kefir NRRL B-183; (R)-1-
feniletanoliin asetofenona vyiikseltgenme tepkimesini katalizlemektedir. Ikinci adimda S-segimli
Rhodotorula  glutinis DSM  70398; asetofenonun (S)-1-feniletanole indirgeme tepkimesini
katalizlemektedir. Tepkimeler 250ml’lik kesikli biyoreaktorlerde 10ml ¢alisma hacminde, sicaklik ve
karistirma hiz1 kontrol edilen ¢alkalayicilarda yapilmistir. Organik ve sulu fazlar ayrildiktan sonra, iriinler
ve girdi yliksek basingli sivi kromatografi (HPLC) ile analiz edilmistir.

[lk olarak R-secimli ADH enzim aktivitesine sahip Lactobacillus kefir kullanilarak yiikseltgenme tepkimesi
incelenmigtir. Yiikseltgenme tepkimesinde; hiicre lireme ortami, pH, tepkime siiresi, hiicre derigimi
parametrelerinin etkisi incelenmistir. Lactobacillus kefir biyokatalizérliigiinde optimum kosullar Cso= 5
mM, pH= 8, T= 30°C, C _efir = 200 g/L, t= 24 h olarak belirlenmis ve bu kosullarda % 100 enantiyomerik
asirilik (e.e) ve % 50 doniisiim elde edilmistir. Ik basamagin ardindan S-secimli ADH enzim aktivitesine
sahip Rhodotorula glutunis kullanilarak ardisik tepkimenin ikinci basamagi olan indirgenme tepkimesi
incelenmistir. Indirgenme tepkimesinde; tepkime siiresi, kosubstrat segimi, kosubstrat miktari, hiicre
derisimi parametrelerinin etkisi incelenmistir. Rhodotorula glutinis biyokatalizorliigiinde optimum kosullar
Cso= 5mM, pH = 8, T= 30 °C, Crguinis = 150 9/L , Ciosusrat = 30 0/L, t= 24 h olarak belirlenmis ve bu
kosullarda % 100 enantiyomerik asirilik ve % 98 doniisiim elde edilmistir. Daha sonra her iki tepkime
adimi i¢in belirlenen optimum kosullarda rasemik 1-feniletanoliin derasemizasyon tepkimesi
gerceklestirilmistir. Derasemizasyon tepkimesinde; tepkime siiresi, L. kefir hiicre derigimi, karistirma hizi,
substrat derigimi parametrelerinin etkisi incelenmistir. Ters se¢imlilige sahip iki farkli mikroorganizma ile
gerceklestirilen derasemizasyon tepkimesi sonucunda Cso= 5mM, pH= 8, T= 30 °C, Cpir = 60 g/L,
Crglutinis = 150 9/L, Cygsubstra= 30 9/L, KH= 250 rpm ve t= 24 h olarak belirlenmistir. Bu kosullarda % 91
enantiyomerik agirilik ve % 90 (S)-1-feniletanol elde edilmistir.

Ekim 2013, 92 sayfa
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ABSTRACT
Master Thesis

PRODUCTION OF ENANTIOMERICALLY PURE 1-PHENYLETHANOL WiTH BIOCATALYTIC
DERACEMIZATION OF RACEMIC 1-PHENYLETHANOL

Pmnar AK

Ankara University
Graduate School of Natural and Aplied Sciences
Department of Chemical Engineering

Supervisor: Prof.Dr.Ulkii MEHMETOGLU

Enantiomerically pure chiral compounds are input agent of products in the pharmaceutical industry.
Advances in biology, biochemistry and medicine showed that only one enantiomer of a chiral
compound is biologically active. 1-phenyl ethanol is a chiral secondary alcohol. (R)-1-phenyl ethanol is
used ophthalmic (ocular) protective, cholesterol inhibitor, solvatokromik dye; (S)-1-phenyl ethanol is
used in making a precursor of alzheimer's drugs.

In this study, (S)-1-phenyl ethanol production has been investigated using deracemization method.
Deracemization of racemic 1-phenylethanol has been realized via concurrent enantioselective oxidation
and stereoselective reduction. For both steps, the whole cell biocatalysts which have different selectivity
were used. In a first step, (R)-1-phenyl ethanol was oxidized to the acetophenone via R- selective
Lactobacillus kefir NRRL B-183. In a second step, acetophenone was reduced to the (S)-1-phenyl ethanol
via S-selective Rhodotorula glutinis DSM 70398. Experiments were performed in a 250 ml batch
bioreactor using the temperature and mixing speed controlled orbital shaker. The products and substrat
have been analyzed at high pressure liquid chromatography (HPLC).

Firstly, oxidation reaction was investigated via (R)-selective L. kefir as an alcohol dehydroganase (ADH)
source. At the oxidation reaction, the effects of cell growth medium, pH, reaction time and cell
concentration on the enantiomeric excess and conversion were examined. Optimum conditions were
determined as Cso = 5mM, pH= 8, T= 30 °C, C_fir = 200 g/L, t=24 h. 100 % enantiomeric excess (e.e)
and 50 % conversion was obtained at this conditions. After the first step; reduction reaction was
investigated via (S)-selective R. glutinis as an alcohol dehydroganase (ADH) source. At the reduction
reaction, the effects of reaction time, co-substrate type and concentration, cell concentration on the
enantiomeric excess and conversion were examined. 100 % enantiomeric excess and 98 % conversion
were obtained at conditions of Cso = 5 mM, pH= 8, T= 30 °C, Cgrgiutinis = 150 9/L, Cco-supstrae = 30 /L,
t=24 h. After that, under these optimum conditions the deracemization reaction of racemic 1-phenyl
ethanol was realized in one-pot. In the deracemization reaction, the effects of reaction time, L. kefir cell
concentration, stirring rate and substrate concentration on the enantiomeric excess and relative amount
% of (S)-1- phenyl ethanol were investigated. Optimum conditions determined as Cso = 5mM, pH= 8,
T=30 °C, CpLiefir = 60 9/L, Crguinis = 150 g/L, Ceosupstrae= 30 9/L, KH= 250 rpm , t=24 h. 91 %
enantiomeric excess and 90 % (S)-1- phenyl ethanol were obtained at these conditions.
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1. GIRIS

Viicudumuzdaki birgok hayati molekiil optik¢e aktif bir diger deyisle asimetriktir.
Enzimlerin viicuttaki fonksiyonlarinin seciciligini saglayan faktér de yine
asimetrikliktir.  Asimetriklik, maddenin sadece tek bir enantiyomer halinde
bulunmasidir. Enantiyomerin ayrilmasi biyokimya, kozmetik, gida ve o0zellikle

farmasotik alanda 6nemli bir yere sahiptir. (Kordikowski vd. 1998).

Ilag endiistrisinde enantiyomerik olarak saf bilesiklerin istenmesi sebebiyle tiim hiicre
(whole cell) ya da saf enzimler kullanilarak biyotransformasyon tepkimeleri
gerceklestirilmistir. Biyokatalizorlerin; yiiksek derecede bolgesel ve stereosegimlilikleri,
liml1 reaksiyon kosullarinda yiiksek reaksiyon hizlarina sahip olmalari tepkime sistemi

icin avantaj saglamaktadir. (Ward vd. 2000)

Kiral olarak nitelendirilen optik¢e aktif bilesikler, enantiyomerlerin esit karigimindan
olusan rasemik formda ya da enantiyomerik saflikta/zenginlikte iiretilebilmektedir. Ilag,
gida ve tarim kimyasallarinin iiretiminde 6nemli ara iiriinler ya da dogrudan etken
maddeler olarak kullanilabilen bu bilesiklerin, enantiyomerlerinin farkli biyolojik
aktiviteler sergilemesi nedeniyle (bir enantiyomer istenen etkiyi gosterirken diger
enantiyomer ya inaktif ya da toksik etki gosterebilmektedir) enantiyomerik saflikta

kullanimlan tercih edilmektedir.

Rasematlardan 1ila¢ olarak kullanilabilecek aktif enantiyomeri ayirmak, diger
enantiyomerin hastada olusturdugu olumsuz etkileri engellemek agisindan biiyiik 6nem
tasir. Farmasotik endiistrisinde enantiyomerik saflikta bilesenlere ilgiden dolayi
biyokatalitik olarak enantiyomerik saflikta ila¢c etken maddesi tretimi ile ilgili
calismalar artmistir. Istenmeyen enantiyomer safsizlik olarak nitelendirilir, yan etki ve
toksik etki gosterebilir ya da diger enantiyomerin etkisini azaltacak yonde etki
gosterebilir. Ilag etken maddesinde istenmeyen enantiyomerin % 0.1 seviyesine

diistiriilmesi istenir (Ghanem ve Aboul-Enein 2004).



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Biyotransformasyon

Biyotransformasyon; biyokatalizor olarak enzim ya da mikroorganizma kullanilarak bir

substrattan istenilen {iriiniin bir ya da birka¢ basamakta olusumuna denir (Sekil 2.1).

Organizma

d

Fermantasyon

-\

Tutuklanmig EILZ]IH\ %mklamms Hiicre

Substrat(lar) BIYOTRANSFORMASYON Um,zler)

Sekil 2. 1 Biyotransformasyon

Enantiyomerik olarak saf bilesiklerin sentezinde hem ¢evresel hem de ticari agidan en
uygun yontemlerden biri de biyotransformasyondur. Biyotransformasyon yonteminde
biyokatalizor olarak organizma ya da bundan izole edilmis enzimler kullanilmaktadir.
Her iki sistemin kullanilmasinda avantajlar ve dezavantajlar bulunmaktadir. Enzimlerin
kullanimi1  mikroorganizmalara  gére daha  uygulanabilir bir  yOntemdir.
Mikroorganizmalar sulu ortamlarda aktivite gosterirler. Cogu organik bilesiklerin suda
¢Oziinmemesi nedeniyle bu yontemin uygulanmasi zordur. Su ortaminin uygun
olmamasinin yaninda mikroorganizmalarin birden fazla iirlin olusturmasi, liriiniin izole
edilmesi esnasinda mikroorganizma pargalandigindan ikinci bir reaksiyon igin tekrar
kullanilamamasi ve iriiniin ortamdan zor ayristirilabilmesi nedeniyle genellikle

bunlardan veya bagka canlidan izole edilen enzimler kullanilir. Mikroorganizmalarin



tersine bazi enzimler organik c¢oziiciiler iginde de aktivite gosterirler. Enzimatik
reaksiyonlarda, iiriinii reaksiyon ortamindan ayirmak hem kolaydir hem de enzimler
genellikle tek bir iirlin verirler. Ayrica, enzimler reaksiyon ortamindan filtrasyonla geri
kazanilarak baska reaksiyonlar i¢in kullanilabilme avantajini da saglarlar. Enzimlerin
yiikksek segicilige sahip olmasi ve c¢ogu kimyasal reaksiyonlara gore daha iliman
ortamlarda reaksiyona girmeleri nedeniyle sentetik organik kimyada ve ila¢ endiistrisi

basta olmak iizere son yillarda bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Gliniimiizde o6nemi giderek artan biyoteknolojik ¢alismalarin 6nemli bir alanini

olusturan biyotransformasyon reaksiyonlar1 (Hanson 1995);

Ila¢ etken maddeleri iiretimi,
Koku maddeleri iiretimi,
Gida katk: maddesi tiretimi,
Enerji iiretimi,

Antibiyotik {iretimi,

YV V V V V V

Aminoasit iiretimi amaciyla uygulanabilmektedir.

2.1.1 Biyokatalizorler

Genelde tiim biyotransformasyon reaksiyonlar1 enzimatik olarak gerceklesmektedir. Bu
enzim gruplart hakkindaki bilgiler tim biyokatalizorlerle uygulanan reaksiyonlarin
mekanizmalar1 hakkinda fikir vermektedir. Enzimler, TUB (International Union of
Biochemistry) Adlandirma Komitesi tarafindan, katalizledikleri reaksiyon cesitlerine
gore bir¢ok alt gruplari olmakla birlikte baglica 6 ana gruba ayrilmiglardir (Keha ve
Kiifrevioglu 1997). Bunlar;

+» Oksidorediiktazlar
+«»+ Transferazlar

+«»+ Hidrolazlar

% Liyazlar

% Izomerazlar

w Ligazlar



Biyotransformasyon tepkimeleri temel olarak tiim hiicre sistemleri veya izole enzim

sistemleri ile gergeklestirilir.

Tim hiicre sistemlerinde; mikroorganizmalar, canli bitki, bitki doku ve hiicre kiiltiirleri,

hayvan doku ve hiicre kiiltiirleri kullanilmaktadir.

izole enzim sistemlerinde; dogal kaynaklardan izole edilen veya ticari olarak elde
edilebilen saf veya yar1 saf enzimler kullanilir. Izole enzimlerle yapilan ¢alismalarda
hedeflenen doniisiimler gergeklestirilebilir, ancak izole enzimlerin pahali olmasi, 6zel
tepkime kosullari, kofaktdre gereksinim duymalar1 gibi dezavantajlart vardir. Tepkime
trtintiniin genellikle kolay elde edilebilmesi ise en biiyiik avantajlarindandir. Biitiin
hiicre sistemleri ve izole enzim sistemlerinin sahip olduklar1 avantaj ve dezavantajlar,

karsilastirmali olarak cizelge 2.1’de 6zetlenmistir (Faber 2004).

Cizelge 2.1 Biitiin hiicre sistemleri ve izole enzim sistemlerinin avantaj ve

dezavantajlar
Biyokatalizor Tiim Hiicre Sistemleri Izole Enzim Sistemleri
Avantaj Kofaktdre ihtiyag duymaz Basit diizenekler

Basit islemler
Yiiksek derigim

toleransi nedeniyle 1yi

verim
Dezavantaj | 2halt donanim Kofaktore ihtiyac
Diisiik derisim toleransi nedeniyle duyarlar

diisiik verim
Organik ¢oziiciilere diisiik tolerans

Yan iiriin olasilig




Biyotransformasyon reaksiyonlarinda, genellikle tim hiicre sistemlerinin tercih

edilmesinin nedenleri ise soyle siralanabilir (Faber 2004):

» Potansiyel olarak yararli pek ¢ok enzim dogal ortami olan hiicre disinda kararsiz
olabilir.

» Hiicre i¢i enzimler, aktivite gosterebilmeleri i¢in bir ya da daha ¢ok kofaktore
ihtiya¢ duyarlar. Bu kofaktorler, canli hiicre igerisinde hazir iken hiicre disinda
bunlarin saglanmasi ekonomik bir giicliiktiir.

» Enzimlerin izole edilmesi zaman ve kaynak yoniinden pahalidir.

Yine biyotransformasyon reaksiyonlarinda genellikle tiim hiicre sistemleri icinde

mikrobiyal hiicrelerin tercih edilmesinin nedenleri ise sdyle siralanabilir (Faber 2004):

» Mikrobiyal hiicrelerin biiylime ve gelisme hizi ve buna bagl olarak metabolik hizi,
bitki ve hayvan hiicreleri ile karsilagtirildiginda oldukc¢a fazladir. Bu da mikrobiyal
hiicreler ile biyotransformasyon reaksiyonunun hizli ve kisa siirede gerceklesmesini
saglar.

» Genellikle mikrobiyal hiicrelerde kullanilan substrat gesitliligi bitki ve hayvan
hiicrelerine gore daha fazladir.

» Mirobiyal hiicrelerin sahip oldugu boyutlar ve etkili hiicre duvar1 yapisi onlar1 bitki
ve hayvan hiicrelerine gore mekanik olarak daha kararli kilar. Bu da degisik kiiltiir

tekniklerinde hiicrenin ortamdaki direnci adina bir avantajdir.

Enzimatik reaksiyonlarin avantajlari;

Enzimler ¢ok hizli ¢alisan biyokatalizorlerdir.

T o

Enzimler genis bir substrat spesifikligine sahiptir.

o

Enzimlerin genis bir reaksiyon spektrumu vardir.

d. Enzimler ilimli kosullarda galisirlar.



2.1.2 Kofaktorler ve kofaktor rejenerasyonu

Enzimlerin aktivite gosterebilmeleri i¢in gerekli olan, ancak protein yapida olmayan
guruplara kofaktor denir. Kofaktorler hiicre i¢i tepkimelerin devamliligr agisindan son
derece Onemlidir. Biinyelerinde bulundurduklar1 hidrojen iyonlari, indirgenme
tepkimelerinde gerekli olan hidrojen ihtiyacin1 karsilamaktadir. Mikroorganizma iginde
yeterli miktarda enzim olsa dahi kofaktor miktar1 yetersizse ilgili tepkimeler
yiirimeyecektir. Kofaktorler pahali olduklarindan, tepkime sonucu tiikendiklerinden,

kofaktor rejenerasyonu yapilmasi daha ekonomiktir.

Kofaktor rejenerasyonunun gergeklestirilebilmesi i¢in iki yontem mevcuttur. Ortamda

ikinci bir substrat veya ikinci bir enzim kullanmak (Sekil 2.2) (Kroutil vd. 2004) :

(a) SUBSTRAT EXLEME (b) ENZIM EaEme
0 H 0 EnzimA
J‘ Fo " " 0 J (ADH) _ ?“
R/ ~ A.’/ ~ ,"‘-»‘ ” 3 o ~
/ Tk N R i N 1 *
NAD(P)H enzim ' NAD(P)* NAD(PH NAD(P)*
\ i (ADH) | \ £
OH N 7 0 / o
| = “+—e Kosubstrat ——e urin
7N s i - A EnzimB

Sekil 2.2 Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD") kofaktdr rejenerasyonu

Cift substrat ile kofaktor rejenerasyonunda tek bir enzim (alkol dehidrojenaz)
kullanilmaktadir. Bu yontemde, enzim, her iki tepkimede ortaklasa kullanilir. Cift

enzim yonteminde ise ortamda ikinci bir farkli enzim mevcuttur.



2.1.3 Alkol Dehidrojenaz (ADH)

Bazi enzimler etkinliklerini gostermek i¢in ek bir bilesige gerek duymazlar;
ancak bazilar1 aktiviteleri i¢in, kofaktér denilen, protein olmayan molekiillere gerek
duyarlar. Yapilan c¢alismada kullanilan mikroorganizmalar ADH enzimi i¢ermektedir.
Bu enzim kofaktéor olmadan tepkime sistemlerinde istenilen aktiviteyi
gosterememektedir. Dehidrojenazlarin biiyiik cogunlugu indirgenme ve yiikseltgenme

tepkimelerinde NADH / NADPH gibi nikotinamid kofaktorlerine ihtiyag¢ duyarlar.

Calismada yiikseltgenme tepkimesinde Lactobacillus kefir ADH ve NADH oksidaz
enzim kaynagi olarak kullanilmaktadir. Tepkime sisteminde (R)-1-feniletanol
asetofenona yiikseltgenirken; NAD" kofaktoriiniin tepkime sisteminde bitmemesi i¢in
ortama ikinci bir substrat O, kullanilmistir. Oksijen NADH oksidaz enziminin katalitik
etkisiyle H,O,’ye doniisiirken; NADH’1da NAD® kofaktoriine indirgemektedir.
Yiikseltgenme tepkimesinde O kullanilarak kofaktor rejenerasyonu gergeklestirilmistir

(Sekil 2.3) .

OH OH Lactobacillus kefir 0 OH
* ADH

CH; + CH
CH CHs 3

g
(R)-1-fenil etanol (S)-1-fenil etanol ;"-__ asetofenon (S)-1-fenil etanol

NAD* NADH
H,0, 0,
NADH oksidaz

Sekil 2.3 Yiikseltgenme tepkimesi kofaktor rejenerasyonu

Indirgenme tepkimesinde Rhodotorula glutinis; ADH ve glikoz dehidrojenaz (GDH)
enzim kaynagl olarak kullanilmaktadir. Tepkime sisteminde asetofenon (S)-1-
feniletanole indirgenirken; glikoz dehidrojenaz enziminin Katalitik etkisiyle NAD*
NADH’a yiikseltgenmistir. Bunun i¢inde indirgenme tepkimesinde kosubstrat olarak

glikoz kullanmilmistir (Sekil 2.4) .



Rhodotorula glutinis
CHs sk CHa
asetofenon ﬁ S-alkol
%100
NADH NAD*
glukonik asit U glikoz
glikoz dehidrojenaz

Kofaktor rejenerasyonu

Sekil 2.4 indirgenme tepkimesi kofaktdr rejenerasyonu

2.1.4 Biyotransformasyon tiirleri
Biyotransformasyon tiirleri su sekilde siniflandirilabilir:
Ureyen Hiicrelerle Biyotransformasyon

Onceden Cogaltilmis Hiicrelerle Biyotransformasyon

Tutuklamis Hiicrelerle Biyotransformasyon

P W npoE

Saf Enzimlerle Biyotransformasyon

2.1.4.1 Ureyen hiicrelerle biyotransformasyon

Mikrobiyal ilireme sirasinda tepkime ortamina eklenen substrat i¢in optimum ekleme
zamani belirlenmelidir. Biyotransformasyon, asilamadan sonra maksimum verime

ulagincaya kadar sitirdiiriilmelidir.



2.1.4.2 Onceden cogaltilms hiicrelerle biyotransformasyon

[lk adimda mikroorganizma optimum kosullar altinda ¢ogalir. Biyokiitle; filtrasyon ya
da santrifiij ile ayrilir. ikinci adimda hiicreler, substrat igeren optimum pH degerindeki

destek ¢ozeltisi ya da su eklenerek siispansiyon haline getirilir.

Bu sistemin avantajlari;

¢ Substratin ya da {iriiniin mikroorganizma biiyiimesine olan negatif etkisi ortadan
kaldirilir.
% Optimum doniisiim oran hizini veren hiicre derigimi kolaylikla belirlenebilir.

¢ Ortam karmasik olmadigindan iiriin uzaklastirmasi kolaydir.

2.1.4.3 Tutuklams hiicrelerle biyotransformasyon

Tutuklanmig hiicrelerle gerceklestirilen biyotransformasyonlar, serbest hiicreler ile
gerceklestirilenlere gore daha kararli igletme olanagina sahiptir. Tutuklanmis hiicreler
biyotepkime ortamindan kolaylikla uzaklastirilabilir ve tekrar kullamlabilirler. Uriin
olusum hiz1 yiiksektir ve inhibisyon etkisi minimumdur. Tutuklamanin ek maliyet

getirmesi ve difiizyon kisitlamalar1 bu yontemin dezavantajlarindandir.

2.1.4.4 Saf enzimlerle biyotransformasyon

¢ Hiicre membrani uygun substrat ve {irliniin gegmesini Onliiyor ise,

< Uriinlerin bozunmasma ya da arzu edilmeyen yan tepkimelere dier enzimlerin
varlig1 neden oluyor ise,

< TIlgili enzim hiicre tarafindan salgilaniyor ve biyokiitleden uzaklastirildiktan sonra

kolayca saflastirilabiliyor ise,

¢ Kaullanilan enzim ticari bir kullanima sahip ise saf enzimlerle biyotransformasyon

tercih edilir.



2.1.5 Bashca biyotransformasyon tepkimeleri

Bu reaksiyon tipleri yedi sekilde gruplandirilabilir (Faber 2004):

YV V. V V V V

Oksidasyon

Rediiksiyon

Hidroliz reaksiyonlar
Katilim ve kondenzasyon
fzomerlesme

Yeni C-C baglarinin olusumu

Burada siralanmis olan reaksiyonlar biyotransformasyon reaksiyonlarmin neredeyse

tim kimyasal reaksiyonlara esdeger reaksiyonlar1 yapabilecegini gostermektedir. Genis

bir ¢esitlilige sahip biyotransformasyon reaksiyonlarinin bir 6zelligi de, kimyasal olarak

gerceklestirilemeyecek reaksiyonlar1 gerceklestirebilme olanagidir. Bu tiir reaksiyonlari

asagidaki gibi gruplandirilabilir:

Benzer fonksiyonel gruplardan yalniz birinin reaksiyona sokulmasi,
Enantiyomerlerden birinin se¢imli doniisiime ugratilmasi ile rasemik karisimlarin
ayrilmasi,

Asimetrik merkeze bir grup sokulmasi,

Aktive edilmemis C-atomunun sec¢imli olarak fonksiyonel grup haline

doniistiiriilmesi.

2.2 Stereokimyasal Kavramlar

Stereokimya, molekiillerdeki atom veya gruplarin ii¢ boyutlu diizenlemeleridir. Ayna

gorlintiisii ile {ist liste gakismayan bir nesne kiraldir. Genel olarak w, x, y ve z gibi dort

farkli atom ya da grubunun bagli oldugu karbon iceren molekiiller kiral molekiiller

olarak adlandirilirlar ve bu karbon merkezide sterojenik merkez olarak tanimlanir.

10



Stereojenik merkez ayrica kiral merkez, asimetrik merkez ve stereomerkez olarak da

adlandirilir.
wW W /S[ermjfnik merkez
& !
- “ W
X~ WY YW OX
Z Z

Sekil 2.5 Kiral molekiilde stereojenik merkez

F F
; !
B \”n a4 Br
Cl _ Cl

Sekil 2.6 Klordiflorometanin ayna goriintiileri

2.2.1 Stereoizomerler

[zomerler, ayn1 molekiil formiiliine sahip ancak farkli olan bilesiklerdir. Yapisal ve
stereoizomerler olarak iki grupta incelenebilirler. Yapisal izomerler ayn1 molekiil
formiiliine sahip ancak atom ya da atom gruplarinin baglantilar1 farkli olan bilesiklerdir.
Bu tiir izomerlik gosteren bilesiklerin yapilart ve fiziksel o6zellikleri birbirinden
tamamen farklidir. Stereoizomerler ise ayni molekiil formiiliine sahip atom ya da atom
gruplarinin baglantilar1 aym1 ancak uzaydaki dizilislerinin farkli oldugu bilesiklerdir.
Stereoizomerler de enantiyomerler ve diastereomerler olarak iki sinifa ayrilirlar (Sekil
2.7) .
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iZOMERLER

Yapi izomerleri Stereoizomerler
(atomlar farkli baglanma (uzaydaki diizenlenmesi
diizeninde) farkli)

Enantiyomerler Diastereomerler
(birbirinin ¢akismayan ayna (birbirinin ayna goriintiisii
gOrlintiisii) olmayan)

Sekil 2.7 izomerlerin smiflandirilmasi

2.2.2 Kiralite

Ayna goriintiisii ile ist iiste ¢akismayan bir nesneye kiraldir denir. Kiral sozctigii
Yunanca’da el anlaminda cheiros kelimesinden gelmektedir. Ayna goriintiisii ile {ist liste
cakisan nesne kiral olmayip buna akiraldir denir. Bir molekiiliin kiral ya da akiral
oldugunu anlamak i¢in molekiil ile bu molekiiliin ayna goriintiisii incelenmektedir. Kiral
bir molekiiliin ayna goriintiisii ile kendisi st iiste cakistirilamazken, akiral bir

molekiiliin kendisi ile ayna goriintiisii Uist liste ¢akistirilabilmektedir.

=

Sekil 2.8 Kiral bir nesne (el) ve ayna goriintiisii
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2.2.3 Enantiyomerler

Enantiyomerler, birbirinin ayna goriintiisii olan stereoizomerlerdir. Enantiyomerlerin
fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ayn1 olmasina ragmen biyolojik etkileri birbirinden
tamamen farklidir. Uzayda atomlarin diizenlenmesine bagli olarak farkli 6zellikler

gosterebilirler.

Enantiyomerler, kiral merkeze bagl gruplarin farkli diizenlenmelerinden ileri gelen
yapilardir. Bu yapilara “konfiglirasyon” adi verilir. Enantiyomerler, konfigiirasyon
izomerleridir ve zit konfigilirasyona sahiptirler (Solomon 1997). R-S ya da Cahn-
Ingold-Prelog (CIP) sistemi ile enantiyomerin konfigiirasyonu belirlenebilir. Ornegin
ibuprofen’in agr1 kesici 6zelliginden sorumlu olan S enantiyomeridir. R enantiyomeri

ise aktif degildir.

Enantiyomerler arasindaki tek fark kiraliteden meydana gelen farktir. Enantiyomerlerin
diger ozellikleri birbirinin aynidir. Bu kiralite farkindan dolay:1 diizlem polarize 151k
1511 esit acida ama farkli yone cevirirler. Clinkii ¢evirme miktar1 kiral bir 6zellik

degildir.

Enantiyomerlerin kaynama noktasi, yogunluk, erime noktas1 gibi fiziksel 6zellikleri
aynidir. Enantiyomerlerin farkliliklar sadece kiral ¢oziicii, bagka bir kiral molekiil veya
polarize 15181n var oldugu kiral bir gevre igerisinde gézlenebilmektedir. Enantiyomerler
arasindaki tek fark, ¢evirme acilarinin yonii ve biyolojik etkilerinin farkli olmasidir.
Enantiyomerler kristalizasyon, ekstraksiyon, distilasyon gibi fiziksel metodlarla
ayrilamazlar. Enantiyomerlerin diger bir kiral molekiille birlesmesinden diastereomerler
meydana gelmektedirler. Diastereomerler enantiyomer degildirler fakat enantiyomerler
gibi ayni yapiya sahiptirler ve atomlarin uzaydaki diizenlenmeleri farklidir. Ancak

diasteromerler kiristalizasyon, distilasyon gibi fiziksel yontemlerle ayrilabilmektedirler.
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(R)-2-Kklor-(S)-3-florbiitan (S)-2-klor-(R)-3-florbiitan

diasteromer diasteromer

enantivomer

H,¢” R
(S)-2-Klor-(S)-3-florbiitan (R)-2-klor-(R)-3-florbiitan

Sekil 2.9 Enantiyomerlerin R ve S konfigiirasyonlari

2.2.4 Rasemik Karisim

Kimyada bir rasemik karisim; bir kiral molekiiliin sol ve sag elli enantiyomerlerinin esit
oranda Karisimi demektir. ilk bilinen rasemik karigim, Pasteur'iin buldugu tartarik asidin

iki enantiyomerik izomerinin karigimi olan rasemik asittir.

Rasematlar optikge aktiflik gostermezler, ¢ilinkii; enantiyomerlerin herbiri diizlem
polarize 15181 esit ancak zit yonlerde degistirdigi i¢in diizlem polarize 15181n net degisimi

sifir olacaktir.
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http://tr.wikipedia.org/wiki/Kimya
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Kiralite&action=edit&redlink=1
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http://tr.wikipedia.org/wiki/Tartarik_asit
http://tr.wikipedia.org/wiki/Enantiyomer
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Rasemik_asit&action=edit&redlink=1

2.3 Enantiyomerik Saflikta Uriin Kullanmanin Onemi

2.3.1 Talidomid facias1

Sekil 2.10 Talidomid

Gilinlimiizde hemen hemen herkes gebelik sirasinda gecirilen bazi hastaliklarin ve
uygulanan bazi tan1 metotlarmin ve tedavilerin hem anne hem de ¢ocuk i¢in olumsuz
etkilerinin olabilecegini biliyor. Ne yazik ki insanlik bu bilginin bedelini ¢ok agir bir

sekilde 6demistir. Bu bedel, tarihteki en korkung tibbi trajedinin adidir.

1950’1lerin sonu 60’larin basinda antibiyotik lretiminde daha ucuz yontemler bulmak
icin ¢aligmalar yiiriiten Alman ilag¢ firmas1 Chemie Griinenthal, kimyasal bir kaza eseri
tesadiifen buldugu ve adma “thalidomide” dedigi drogu piyasaya siirdii. Yiiksek doz
talidomide maruz birakilan hayvanlar {lizerinde yapilan bazi testler sonrasinda firma,
ilacin zararsiz oldugunu ve Onemli bir yan etkisinin olmadigin1 duyurdu. Chemie
Griinenthal, 1955°de ilag¢ iizerinde ileri arastirmalar ve klinik ¢alismalar yapilmadan
ilacin iicretsiz Orneklerini dagitmaya bagladi. Nobetlerini 6nlemek icin ilact almaya
baslayan epilepsi hastalari, ila¢ alimi sonrasi derin bir uykunun ortaya ¢iktigini, ilacin
yatistirict ve sakinlestirici etkilerinin oldugunu bildirdiler. Aslinda ayni hastalar ilacin
diger yan etkilerinden de s6z etmis fakat bunlar 6nemsiz kabul edilerek goz ardi

edilmisti.
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http://www.mumcu.com/html/article.php?sid=446
http://www.hps.org/publicinformation/ate/q2988.html
http://www.obgynnews.com/article/S0029-7437(01)70350-3/fulltext
http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/druginfo/medmaster/a699032.html
http://www.turkepilepsi.org.tr/index.php?pid=hakkinda&cat=0&detail=0

1957 Ekiminde Bati Almanya’daki doktorlar, bulanti ve kusmaya uykusuzlugun eslik
ettigi “morning sickness” (hamilelerde sabah bulantisi) Sorunuyla gelen gebe hastalar
i¢in talidomidin ticari bir formu olan Contergan’a regetelerinde yer vermeye basladilar.
Giderek diinya genelinde yayginlasan thalidomid; Distaval, Asmaval, Distaval Forte,
Tensival, Valgis, Valgraine gibi pek ¢ok marka adi altinda piyasaya siiriiliiyordu.

Thalidomid, ayrica giiclii bir hipnotik sedatif olarak da pazarlaniyordu.

Ilac1 almaya baslayan hamileler; uykuya egilim, halsizlik, kabizlik, deride kizarikliklar,
ciddi kafa ve mide agrilari, ellerde ve ayaklarda uyusma, bas donmesi, sinirlilik, titreme,
kulak ¢inlamasi, depresyon gibi yan etkilerden s6z etmeye basladilar. Bir y1l igerisinde
ise talidomid kullanan anneler, ¢ok sayida dogumsal anomalili bebek diinyaya
getirmeye basladi. En yaygin dogumsal defekt ise; normalden kisa, malforme, yiizgeg
benzeri kol ve bacaklarla kendini gosteren “fakomeli (phocomelia)” idi. Hatta bu
anomaliyle diinyaya gelen c¢ocuklara "flipper babies(ylizgecli bebekler)" denmeye
baslandi. Diger dogumsal bozukluklar ise; gelisimini tamamlayamamis parmaklar,
sagirlik, korliik, yarik damak ve kalpte, sinirlerde, cinsel organlarda, bobreklerde,

sindirim sisteminde malformasyonlar seklinde agiga ¢ikmaktaydi.

»e

Ao Al

Sekil 2.11 Talidomid kullaniminin verdigi zarar
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http://www.americanpregnancy.org/pregnancyhealth/morningsickness.html
http://www.k-faktor.com/contergan/
http://med.cu.edu.tr/anestezi/iv_cag/neuroleptik.htm
http://www.fda.gov/cder/news/thalidomide.htm
http://www.thalidomidesociety.co.uk/publications.htm
http://www.wordinfo.info/words/index/info/view_unit/3621
http://philosoblog.blogspot.com/2006/07/flipper-babies-richard-chappell.html

Ilag firmalar1 baslangicta, giderek artan talidomid ile iliskili dogumsal bozukluklar1 ve
yeni dogan Oliimlerini inkar etse de bu ciddi yan etkiler medya yardimiyla diinya
capinda duyulmaya basglamis, saygin tip dergileri bu ilacin ¢ok sayida yan etkisini
detaylariyla yayimlamisti. ABD’de ise talidomidin izni defalarca FDA tarafindan iptal
edilmis, ilacin oOzellikle gebelik doneminde insan metabolizmasi iizerine etkilerini

ortaya cikaran ileri diizeyde aragtirmalar yapilmisti.

Sonugcta talidomid tiim diinyada piyasadan cekildi. Fakat bu tip felaketinden etkilenen
aileler ve talidomid kurbanlar1 igin ¢ok ge¢ alinmis bir karardi. Diinya {izerinde 46
tilkeden 10.000’in iizerinde bebek ilacin yan etkisi nedeniyle sakat olarak diinyaya geldi

ve bunlarin yaklasik yarisi da erigkin bir birey olamadan yasama veda etti.

2.4 Enantiyomerik Olarak Saf Bilesiklerin Elde Edilmesi

Genel olarak, enantiyomerik saflikta bilesikler elde etmek i¢in kullanilan baslangig
noktasia gore ii¢ farkli yontem bulunmaktadir (Sekil 2.12). Bunlar; Kkiral substratlar,

prokiral substratlar veya rasemik (rasemat) karisimlardir.

Kiral substratlar Rasematlar Prokiral substratlar
Rezoliisyon
Sentez Kinetik Kristalizasyon Kromatografi — Asimetrik Sentez
) / \ Biyokatalizor
Enzimatik Kimyasal

Enantiyvomerik saflikta bilesik

Sekil 2.12 Enantiyomerik olarak saf bilesiklerin elde edilmesi (Ghanem and Aboul
Enein 2004)
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Enantiyomerik saflikta kiral madde iiretiminde, enantiyomerik asirilik (e.e) dnemli bir
kavramdir. Herhangi bir bilesenin enantiyomerik saflig1 enantiyomerik agirilik terimiyle

ifade edilir (Ghanem ve Aboul-Enein 2004).

Enantiyomerik asirilik, S- veya R- enantiyomere gore tamimlanabilir. Burada; S-
enantiyomer i¢in, enantiyomerik asirilik degeri (e.e) ve doniisim (X) esitlik 2.1 ve

esitlik 2.2°de verilmistir.

%e.e = SR, 100 (2.1)
' Cs + Cg '

%X Tepkimeye giren maddenin mol sayis1 100 29
= * .
° Beslenen maddenin mol sayisi (22)

2.5 Rasematlarin Rezoliisyonu

Iki enantiyomeri iceren karisimdan istenen enantiyomerin ayrilmasina ise “rezoliisyon”
denilmektedir. Asimetrik sentezdeki etkileyici gelismelere ragmen, endiistriyel alanda
tek bir enantiyomerin elde edilmesi i¢in kullanilan en yaygin {iretim metodu,

rasematlarin rezoliisyonudur.

Rezoliisyonun bircok uygulama alami vardir. Ornek olarak ilag olarak kullanilacak
bilesik disimetrik bir molekiil ise bunun sadece bir enantiyomeri etkindir, diger
enantiyomerin ilag etkinligi yoktur veya ¢ok azdir. Bdyle bir bilesik kimyasal
yontemlerle sentezlendiginde cogunlukla rasem seklinde elde edilir, sonrasinda ise

rasemik bilesigin rezoliisyonu yapilarak etkin enantiyomer elde edilir.
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Rezoliisyon yontemleri agagidaki sekilde siniflandirilabilir :

RASEMATLARIN
REZOLUSYONU

Kinetik Rezoliisyon
*enzimatik
*Kkimyasal

Diastereomer
Kristalizasyon

Tercihli

Kristalizasyon Kromatografi

Sekil 2.13 Rasematlarin rezoliisyonu

2.5.1 Tercihli kristalizasyon

Bu yontem endiistriyel 6l¢ekli calismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu proses
teknik olarak konglomerat formundaki rasematlarla gerceklestirilebilir. Konglomerat
esit miktarlarda iki enantiyomerin kristallerinin mekanik olarak karisimindan elde edilir.
Fakat tlim rasematlarin %20 den daha az1 konglomerat oldugundan avantajli bir yontem

degildir.

2.5.2 Diasteromer kristalizasyon

Rasem bilesigin optikge aktif bir bazin enantiyomeri ile tuzu olusturuldugunda artik bu
olusan tuzlar enantiyomer olmayip diastereomer tuzlardir, dolayisiyla fiziksel 6zellikleri
ve ¢Ozlnirlik oOzellikleri birbirinden ¢ok farklidir. Uygun bir ¢oziiciide
kristallendirilerek birbirinden ayrilabilir ve ayrilan tuzlar bir mineral asitle
etkilestirilerek asidin anyonu proton alarak serbest hale doniistiiriilebilir. Genel olarak,
diastereomer tuzlar olusturmak i¢in kullanilan optikg¢e saf organik asitler ve bazlar dogal

bilesiklerdir ve tiirleri cok fazladir.
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2.5.3 Kromatografi

Kolon kromatografisinde kolon dolgu maddesi olarak optikge aktif kati maddeler
(glikoz, sakkaroz, laktoz gibi sekerler) kullanildiginda kolondan rasem bir bilesigin
coOzeltisi gecirildiginde enantiyomerlerden biri digerinden daha giiglii tutulur ve
rezoliisyon gerceklesir. Kolon uzunlugu yeterli ise toplanan ¢ozeltide sadece bir
enantiyomer bulunur. Kolonda tutulmus olan diger enantiyomer ise baska bir ¢oziicii ile

alinabilir.

2.5.4 Kinetik rezoliisyon

Rasematlarin rezoliisyonunda kullanilan iigiincii yontem ise kinetik rezoliisyondur. Bu
yontemin iyi sonu¢ vermesi kiral girdi ile iki enantiyomerin tepkime hizlarmin farkl
olmasina baghdir. Kiral girdi, biyokatalizor olarak enzim veya mikroorganizma,
kimyasal katalizor olarak kiral metal kompleksi, kiral asit ya da baz olabilir ve ortamda
katalitik miktarda bulunmalidir. Rasemik bilesiklerin kinetik rezoliisyonu lipazlarin
katalizledigi doniisiim tepkimelerinden en yaygin olamidir ve lipaz enzimi rasemik
karisimdaki iki enantiyomer arasinda ayrim yapabilir. Dolayisiyla bir enantiyomer

digerinden daha hizli iirline dontstiiriiliir.

kg
(R)-substrat » (P)-iiriin
kg

(S)-substrat > (Q)-lirtin

Sekil 2.14 Katalitik kinetik rezoliisyon

kr#ks oldugu durumda kinetik rezoliisyon gergeklesir ve tepkime doniisim % 0 ila %
50 arasinda bir degere ulastiginda durdurulur. ideal durumda bir enantiyomer
digerinden daha hizli tepkimeye girer, 6rnek verilecek olursa tepkime girdisi (R)

tepkimeye giren tek enantiyomerdir (ks=0). Bu durumda enantiyomerlerin birbirine
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orani 50:50 oldugu rasemik karisimda % 50 doniisiime ulasildiginda karisim icinde %
50 girdi (S) ve % 50 iirtin (P) kalir. Bu yontem tek bir enzim kullanilarak iki
enantiyomerin kolay sekilde ayrilmasinda avantaj saglar. Yaygin olarak kullanilan bir
rezollisyon tiiriidiir ve enantiyomerik saflikta ya da bir enantiyomerce zenginlestirilmis

bilesiklerin elde edilmesinde etkin bir yoldur (Ghanem ve Aboul-Enein 2004).

Ancak, bu proseste 6zellikle endiistriyel boyutta bir¢ok dezavantaji vardir (Strauss vd.
1999) ;

++ Her bir enantiyomerin teorik verimi %50’yi gegememektedir.
+ Kalan substratin iiriinden ayrilmasi gii¢ olabilmektedir.

% Doniisiim %50 oldugunda tepkimenin sonlandirilmasi istenilmektedir.

2.6 Derasemizasyon Prosesleri

Yaygin olarak kullanilan kinetik rezoliisyon yonteminin sinirlamalarina dayanarak
rezoliisyon tekniklerine alternatif olarak derasemizasyon yontemi gelistirilmistir.
Derasemizasyon proseslerinde hizli olarak tepkimeye giren enantiyomer (R), iiriin (P)
olustururken; yavas tepkimeye giren enantiyomer (S), diger enantiyomer bittikce
rasemizasyon tepkimesi ile R enantiyomerine doniismektedir. Boylece R enantiyomeri
ortamda hi¢ bitmemekte ve ortamda bulunan iki enantiyomerde {iriine doniismektedir.

Boylece teorik verim %100’e ¢ikabildiginden bu yontem oldukg¢a avantajlidir.

Derasemizasyon prosesleri ii¢ mekanizmayla gergeklesmektedir (Gruber vd. 2006) :
» Enantiyodoniisiim prosesi

» Dinamik kinetik rezoliisyon

» Stereoinversiyon
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2.6.1 Enantiyodoniisiim prosesi

Bu proseste substratin A ve B enantiyomerlerinin ikisi de farkli yapidaki tek bir {iriine
farkli yollardan dontsiirler. Bir enantiyomerin konfiglirasyonu sabit kalirken digerinin

konfigiirasyonu degisir.

Enantiyodoniisiim prosesleri {i¢ yolla gerceklestirilmektedir:

e ki biyokatalizorler enantiyoddniisiim
e Biyo ve kimyasal katalizorlerle enantiyodontisiim

e Tek bir biyokatalizorle enantiyodoniisiim

2.6.2 Dinamik Kinetik Rezoliisyon

Genel olarak kinetik ve dinamik Kkinetik rezoliisyonda, (R)-enantiyomeri (S)-
enantiyomerinden daha hizli R-iirtine doniisttiriilmektedir (kr>ks). Kinetik rezoliisyonda
hizli reaksiyon veren (R)-enantiyomeri bitince %50 doniisiimde reaksiyon yavaglar ya
da durma noktasina gelir, yavas reaksiyon veren (S)-enantiyomer ortamda kalir.
Dinamik rezoliisyonda reaksiyon boyunca substrat rasemizasyonu ile (S)-
enantiyomerinden (R)-enantiyomeri olusmaktadir. Bdylece (R)-enantiyomerinin
ortamda bitmesi Onlenmektedir. Sonug olarak reaksiyon durma noktasina gelmemekte
ve rasemik baglangi¢ maddesinin tiimii {irline doniisiine kadar reaksiyon siirmektedir

(Strauss vd. 1999).

2.6.3 Stereoinversiyon

Enantiyose¢imli stereoinversiyon yoluyla derasemizasyonda substratin A enantiyomeri
B enantiyomerine doniigerek tek {irlin olarak B enantiyomeri elde edilir. Bu proses
enantiyomerizasyon olarak da  adlandirilabilir. ~ Stereoinversiyon  yontemi;
enantiyodonilisim prosesi ve dinamik kinetik rezoliisyon yontemlerine gore daha

iistiindiir. Ciinkii burada baslangic maddesinin (A) sadece yaris1 doniisiir, diger yarisi
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zaten istenilen enantiyomerik {iriin olarak bulunmaktadir. Bu nedenle bu yontemle diger
yontemlere gore en azindan iki kat daha az reaktanta ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu yiizden
bu yontem daha ekonomiktir (Gruber vd. 2006).

Stereoinversiyon ile derasemizasyon;

v

Tek bir biyoreaktirde yiikseltgenme-indirgenme
reaksiyonlarumn ard arda gergeklestirilmesi ile

vapilmaktadur.
iikseltgenme indirgenme
R 5 S- alkol
+ +
bivokatalizér bivokatalizor
S- alkol S- alkol

rac-alkol

Sekil 2.15 Sekonder bir alkoliin stereoinversiyon ile derasemizasyonu

Sekil 2.15°te  derasemizasyon tepkimesinde substrat olarak rac-1-feniletanol
kullanilmaktadir. ik adimda; rac-1-feniletanolde bulunan R-alkol, kullanilan
biyokatalizoriin R-se¢cimli davranmas1 sonucu ilgili ketona yiikseltgenmektedir. ikinci
adimda; olusan keton, indirgenme tepkimesinde kullanilan biyokatalizoriin S-segimli
davranmasi ile S-alkole indirgenmektedir. Sonug olarak baslangictaki S-alkol ile olusan
S-alkol birlesimi ile {iriin olarak %100 verimle tek enantiyomer S- enantiyomeri elde

edilmektedir.
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2.7 1-Feniletanol

H,C

OH

(R)-1-fenil etanol

OH

.“\

(S)-1-fenil etanol

Sekil 2.16 R- ve S- alkollerin molekiil yapilari

(R)-1-feniletanol; koku endiistrisinde ¢ok yaygin olarak kullanilmakta ve bunun

yanisira; boyada, goze ait ilaclarda, kolestrol inhibit6rii olarak da kullanim alanlari

vardir (Suan vd. 2004). (S)-1-feniletanol Alzheimer ilaglarinin yapiminda kullanilan bir

ara liriin olmastyla biyokimya alaninda 6énemli bir lirtindiir.

Cizelge 2.2 (R)-1-feniletanol fiziksel 6zellikleri

Kapah Formiilii CsHsCH(OH)CH3
Molekiil Agirhig: 122,16 g/mol
Yogunluk 0,996 g/mL (25°C)
Coziiniirliik -

Kaynama Noktasi 98°C

Erime Noktasi 9-11°C

Cizelge 2.3 (S)-1-feniletanol fiziksel 6zellikleri

Kapah Formiilii CsHsCH(OH)CH3
Molekiil Agirhg 122,16 g/mol
Yogunluk 0,996 g/mL (25°C)
Coziiniirlik -

Kaynama Noktasi 98°C

Erime Noktasi 9-11°C
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3. KAYNAK ARASTIRMASI

Enantiyomerik safliktaki kiral alkoller pek ¢ok farmokolojik iiriiniin ¢ikis maddesidir.
Kiral alkollerin endiistriyel iiretiminde, yiiksek {riin derisimi, yiiksek verimlilik
istenmektedir. {lag etken maddesi olarak genis kullanim alanina sahip 1-feniletanoliin de
yiiksek verim ve yiiksek enantiyomerik saflikta {iretimi i¢in derasemizasyon prosesi
gelistirilmistir. Ciinkii bu proseste doniistim % 100 olabilmektedir. (Voss vd. 2007) Bu
nedenle bu ¢alisma kapsaminda kaynak arastirmasi 1-feniletanol ve gesitli alkollerin
biyokatalitik derasemizasyonu ile ilgili olarak yapilmistir. Bu yontemde farkl
stereose¢imlilige sahip iki enzim katalizorligiinde ardisik yiikseltgenme ve indirgenme

tepkimeleri ile enantiyomerik saflikta {iriin elde edilebilmektedir.

Dusiik substrat derisimlerinde bile doniisimiin  diisik olmasmin nedeni enzim
kofaktoriiniin tepkime sirasinda tilkenmesidir. Bu nedenle tepkime esnasinda kofaktor
ilavesi veya kofaktor rejenerasyonunun gereklidir. Kofaktorler pahali olduklarindan ve
tepkime sonucu tiikendiklerinden, kofaktor rejenerasyonunun yapilmasi daha ekonomik
olmaktadir. Kofaktor rejenerasyonu, ortamda ikinci bir substrat veya ikinci bir enzim
kullanilarak gergeklestirilebilir. (Kroutil vd. 2004)

Nakamura vd. (2001) 1-feniletanoliin derasemizasyonunu tek mikroorganizma
biyokatalizorliiglinde stereoinversiyon yontemi ile gerceklestirmisler ve bunun igin
onsekiz tane mikroorganizma g¢esidi denemislerdir. Baz1 mikroorganizmalar ile hig
secimililik gdzlenmemis, alkoliin tamami ketona doniiserek istenilmeyen sonug elde
edilmistir. Incelenen onsekiz mikroorganizma igerisinden sadece ii¢ mikroorganizma
tirti ile iyi sonu¢ alinmistir. Bunlar; Dipoduscas magnusii IFO 4600, Endomyces
geotrichum IFO 9541, Geotrichum candidum IFO 5767 mikroorganizmalaridir. En iyi
sonucu ise Geotrichum candidum IFO 5767 mikroorganizmasi vermistir. Geotrichum
candidum IFO 5767 mikroorganizmasi ile derasemizasyon prosesi sonucunda %96

verimde %99 e.e R- enantiyomeri elde etmislerdir.
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Cizelge 3.1 rac-1-feniletanoliin stereoinversiyonu i¢in incelenen mikroorganizmalar

EH Mikroorgzanizma OH H
| = it ——— = | \\". "~

rac-1-fenil etanol R-1-fenil etanol  § 1 fenil etanol Asetofenon

Mikroorganizma Verim (%) | e.e (%) | Konfigiirasyon
Aspergillus oryzae IAM 2663 100 0

Aspergillus niger IAM 6661 100 0

Aspergillus niger IFO 9455 100 0

Aspergillus niger IFO 5374 100 0

Aspergillus niger IFO 4091 100 0

Dipoduscas magnussi IFO 4600 78 90 R
Endomyces geotrichum IFO 9541 98 73 R
Galactomyces reessii IFO 1112 90 13 R
Geotrichum candidum IFO 4597 88 17 R
Geotrichum candidum IFO 5767 96 99 R
Geotrichum candidum ATCC 34674 66 98 R
Geotrichum rectangulatum 53 99 R
Mucor heimalis IAM 6095 96 R
Mucor Javanicus IAM 6087 97 R
Mucor Javanicus IAM 6101 97 R
Trichosporon capilatum IAM 4324 99 30 R
Trichosporon cutaneum IAM 12206 97 R
Trichosporon cutaneum IAM 12246 97 R

(Reaksiyon kosullari; 24h, 30°C, 130 rpm; 0,5g yas mikroorganizma, 0,03M 1-feniletanol, GC’de
analizlenmistir.)

Sekil 3.1°de Geotrichum candidum IFO 5767 mikroorganizmasi biyokatalizorligiinde
oncelikle S-enantiyomeri asetofenona yiikseltgenmistir ve yiikseltgenme alt1 saat
sonunda tamamlanmistir. Mikroorganizma yiikseltgenme basamaginda S-sec¢imli
davranmigtir. Daha sonra indirgenme tepkimesinde mikroorganizma R-se¢imli
davranarak; keton R-enantiyomerine indirgenmis ve 24 saat siire sonunda %99 e.e ve

%96 verim elde edilmistir.
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Sekil 3.2 rac-1-feniletanoliin zamanla stereoinversiyonu

Cizelge 3.2 G. candidum IFO 5767 biyokatalizorliigiinde baz1 sekonder alkollerin

stereoinversiyonu

Substrat Verim (%) e.e (%) Konfigiirasyon
1-(0-Methylphenyl)ethanol 98 2 R
1-(m- Methylphenyl)ethanol 90 19 R
1-(p- Methylphenyl)ethanol 95 77 R
1-(o-Chlorophenyl)ethanol 100 0 -
1-(m- Chlorophenyl)ethanol 89 14 R
1-(p- Chlorophenyl)ethanol 96 89 R
1-(p-Methoxyphenyl)ethanol 79 89 R
1-(2-Furyl)ethanol 65 92 R
1-Phenylpropan-1-ol 96 25 R
1-Phenylpropan-2-ol 95 14 R
4-Phenylbutan-2-ol 88 74 R
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G. candidum IFO 5767 mikroorganizmasi biyokatalizorliigiinde diger sekonder
alkollerin sonuglart incelenmis ve 1-(p-Chlorophenyl)ethanol, 1-(p-Methoxyphenyl)
ethanol, 1-(p-Methylphenyl) ethanol sekonder alkolleri i¢in yiiksek verim ve yiiksek

e.e’de R-enantiyomerinin elde edildigi goriilmiistiir.

Nakamura vd. (2002) sekonder alkollerin R- ve S- enantiyomerlerinin yiiksek
enantiyosegicilikte kiral sentezini G. candidum mikroorganizmasi biyokatalizorliigiinde
incelemistir. Onceden ¢ogaltilmis G. candidum mikroorganizmasi biyokatalizorliigiinde
yiikseltgenme ve indirgenme tepkimeleri; kurutulmus G. candidum mikroorganizmasi

biyokatalizorliigiinde de indirgenme tepkimesi incelenmistir.

G. candidum mikroorganizmast;

» Yiiksek biiylime hiz1 (24h)
> Yeterli miktarda temin edilebilmesi

» Alkol dehidrojenaz aktivitesinin yiiksek olmasi nedeniyle sekonder alkollerin

kiral sentezi i¢in tercih edilmistir.

Cizelge 3.3 Calismada incelenen tepkime sistemleri

Reaksiyon Konfig. | G.candidum | Hiicre Tutuklama | Coziicii | Katki
maddesi

Yiikseltgenme R IFO 4597 | Onceden + Hekzan | Siklohekzan

¢og.

Indirgenme S IFO 4597 Onceden + Hekzan | 2-hekzanol

cog.

Indirgenme S IFO5767 | Onceden + scCO, | 2-propanol

Gog.

Indirgenme S IFO 4597 Onceden _ H,O XAD

¢og. reginesi

Derasemizasyon R IFO 5767 Onceden _ H,O Yok

¢og.

Indirgenme S IFO 4597 Kurutma _ Tampon | NAD(P)" ve
2-propanol
veya
siklopentanol
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Calismada ylikseltgenme ve indirgenme tepkimelerine c¢esitli ¢oziiciiler ve katki

maddelerinin etkisi ayr1 ayr1 incelenmistir.

Cizelge 3.4 G. candidum IFO4597 biyokatalizorliigiinde yiikseltgenme tepkimesi

QH f G. candidum j\ﬂ r
H + > +
N R“R  RR

R” "R R” "R

Substrat Verim (%) e.e (%)
1- feniletanol 12 17 (R)
29 43 (R)
44 86 (R)
51 99 (R)
1-(2-Furyl)ethanol 50 96 (R)
1-(o-Chlorophenyl)ethanol 13 14 (R)
1-(m- Chlorophenyl)ethanol 52 97 (R)
1-(p- Chlorophenyl)ethanol 46 74 (R)
1-(o-Methylphenyl)ethanol 28 37 (R)
1-(m- Methylphenyl)ethanol 50 99 (R)
1-(p- Methylphenyl)ethanol 50 97 (R)
1-(p-Methoxyphenyl)ethanol 50 99 (R)

1-(o,p-Dichlorophenyl)ethanol 1 -
1-Phenyl-2-propanol 44 76 (R)
4-Phenyl-2-butanol 50 97 (R)
1-Phenyl-1-propanol 16 17 (R)
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Rasemik 1-feniletanoliin G. candidum biyokatalizorligiinde yiikseltgenme tepkimesi
oncelikle sulu ortamda gergeklestirilmistir. Sonuglar ¢ok diisiik elde edilmistir (%12
verim, %17e.e). Daha sonra substratin ¢6ziiniirliigiinii artirmak igin hekzan ortaminda
tepkime gerceklestirilmis ve %43e.e ve %29 verim elde edilmistir. Mikroorganizmaya
tutuklama islemi uygulanarak yiizey alami genisletilip daha iyi etkilesim olmasi
saglanmis ve sonuglarda yaklasik 2 kat artis gozlenmistir (%86ee ve %44 verim). Halen
istenilen yiikksek degerlere ulasilamamasinin nedeninin kofaktdr rejenerasyonu
eksikliginden olabilecegi diisiiniilerek ortama kosubstrat olarak siklohekzanon eklenmis
ve istenilen yiiksek verim ve yiiksek ee degerlerine ulagiimistir (%99ee ve %51 verim).
Tim bu kosullar saglandiktan sonra diger sekonder alkoller igin tepkime

gerceklestirildiginde bu sekonder alkoller i¢inde kismen yiiksek degerler elde edilmistir.

| Hekzantabakas |

o o

(5)-1m 1b

| Hekzantabakas: |
tepklme

YN
S| ENE =0

whips hiicre j
-Puli-rr.ner . Polimericerisinde
sulutabaka

Sekil 3.3 rac-1-feniletanoliin 6nceden ¢ogaltilmis tutuklanmig G.candidum
biyokatalizorliigiinde hekzanda ve katki maddesi olarak siklohekzanon
esliginde yiikseltgenme tepkimesinin mekanizmasi

soliae
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Cizelge 3.5 G. candidum IFO4597 biyokatalizorliigiinde indirgenme tepkimesi

i G. candidum . OH
R R HAH'
Substrat Verim (%) e.e (%)
Asetofenon 52 28 (R)
2 -
73 99 (S)
2-Acetylfuran 81 99 (S)
o-Chloroacetophenone 99 99 (S)
m- Chloroacetophenone 88 99 (S)
p- Chloroacetophenone 41 92 (S)
0-Methylacetophenone 59 99 (S)
m- Methylacetophenone 56 99 (S)
p- Methylacetophenone 40 99 (S)
p- Methoxyacetophenone 12 99 (S)
0,p-Dichloroacetophenone 83 99 (S)
1-Phenyl-2-propanone 97 99 (S)
Benzylacetone 88 99 (S)

Ketonlarin suda ¢oziiniirliigii alkollerden daha diisiik oldugu i¢in indirgenme tepkimesi
hekzan ortaminda gergeklestirilmis, fakat diisiik sonuglar elde edilmistir. Yiikseltgenme
tepkimesinde oldugu gibi daha yiiksek degerler elde etmek i¢in tutuklama islemi ve
kosubstrat eklenerek bu islemler sonucunda istenilen degerlere (%99e.e ve %73 verim)
ulagilmistir. Bu kosullarda diger ketonlarinda indirgenme tepkimeleri incelenmis ve
bazilarinda yiiksek e.e elde edilmesine ragmen bazi ketonlarda diisiik verim elde

edilmistir.
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Yiikseltgenme ve indirgenme tepkimelerinde hekzan ortami kullanildiginda 6nceden

cogaltilmis tutuklanmig hiicre kullaniminin bir¢ok avantaji oldugu goriilmiistiir;

» Enantiyosegiciligi artirmak i¢in enzimleri izole etmeye gerek olmadigi anlasiimistir.

» Tim hiicre kullanimi ile pahali kofaktor ihtiyacina gerek kalmamustir.

G. candidum mikroorganizmasi biyokatalizorliigiinde indirgenme tepkimesi;
o Siiperkritik COy;
e XAD reginesi;

e Kurutulmus hiicre ortamlarinda da incelenmistir.

Geotrichum candidum IFO5767 mikroorganizmasi biyokatalizorliigiinde indirgenme

tepkimesinde ¢oziicii olarak scCO- kullanildiginda yiiksek e.e degerleri elde edilmistir.

Cizelge 3.6 G. candidum IFO5767 biyokatalizorliigiinde scCO, ortaminda indirgenme
tepkimesi

Reaksiyon | Konfig. | G.candidum Hiicre Tutuklama Coziicii Katki
maddesi

Indirgenme S IFO 5767 Onceden + Stiperkritik | 2-propanol
cogaltilmig CO,

Indirgenme tepkimesinde ek bir alkol ya da organik ¢dziicii eklenmeden XAD reginesi
ile sistemde elde edilecek sonuglar aragtirilmistir. Oksijen atmosferinde XAD ile ¢ok iyi
sonuglar (%36 verim, %10 e.e) elde edilmezken; argon atmosferinde XAD ile iyi

sonuglar (%94 verim, %81 e.e) elde edilmistir.
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Cizelge 3.7 G. candidum IFO4597 biyokatalizorliigiinde XAD ortaminda indirgenme

tepkimesi
XAD ile indirgenme XAD olmadan indirgenme
Substrat Verim (%) | e.e (%) | Verim (%) e.e (%)
4-Methyl-2-pantanone 19 86 (R) 82 99 (S)
2-Octanone 36 60 (S) 82 99 (S)
Asetofenon 36 10 (S) 6 69 (S)
Asetofenon 94 81 (S) 79 99 (S)
Methyl phenoxymethyl ketone 99 4(S) 86 99 (S)

Indirgenme tepkimesinde G. candidum IFO4597 biyokatalizérliigiinde kurutulmus
hiicre etkisine bakilmistir. Kurutulmus hiicre ile gergeklestirilen indirgenme
tepkimesinde yiliksek verim (% 89) ve yiiksek e.e (% 99 e.e (S-) ) degerleri elde

edilmistir.

Cizelge 3.8 G. candidum IFO4597 biyokatalizorliigiinde kurutulmus hiicre ortaminda
indirgenme tepkimesi

Reaksiyon | Konfig. | G.candidum | Hiicre Tutuklama | Coziicii | Katki maddesi

Indirgenme S IFO 4597 Kurutulmus - Tampon | NAD(P)" ve 2-
propanol veya
siklopentanol

Voss vd. (2007) bir sekonder alkol olan; rac-2-dekanoliin biyokatalitik
derasemizasyonunu; indirgenme ve yiikseltgenme tepkimlerinde her iki adimda tek
biyokatalizor ile tek bir biyoreaktérde gerceklestirip, verecegi sonuglar incelenmistir.

Bunun i¢in Rhodococci spp. tiirlerinin liyofilize hali kullanilmastir.
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Tek biyokatalzdr 30 °C, 24 h

|
| 1.3dm | 2.adim

?H yukseltgenme 0 indirgenme OH

n-ﬁgHw/&\“‘ - \ .']'-l::EHu)K /\ n-CgHu/,\

rac-2-dekanol j\ OH ji j\ (S)-2-dekanol

Sekil 3.4 rac-2-dekanoliin derasemizasyonu

Kofaktor rejenerasyonu icin yiikseltgenme basamaginda ortama kosubstrat olarak

aseton eklenmis; indirgenme basamaginda kosubstrat olarak 2-propanol eklenmistir.

Cizelge 3.9 Rhodococci liyofilize hiicreleri biyokatalizorliigiinde rac-2-dekanoliin
derasemizasyonu

Yiikseltgenme sonras: (16h) Indirgenme sonrast

Mikroorganizma Aseton (M) Keton (%) ee (%) Alkal (%) ee (%)
Rhodococeus ruber DSM 44541 0.3 80 15(R) 87 82(8)
0.7 90 28 (R) 70 93 (5)
1.5 92 40 (R) 55 2R (8)
Rhodococeus erythropolis FCC 173 0.3 82 T(R) 87 81(8)
0.7 89 31(R) 76 82(8)
1.5 71 88 (R) 76 82(8)
Rhodococcus ruber DSM 44540 0.3 67 23(R) 89 T7(8)
0.7 86 50 (R) 74 T8 (S)
1.5 72 84 (R) 60 68 (S)
Rhodococeus ruber DSM 44539 0.3 48 16(R) 923 57(S)
0.7 68 68 (R) &0 52 (8)
1.5 53 90 (R) 71 30(S)
Rhodococcus sp. NCIMB 11216 0.3 43 63 (8) 93 3(8)
0.7 47 84 (5 23 25(8)
1.5 40 64 (5) 83 50 (8)
Rhodococcus sp. 312 CBS 71773 0.3 87 41(8) 80 88 (S)
0.7 98 5(R) 73 88 (S)
1.5 100 na 55 87(8)
Rhodococeus erythropolis DSM 312 0.3 g1 10(R) 90 TB(S)
0.7 96 17 (R) 74 90 (S5)
1.5 99 34 (R) 53 90 (S5)
Rhodococeus equi IFO 3730 0.3 67 5(R) o0 (S5
0.7 89 15(R) 78 56 (S)
1.5 94 35(R) 62 46 (S)
Rhodococeus ruber DSM 43338 0.3 84 26(R) &7 T4 (S)
0.7 96 25(R) 74 83(8)
1.5 98 9(R) 54 80 (S)
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rac-2-dekanoliin Rhodococci liyofilize hiicreleri biyokatalizorliiglinde
derasemizasyonunda yiikseltgenme basamaginda kullanilan mikroorganizmalarin ¢cogu
secimli davranmiglardir. Yiikseltgenme basamaginda ortama ¢esitli derisimlerde aseton
eklenerek tepkime gerceklestirilmistir. 16h siire sonunda ylikseltgenme tamamlanarak
indirgenme tepkimesi igin ortama 2-propanol eklenmistir. Indirgenme basmaginda
Rhodococci liyofilize hiicrelerinin hepsi S-se¢imli davranmis ve en iyi sonug R. rubber
DSM 44541 liyofilize hiicresi ile %70 verim %93 ee elde edilmistir.

Derasemizasyon prosesinde daha iyi sonug elde etmek igin ii¢ farkli strateji gelistirilmis:
» Cesitli biyoreaktorler incelenmesi,
» 1. basamaktan sonra buharlastirma yapilmasi,

» Farkli reaksiyon kosullari incelenmesi pH, sicaklik gibi.

Cizelge 3.10 Cesitli biyoreaktorlerle derasemizasyon iglemi

Biyoreaktor Yiikseltgenme sonrasi verim Indirgenme sonrasi e.e
(%) (%)
Eppendorf tube (1,5ml) 75 73 (S)
Glass vial (8ml) 97 94 (S)
GC-vial (1,5ml) 87 72 (S)

rac-2-dekanoliin yiikseltgenme ve indirgenme tepkimelerinde Eppendorf tube, Glass
vial ve GC-vial biyoreaktorleri kullanilmigtir. Yapilan g¢alismada 8ml Glass vial
biyoreaktorii ile gerceklestirilen yiikseltgenme ve indirgenme tepkimeleri sonucunda
% 97 verim ve % 94 e.e elde edilmistir. rac-2-dekanoliin derasemizasyon tepkimesi i¢in

8ml Glass vial biyoreaktdrii ile yiiksek sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 3.5 Rhodococcus ruber DSM 44541 biyokatalizorliigiinde yiikseltgenme
basamagindan sonra buharlastirma uygulanmasi

Yikseltgenme basamaginda ortama  kosubstrat olarak eklenen  asetonun;
yiikseltgenmeden sonra buharlagtirma islemi ile ortamdan uzaklastirllmasinin etkisi

incelenmistir.

Bu sekilde sisteme bir islem daha eklendiginden derasemizasyon sanki ii¢ basamakli
gibi; yiikseltgenme-buharlastirma-indirgenme haline doniigmistiir. Ortamdan aseton
uzaklastirildiktan sonra elde edilen e.e degerlerinde artis gdzlenmistir ve asetonun

uzaklagtirilmasi derasemizasyon prosesine olumlu yonde etki yapmistir.

Cizelge 3.11 rac-2-dekanoliin Rhodococcus ruber DSM 44541 biyokatalizorliigiinde
derasemizasyonunda farkli sicaklik ve pH degerlerinin incelenmesi

Sicaklik (°C) pH Verim (%) e.e (%)
30 2 74 72 (S)
30 6 73 72 (S)
30 7,5 73 72 (S)
30 8,5 75 74 (S)
30 10 73 71 (S)
30 12 76 70 (S)
25 7,5 39 67 (S)
30 7,5 27 72 (S)
40 7,5 34 89 (S)
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Biyokatalitik reaksiyon i¢in farkli pH ve farkli sicaklik degerleri incelenerek optimum
kosullar belirlenmeye c¢alisgilmigtir. Genelde enatiyosegicilik tizerine pH’ 1n etkisi
yoktur, sicakligin etkisi olabilir. Burda da sicakligin artirilmasi derasemizasyon
isleminde pozitif etki yaparken; pH’ m artirtlmasi sonucunda ee degerlerinde bir
degisiklik gozlenmemistir. En iyi sonuglar; T= 40°C ve pH= 7,5 kosullarinda elde

edilmistir.

Li vd. (2010) rac-1-feniletanoliin derasemizasyonu yani (R)-1-feniletanoliin (S)-1-
feniletanole stereoinversiyonu tek bir rektorde ; ters stereosecgimlilik gosteren
Microbacterium oxydans ECU2010 ve Rhodotorula sp. AS2.2241 mikroorganizmalari
(tim hiicre) biyokatalizorliigiinde; enantiyosecimli yiikseltgenme ve stereose¢imli

indirgenme tepkimelerinin ard arda yapilmasiyla gergeklestirilmistir.

OH
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A BN
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Sekil 3.6 rac-1-feniletanoliin M. oxydans ve Rhodotorula sp. biyokatalizorliigiinde
derasemizasyonu

Derasemizasyon prosesinde tiim hiicre kullandiklarindan dolayi; kofaktor
rejenerasyonu hiicre igerisinde gerg¢eklesmis ve sisteme ek pahali kofaktor veya

oksidorediiktaz eklemeye gerek kalmamistir.

Oncelikle liyofilize Microbacterium oxydans ECU2010 ve Rhodotorula sp. AS2.2241
mikroorganizmalart  arastirnllmistir.  Liyofilize  hiicreler ile  gergeklestirilen
derasemizasyon sonucunda tatmin edici degerler elde edilememistir. Elde edilen verim

ve e.e sonuglart orta degerdedir. Liyofilizasyon isleminde hiicre i¢i kofaktor
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rejenerasyonunun etkilenebilecegi diisiiniilmiistiir. Derasemizasyonun taze hiicrelerle

yapilmasi uygun bulunmustur.

Cizelge 3.12 Microbacterium oxydans ECU2010 ve Rhodotorula sp. AS2.2241

mikroorganizmalar1 biyokatalizorliigiinde (R)-1-feniletanoliin (30mM)

stereoinversiyonu

Substrat | Konsantrasyon M. oxydans Rhodotorula | Zaman | Verim | e.e
(mM) ECU 2010 sp. AS2 2241 (h) (%) | (%)
(L™ (gL
(R)-1- 30 20 180 32 97,2 99
feniletanol
(R)-1- 50 20 180 48 85,1 93
feniletanol
100 4——— i st il [
\
80 "'. .
\ ks - &0
B {Mla
il = -
#(X-1a -
Bagil Fh =
miktar (%) 40 - A la u
o ¢ of (N)-1a
20 A - -5
_— Ha_ —
1] = I . = <100
[[] h [ | 18 24 1] i
Zaman [h

Sekil 3.7 (R)-1-feniletanoliin zamanla stereoinversiyonu
(Analizler GC’de yapilmstir; 1-feniletanol (1a); Asetofenon (2a))

Substrat olarak 30mM (R)-1-feniletanol kullanildiginda Microbacterium oxydans

ECU2010 ve Rhodotorula sp. AS2.2241 mikroorganizmalar1 biyokatalizérliigiinde 32h

tepkime siiresi sonunda %97 verim ve %99 e.e elde edilmistir.




Daha yiiksek {iriin derisimi elde etmek igin 50mM substrat derisimi incelenmistir. Fakat

substrat derisimi artirildiginda donilisim daha gec (48h tepkime siiresi) gerceklesmis,

%85,1 verim ve %93 e.e degerleri elde edilmistir.

Cizelge 3.13 Microbacterium oxydans ECU2010 ve Rhodotorula sp. AS2.2241
mikroorganizmalar1 biyokatalizorliiglinde rac-1-fenil etananoliin (30mM)
stereoinversiyonu

Substrat | Konsantrasyon | M. oxydans | Rhodotorulasp. | Zaman | Verim | e.e
(mM) ECU 2010 AS2 2241 (h) (%) | (%)
(gL (gL
rac-1- 30 20 180 24 98,2 99
feniletanol
rac-1- 70 30 270 32 96,7 99
feniletanol
100 P 2 3 100
™ " (K)la K
Bagil * Sria
miktar o0 A Ma 60
(%] o ee of (S)-1a <
40 i+ - 40 g
|
AE™
20 -.,’P - 20
'I.'L‘
P ~
0 Gee— e &, W . 0
i o 12 18 24 an kT3
Zamani [hy

Sekil 3.8 rac-1-feniletanoliin zamanla stereoinversiyonu
(Analizler GC’de yapilmistir; 1-feniletanol (1a); Asetofenon (2a))

Ikinci asamada substrat olarak rac-1-feniletanol kullanildiginda R-enantiyomeri 8h

sonra ilgili ketona yiikseltgenmistir. Olusan keton S-enantiyomerine indirgenmis ve S-

enantiyomerinin degeri 16h -32h siireleri arasinda degigsmemistir.
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Sonug¢ olarak da S-enantiyomeri %99 e.e ve %98 verimde elde edilmistir. 15mM
substrat derisiminde yiikseltgenme basamaginin daha hizli gergeklestigi sonucuna
varilmistir. Daha yiiksek {iriin derisimi elde etmek i¢in substrat derigimi artirildiginda

yine doniisiim ge¢ gerceklesmis ve verim diismiistiir.

Derasemizasyon prosesinde Microbacterium oxydans ECU2010 mikroorganizmasi
biyokatalizorliigiinde  sadece  yiikseltgenme  basamaginin  verecegi  sonuglar
incelenmistir. rac-1-feniletanol i¢in %49,9 verim ve %99 e.e elde edilmistir. Aym
mikroorganizma ile farkli substratlar incelendiginde, hepsinde R-enantiyomeri

yiikseltgenmis; %99 e.e’ta S-enantiyomeri ve %49,9 verim elde edilmistir.

Cizelge 3.14 Microbacterium oxydans ECU2010 mikroorganizmasi
biyokatalizorliiglinde aril sekonder alkollerin segici ylikseltgenmesi

Substrat Zaman (h) Verim (%) e.e (%) | Konfigiirasyon
rac-1-feniletanol 24 49,9 99 S
rac-1-(p-nitro-fenil)-etanol 24 49,9 99 S
rac-1-(p-kloro- fenil)-etanol 24 49,9 99 S
rac-1-(p-bromo- fenil)-etanol 24 49,9 99 S
rac-1-(2-naftil)-etanol 24 49,9 99 S
rac-1-piridin-3-naftil-etanol 40 49,9 99 S
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Son olarak rac-1-feniletanol ile birlikte ¢esitli aril sekonder alkollerin Microbacterium
oxydans ECU2010 ve Rhodotorula sp. AS2.2241  mikroorganizmalari
biyokatalizorliigiinde derasemizasyon tepkimesi incelenmistir. Substrat rac-1-feniletanol
icin derasemizasyon tepkimesi sonucunda %95 verim ve %99 e.e degerleri elde
edilmistir. Diger sekonder alkoller i¢inde Microbacterium oxydans ECU2010 ve
Rhodotorula sp. AS2.2241 mikroorganizmalari gergeklestirilen derasemizasyon
tepkimesi sonucunda yiiksek verim ve yiiksek e.e degerleri elde edilmistir. Incelenen
calismada Microbacterium oxydans ECU2010 ve Rhodotorula sp. AS2.2241
mikroorganizmalar ard arda yiikseltgenme ve indirgenme tepkimelerini katalizleyerek

derasemizasyon tepkimesi i¢in basarili sonuglar vermistir.

Cizelge 3.15 Cesitli sekonder alkollerin Microbacterium oxydans ECU2010 ve
Rhodotorula sp. AS2.2241 mikroorganizmalari (6nceden ¢ogaltilmis)
biyokatalizorliigiinde derasemizasyonu

Substrat Verim (%) e.e (%) Konfigiirasyon
rac-1-feniletanol 95,1 99 S
rac-1-(p-nitro-fenil)-etanol 98,2 99 S
rac-1-(p-kloro- fenil)-etanol 99 99 S
rac-1-(p-bromo- fenil)-etanol 98,1 99 S
rac-1-(2-naftil)-etanol 86,5 99 S
rac-1-piridin-3-naftil-etanol 99 99 S
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1 Materyal

4.1.1 Mikroorganizma

Calismada ticari olarak saglanan Lactobacillus kefir NRRL B-183 ve Rhodotorula
glutinis DSM 70398 mikroorganizmalari ile Pakmaya yas hamur mayas1 biyokatalizor

olarak kullanilmistir.

4.1.2 Kimyasallar

Derasemizasyon tepkimesinde kullanilan tiim kimyasallar analitik saflikta olup Sigma,
Riedel ve Merck’ten temin edilmistir. Kullanilan kimyasallarin isimleri ve bazi

ozellikleri Ek 1 ve Ek2’de verilmistir.

4.2 Yontem

4.2.1 Rasemik 1-feniletanoliin biyokatalitik derasemizasyonu ile enantiyomerik

saflikta 1-feniletanol iiretimi

4.2.1.1 Mikroorganizma iiretim kosullar:

Cevreye zarar vermemesi, 1limli kosullarda yiiksek hizda tepkime vermesi ve secici
olmasindan dolayr enantiyomerlerin elde edilmesinde biyokatalizorler tercih
edilmektedir. Calismada yiikseltgenme basamaginda kullanilacak Lactobacillus kefir ve
indirgenme basamaginda kullanilacak Rhodotorula glutinis mikroorganizmalari igin
besi ortamlart hazirlanmistir.  Steril kosullarda iretilen mikroorganizmalar

santrifiijlenerek tepkime ortamina eklenmistir.
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Sekil 4.1 Mikroorganizma ekimi

4.2.1.2 Sivi iiretim kosullar:

Rasemik 1-feniletanoliin yiikseltgenme tepkimesi i¢in alkol dehidrojenaz kaynag olarak
R-se¢imli Lactobacillus kefir NRRL B-1839 mikroorganizmasi kullanilmistir.
Mikroorganizma iireme ortaminin bilesimi ¢izelge 4.1°de goriilmektedir. pH’1  7’ye
ayarlanan ortama 1/10 oraninda asilanan Lactobacillus kefir, 48 saat boyunca, 35°C’de

orbital calkalayicida ¢ogaltilmistir.

Cizelge 4.1 Lactobacillus kefir NRRL B-1839’a ait {ireme ortaminin bilesimi

Kimyasal Miktari, g/L
Glikoz.H,0 22
Kazein pepton 10
Sodyum asetat 5

Et oziitu 10
Maya oziitii

Tween 80

K2HPO,4

MgS0,.7H,0 0.2
MnSO,4.H,0 0.05
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Asetofenonun indirgenme tepkimesi igin alkol dehidrojenaz kaynagi olarak S-se¢imli
Rhodotorula glutunis DSM 70398 mikroorganizmasi kullanilmistir. Mikroorganizma
{ireme ortaminin bilesimi cizelge 4.2°de goriilmektedir. Ureme ortamina 1/10 oraninda
asilanan Rhodotorula glutunis, 48 saat boyunca, 30°C’de orbital c¢alkalayicida

cogaltilmistir.

Cizelge 4.2 Rhodotorula glutunis DSM 70398 ‘e ait iireme ortaminin bilesimi

Kimyasal Miktari, g/L
Maya 0ziitii 3
Malt 6ziitii 3
Pepton 5
Glikoz 10

4.2.1.3 Kati iiretim kosullar1

Rhodotorula glutunis DSM 70398 mikroorganizmasi oOncelikle petri kaplarinda
hazirlanan kat1 besi ortaminda cogaltilmistir. Kat1i besi ortaminda cogaltilan
Rhodotorula glutunis DSM 70398 mikroorganizmasi sivi besi ortamina 6ze ile ekim

yapilarak tiretilmistir.

Cizelge 4.3 Rhodotorula glutunis DSM 70398 ‘e e ait kat1 iireme ortaminin bilesimi

Kimyasal Miktari, g/L
Maya ozitii 3
Malt 6ziti 3
Pepton 5
Glikoz 10
Agar 15
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4.2.1.4 Substrat ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Substratin tepkimeye girebilmesi i¢in Oncelikle uygun bir ¢oziiciide ¢oziinmesi
gereklidir. Calismada kullanilacak rac-1-feniletanol ve asetofenon MTBE’de ¢oziilerek

tepkime ortamina eklenmistir.
4.2.1.5 Biyotransformasyon ortami

Biyokatalizorler ile enantiyomerlerin elde edilmesinde yaygin olarak kullanilan
rezoliisyon yonteminin diisiik verim (%50)  smirlamasini  gidermek amaciyla,
rezollisyon tekniklerine alternatif olarak %100 verim elde edilebilen derasemizasyon
yontemi gelistirilmistir. Deneysel calismada ¢esitli derasemizasyon yontemleri

icerisinde stereoinversiyon yontemi kullanilmstir.

Calismada (S)-1-feniletanolii elde etmek amaciyla yiikseltgenme ve indirgenme
basamaklar1 dncelikle teker teker incelenmistir. Optimum kosullar belirlendikten sonra

toplu tepkime gerceklestirilmistir (Sekil 4.2) .

OH
- 0

CHs
CHs
S-stereosecimli indirgenme OH

R-enantiyosecimli yiikseltgenme

R-alkol s YR
Lactobacillus kefir NRRL B-1839 | asetofenon Rhodotorula glutinis DSM 70398 @} CH3
+

+
o OH S-alkol
CHs CHs
%100 e.e.
%100 doniistim
S—(.I[k()[ L S—afk()[ .

rac-I-feniletanol

Sekil 4.2 rac-1-feniletanoliin derasemizasyon tepkimesi
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Sivi lireme E> Mikroorganizma
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Tepkime
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Analize
Hazirhk

Sekil 4.3 Yiikseltgenme, indirgenme ve derasemizasyon tepkimelerinde izlenen adimlar

Tepkimeler 250ml1’lik kesikli biyoreaktorlerde 10ml ¢aligma hacminde pH kontrollii
0,05M tris-HCI tamponunda, sicaklik (30°C) ve karistirma hizi kontrollii orbital

calkalayicilarda yapilmistir.

[k olarak 1-feniletanoliin rasemik karisimi ve R-secimli Lactobacillus kefir kullanilarak

ardigik tepkimenin ilk basamagi olan yiikseltgenme tepkimesi incelenmistir.
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Yiikseltgenme tepkimesi biyotransformasyon ortami:

Lactobacillus kefir Substrat (rac-1-fenil etanol) cozeltisi

=

-

j SI::III-_II.-: ."'."., _j.-":l -'-._

10mil

250 ml biyoreaktor

Sekil 4.4 Yiikseltgenme tepkimesi biyotransformasyon ortami

Yiikseltgenme tepkimesinde Lactobacillus kefir mikroorganizmasi biyokatalizorliigiinde
substrat rac-1-feniletanolde bulunan (R)-1-feniletanoliin, asetofenona doniismesi igin
deneysel calismalar yapilmistir. Her iki adimda da disaridan kofaktor eklenmeden hiicre
igerisinde kofaktdr rejenerasyonu yapilmistir. Yiikseltgenme tepkimesinde kosubstrat
olarak oksijen kullanilarak kofaktdr rejenerasyonu gerceklestirilmistir. Bunun igin
tepkime hacminden daha biiylik biyoreaktér kullanilarak ortamdaki oksijenden
yararlanilmistir. Biyotransformasyon ortamina oncelikle santrifiijlenen Lactobacillus
kefir (havali+ hava kisitlamal1) eklenerek tampon ortaminda karistirilmigtir. Daha sonra
substrat eklenerek tepkime baslatilmigtir. Biyoreaktorler 30°C, 180 rpm karistirma

hizinda orbital ¢alkalayicilara konulmustur.

Yiikseltgenme tepkimesinden sonra ikinci basamak olan indirgenme tepkimesi i¢in

incelemeler yapilmistir.
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Indirgenme tepkimesi biyotransformasyon ortami:

Glikoz
Rhodotorulo glutinis Substrat (asetofenon) cozeltisi

\ ‘ //
i

250 ml biyoreaktor

Sekil 4.5 Indirgenme tepkimesi biyotransformasyon ortami

Indirgenme tepkimesinde Rhodotorula glutinis mikroorganizmasi biyokatalizorliigiinde
substrat asetofenonun, (S)-1-feniletanole doniismesi igin deneysel ¢alismalar
yapilmustir. Kofaktor rejenerasyonunun gerceklesmesi igin ortama kosubstrat olarak
glikoz eklenmistir. Oncelikle tepkime ortamina santrifiijlenen Rhodotorula glutinis
mikroorganizmasi eklenerek tampon ile karistirllmistir. Daha sonra kosubstrat olarak
kullanilacak glikoz tamponda c¢oziinerek eklenmistir. En son; substrat asetofenon
eklenerek tepkime baglatilmistir. Biyoreaktorler 30°C, 180 rpm karistirma hizinda

orbital calkalayicilara konulmustur.

Iki adimda incelendikten sonra; R-se¢imli Lactobacillus kefir ve S-secimli Rhodotorula

glutunis mikroorganizmalar1 kullanilarak tepkime toplu halde gerceklestirilmistir.

48



Derasemizasyon tepkimesi biyotransformasyon ortami:

Lactobacillus
kefir ~ Rhodotorula

R
FLINs  Glikoz

Substrat (rac-1-fenil etanol) ¢ozeltisi

N

=T
~—

30°C
10ml Tris-HCl tamponu

250 ml biyoreaktor

Sekil 4.6 Derasemizasyon tepkimesi biyotransformasyon ortami

Derasemizasyon tepkimesinde oncelikle iki adim igin belirlenen kosullar baz alinarak
caligmalar yapilmistir. Tepkime ortamina ilk olarak santrifiijlenmis Lactobacillus kefir
eklenerek tampon ortaminda karigtirllmis; ardindan santrifiijlenmis Rhodotorula
glutunis tampon ortaminda karistirilarak eklenmistir. Indirgenmenin gerceklesmesi icin
gerekli olan glikoz tamponda ¢oziilerek eklenmis ve son olarak substrat rac-1-

feniletanol eklenerek tepkime baslatilmistir.

4.2.1.6 Tepkime sonlandirma

Tepkimeler belli siireler sonunda etil asetat ile sonlandirilarak tepkime ortamindaki
maddeleri organik faza ¢ekmek i¢in ekstraksiyon islemi uygulanmis ve islem sonunda
ortamdaki organik ¢oziicii etil asetat doner buharlastirict ile uzaklastirilmistir. Organik
ve sulu fazlar ayrildiktan sonra, organik faz yiiksek basin¢li s1vi kromatografi (HPLC)

ile analiz edilmistir.
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Tepkime ortam Sonlandirma Ekstraksivon Santrifiij

Daéner buharlastirici ¢6ziicii uzaklastirma Analize Hazirhk

Sekil 4.7 Deneysel ¢alisma adimlari

4.2.1.7 Analiz yontemi

Tepkime sonunda organik ve sulu fazlar ayrildiktan sonra organik faz yiiksek basing
stvi kromatografi ile analiz edilmistir. Uriin analizi; tasiyict faz olarak, hegzan/2-
propanol (95/05) kullanilarak 0.90 mL/dk akis hizi, 10 pL enjeksiyon hacmi, 30°C,
Chiralcell OB kolonunda (4.6 mm x 50 mm, Daicel Chemical Ind. Ltd. France) 254nm
UV dedektor ile gerceklestirilmistir. Chiralcell OB kolonunda; asetofenon, (R)-1-
feniletanol ve (S)-1-feniletanol farkli kalma siirelerinde kolonu terk etmektedir.
Calismada hem asetofenon hem de (R)-1-feniletanol ve (S)-1-feniletanol analizlenmistir
ve kalibrasyon dogrulari olusturulmustur (EK 3-6) . Bu kosullarda gergeklestirilen
analize ait kromatogramlar EK 7-8’de verilmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1 Derasemizasyon Tepkimesi Ile Enantiyomerik Saflikta 1-feniletanol Uretimi

Enantiyomerik saflikta (S)-1-feniletanol; ila¢ yapiminda kullanilan bir girdi olmasi
nedeniyle biyokimya alaninda 6nemli bir yere sahiptir. Bu g¢alismada yiikseltgenme ve
indirgenme basmaklarinin arda arda tek biyoreaktdrde yapilmasiyla derasemizasyon
tepkimesi gerceklestirilmistir. Derasemizasyon tepkimesi ile Alzheimer ilaglarinin
yapiminda kullanilan bir girdi olan (S)-1-feniletanolin %100 doniisim ve %2100
enantiyomerik asirilikta tiretimi gerceklestirilmeye g¢alisilmistir. Yiiksek doniisiim ve
yiikksek enantiyomerik saflik elde edilebilmesi igin ¢esitli parametrelerin etkisi

incelenerek istenilen hedefe ulasilmak istenmistir.

Derasemizasyon tepkimesini gergeklestirebilmek i¢in Oncelikle yiikseltgenme ve
indirgenme basamaklari ayri ayri ele alinmigtir. Cesitli parametrelerin etkisi incelenerek
yiikseltgenme ve indirgenme basamaklar1 i¢in optimum kosullar belirlenmistir. Elde
edilen degerler birlestirilerek derasemizasyon tepkimesi gerceklestirilmistir. Tepkime

sistemleri i¢in yapilan 6rnek hesaplamalar EK 10°da verilmistir.

5.1.1 Yiikseltgenme tepkimesi icin yapilan deneyler

Literatiir arastirmasinda enzim kaynagi olarak kullanilan Lactobacillus kefir’in, (R)-
enantiyomer agisindan yiiksek enantiyosegimlilik ( %99 ) verdigi gorilmiistiir. Bu
aragtirmadan yola c¢ikilarak yiikseltgenme basamagi i¢in Lactobacillus kefir
mikroorganizmast kullanilmistir. Yiikseltgenme tepkimesinde substrat olarak rac-1-
feniletanol kullanilmaktadir. Rac-1-feniletanol %50 R-alkol ve %50 S-alkol
icermektedir. Bu adimda amag; sadece R-alkoliin asetofenona yiikseltgenmesidir. R-
alkoliin asetofenona istenilen doniisiim (%50) ve enantiyomerik saflikta (%100)

yiikseltgenmesi i¢in gerekli parametreler incelenerek optimum kosullar belirlenmistir.
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OH OH Lactobacillus kefir
o e O
(R)-1-fenil etanol (S)-1-fenil etanol m asetofenon (S)-1-fenil etanol

~
rac-1-fenil etanol
0,

NADH oksidaz

Kofaktor rejenerasyonu

Sekil 5.1 rac-1-feniletanoliin yiikseltgenme tepkimesi

Tepkime sonunda R-alkoliin asetofenona yiikseltgenmesi ile ortamda %50 asetofenon

olusurken S-alkol tepkimeye girmemektedir.

5.1.1.1 Havali/Hava Kisitlamal iireme ortami etkisi

Yiikseltgenme tepkimesi deneylerinde Lactobacillus kefir hiicreleri 48 saat boyunca
35°C’de orbital calkalayicida gogaltilmistir. Ureyen mikroorganizmalar 4500 rpm,
4°C’de 10 dakika santrifiijlennmistir. 48h tireme siiresi sonunda orbital ¢alkalayicidan
alman mikroorganizmalar santrifiijlenmistir. Sanrifiijlenen mikroorganizmalar ile
MTBE’de ¢0ziinen substrattan (rac-1-feniletanol) belirli derisimlerde alinarak tepkime

ortamina eklenmistir. Tepkime 0,05M Tris-HCI tampon ortaminda gergeklestirilmistir.

Yiikseltgenme tepkimesinde Lactobacillus kefir ADH ve NADH oksidaz enzim kaynagi
olarak kullanilmaktadir. ADH enziminin ihtiyaci olan kofaktdriin (NAD™) tepkime
ortaminda tilkkenmemesi i¢cin  kofaktdr donglisii  yapilmistir.  Bunun @ i¢in
biyotransformasyon ortaminda kosubstrat olarak O kullanilmistir. Tepkime hacmi 10ml
oldugu i¢in 250ml biyoreaktdr kullanilarak O, ihtiyaci karsilanmistir. Oksijen NADH
oksidaz enziminin Kkatalitik etkisiyle H,O,’ye doniisiirken, NADH’1da NAD® ‘a
indirgemektedir.
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Geueke vd. (2003) ADH enziminin oksijensiz (hava kisitlamali) ortamda {iretilen
mikroorganizmalarda aktivitesinin daha yiiksek oldugunu; NADH oksidaz enziminin ise
oksijenli (havali) ortamda firetilen mikroorganizmalarda aktivitesinin daha yiiksek

oldugunu tespit etmistir.

Tepkimenin gerceklesmesinde gerekli olan bu iki enziminde hangi kosullarda daha i1yi
sonu¢ verecegi arastirildi. Bunun igin oksijenli ortamda {iretilmis kefir; oksijensiz
ortamda iretilmis kefir ve hem oksijenli hem oksijensiz ortamda firetilmis kefirden
belirli hiicre derisimlerinde (C Lkerir =200g/L) tepkime ortamina (Csp =1mM, pH=8
(0,05M) Tris-HCI tamponu, T=30°C) eklendi. Yapilan deneyde ulasilan % doniistim (X)

ve % enantiyomerik asirilik degerleri sekil 5.2°de verilmistir.

100 -
NG “%e.e
90 .,’
NG 7'::" | % X

80 .:.—'" '. .";’.T,.
70 =
R e
x 00 27 VAN
S 50 e s
q r.?:.'.' ..‘ ..
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S A5 s
30 ’.."'.t_a

20

10

0 —
hava kisitlamali havali havali+hava
kisitlamali
Hiicre iireme ortami

Sekil 5.2 Hiicre lireme ortaminin tepkime sistemine etkisi
(Cso =1mM, C | serir =200g/L, t=24h, pH=8 (0,05M) Tris-HCI tamponu, T=30°C,
KH=200 rpm)
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Lactobacillus kefir’in iiretildigi ortamin ADH ve NADH oksidaz aktivitesine etkisi igin
yapilan deneyde literatiirde yapilan arastirmaya paralel bir sonug elde edilmistir. Sekil
5.2’de 1mM baslangig substrat derisiminde oksijensiz (hava kisitlamali) ortamda
tiretilmis kefirden, 200g¢/L hiicre derisiminde tepkime ortamina eklendiginde diisiik
dontisiim (%19) ve diisiik enantiyomerik asirilik (%3,43) elde edilmistir. Ayni sekilde
oksijenli (havali) ortamda {iretilmis kefirden, 200g/L hiicre derisiminde tepkime
ortamina eklendiginde de yine istenilen sonuca tam ulasilamamistir (%35 doniistim,
%85 enantiyomerik asirilik). Ciinkii her iki ortamda da ADH ve NADH oksidaz ihtiyaci
tam karsilanmamustir. Elde edilen diisiik sonuglarin aksine her iki ortamdan da (havali/
hava kisitlamali) esit miktarda 100g/L havali ortamda iiremis kefir, 100g/L hava
kisitlamali ortamda iiremis kefir alinip tepkime ortamina eklendiginde yiiksek doniistim
(%48) ve yliksek enantiyomerik asirilik (%97) elde edilmistir. Bu sonugla; hem
oksijenli ortamda tiremis kefirden alinarak yiiksek NADH oksidaz aktivitesi saglanmas,
hem de oksijensiz ortamda iiremis kefirden alinarak yiiksek ADH aktivitesi
saglanmigtir. Bundan sonraki yapilacak deneyler igin, Lactobacillus kefir
mikroorganizmasi hem oksijenli hem de oksijensiz ortamlarda ayr1 ayri iretilerek; her
iki ortamda iretilmis Lactobacillus kefir mikroorganizmasindan alinarak tepkime

ortamina eklenmistir.

5.1.1.2 pH etkisi

Mikroorganizmalarin gelisimini ve aktivitesini belirleyen énemli faktorlerden birisi de
pH' dir. Ortamin asidik veya bazik olusu, enzimleri etkiler. Bu durumda tepkime

ortaminda optimum pH degerinin belirlenmesi gerekmektedir.

Enantiyomerik saflikta (S)-1-feniletanol {iretimi i¢in incelenen yiikseltgenme
basamaginda degisik pH’larda hazirlanan Tris-HCI tamponu (pH = 6 Tris-HCI tamponu,
pH =7 Tris-HCI tamponu, pH = 8 Tris-HCI tamponu) ile pH etkisi incelenmistir.
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Sekil 5.3 pH’in % doniisiim ve % e.e’ye etkisi

(Cso =1mM, C |_yefir =200g/L (havali+ hava kisitlamali), t=24h, (0,05M) Tris- HCI tamponu,
T=30°C, KH=200 rpm)

Tepkimenin 24h siire sonunda sonlandirilmasindan sonra, pH=8 degerindeki 0,05M
Tris-HCI tamponu ile istenilen enantiyosegimlilikte R-, % 97 enantiyomerik agirilikta ve
%48 donlisim degerinde iyi bir sonu¢ elde edilmistir. Tepkime sisteminde
yiikseltgenme basamagi icin kullanilacak 0,05M Tris-HCI tamponunun optimum pH

degeri 8 olarak belirlenmistir.

5.1.1.3 Hiicre (Lactobacillus kefir) derisimi etkisi

Lactobacillus  kefir ~ mikroorganizmas1  biyokatalizorliigiinde  gergeklestirilen
yiikseltgenme tepkimesi i¢in optimum kosullarin belirlenmesinde yapilan ilk iki
calismada 1mM baslangi¢ substrat derisiminde ¢alisilmistir. Yiiksek iiriin derigimi elde
edebilmek i¢in yiiksek substrat derisimlerinde ¢alisilmasi gerekmektedir. 5mM substrat

derisiminde hiicre derisiminin etkisi arastirtlmistir. Hiicre derisiminin tepkime
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ortaminda fazla bulunmasi kiitle aktarim kisitlamalar1 meydana getirirken, diistik hiicre
derisimi ise doniisiimiin tam ger¢eklesmemesine neden olur. Bu sebepten tepkime
ortaminda kullanilmasi gereken hiicre derisiminin belirlenmesi gerekmektedir. SmM

substrat derisimde ulagilan doniisiim ve enantiyomerik asirilik degerleri farkli hiicre

derigimlerinde incelenmistir.
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Sekil 5.4 Hiicre (Lactobacillus kefir) derisimi etkisi
(Cso=5mM, pH=8 (0,05M) Tris-HCI tamponu, T=30°C, t=24h, KH=200 rpm)

SmM substrat derisiminde 200g/L hiicre derisiminde %100 enantiyomerik asirilik ve
%350 doniisim elde edilerek optimum hiicre derisimi belirlenmistir. Hiicre derigimi
artirlldiginda meydana gelen kiitle aktarim kisitlamalarindan dolay: diisiik sonuglar %6
enantiyomerik asirilik ve %13 dontisim elde edilmistir. 200g/L hiicre derisimi;

yiikseltgenme tepkimesinde kullanilacak optimum L. Kkefir hiicre derisimi olarak

belirlenmistir.

56



5.1.1.4 Farkh bir mikroorganizma tiirii maya icin yapilan deneyler

Yiikseltgenme tepkimesinde farkli bir mikroorganizma tiirii olarak Pakmaya yas hamur
mayasi kullanilmistir. Lactobacillus kefir mikroorganizmasi iiretimi; sterilleme kosullari
ve lreme siiresi agisindan uzun bir zaman aldigindan Pakmaya yas hamur mayasi ile

denemeler yapilarak daha hizli sonuglar alinabilmesi diistiniilmiistiir.

Oncelikle diisiik substrat derisimi 1mM rac-1-feniletanol i¢in degisik derisimlerde maya

kullanilarak hiicre derisimi ile ilgili inceleme yapilmistir.
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Sekil 5.5 Hiicre (Pakmaya yas hamur mayasi) derisimi etkisi
(Cso=1mM, pH=8 (0,05M) Tris-HCI tamponu, T=30°C, t=24h, KH=200 rpm)

Maya hiicresi kullanildiginda elde edilen sonuglarda 200 g/L hiicre derisiminde %100

enantiyomerik asirilik ve %50 doniigiim elde edilmistir.
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Hiicre derisimi belirlendikten sonra tepkime ortami icin farkli pH degerlerinde

incelemeler yapilmistir.
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Sekil 5.6 pH’1n % dontisiim ve % e.e’ye etkisi
(Cso=1mM, Cynaya =200g/L, (0,05M) Tris-HCI tamponu, T=30°C, t=24h,
KH= 200 rpm)

pH degeri igin yapilan incelemede (0,05M) Tris-HCI tamponunda pH =8 degeri uygun
bulunmustur. Yapilan iki inceleme sonucunda (hiicre derisimi ve pH) Lactobacillus
kefir mikroorganizmasi ile yapilan kosullarda elde edilen sonuglara yakin degerler elde
edilmistir Her iki mikroorganizma ile ayni kosullarda elde edilen sonuglarin

karsilastirilmasi sekil 5.7°de goriilmektedir.
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Sekil 5.7 Lactobacillus kefir ve Pakmaya yas hamur mayasi sonuglarinin
karsilastirilmast

(Cso =1mM, pH=8 (0,05M) Tris-HCI tamponu, T=30°C, t=24h, KH=200 rpm )

ImM substrat derisiminde Lactobacillus kefir ve Pakmaya yas hamur mayasi ile elde
edilen sonuglarin birbirine yakin olmasi yiikseltgenme tepkimesinde Pakmaya yas
hamur mayasinin da kullanilabilecegini gostermistir. Ancak yiiksek iiriin derisimi elde
edilebilmesi i¢in yiiksek substrat derisiminde calisilmasi gerekmektedir. Bu nedenle

Pakmaya yas hamur mayasi ile yiiksek substrat derisimleri igin incelemeler yapilmistir.
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Sekil 5.8 Substrat derisimi etkisi
(Cmaya=200g/L, pH=8 (0,05M) Tris-HCI tamponu, T=30°C, t=24h, KH=200 rpm )

SmM, 7mM, 10mM, 12mM farkli substrat derisimlerinde Pakmaya yas hamur mayasi

ile yapilan deney sonucunda substrat derisimi arttig1 siirece doniisiim ve enantiyomerik

asirilik  degerlerinde azalis  gozlenmistir.

derisimlerine ¢ikilamamustir.

Lactobacillus kefir mikroorganizmasi ile SmM substrat derisiminde iyi sonuglar elde
edildigi i¢in Pakmaya yas hamur mayas:1 kullanilarak ayni derisimde iyi sonug elde

edilmeye calisgilmistir. Bunun igin farkli hiicre derisimlerinde Pakmaya yas hamur

Ekmek mayas1 ile yiiksek substrat

mayast kullanilarak SmM substrat derisiminde incelemeler yapilmistir.

60




100 n%e.e

90 mo% X

80

70
:é 60
o 50
(5]
X 40

30

20 N | DSl

o | 0 5

> G 7
0 5. ) v ':‘-
200 300 500
Hiicre derisimi (g hiicre/L)

Sekil 5.9 Hiicre derisimi etkisi
(Cso=5mM, pH=8 (0,05M) Tris-HCI tamponu, T=30°C, t=24h, KH=200 rpm)

Farkli hiicre derisimlerinde (200g/L, 300g/L, 500g/L) istenilen doniisiim ve
enantiyomerik asirilik degerlerine ulasilamamistir. Pakmaya yas hamur mayasi
yiikseltgenme basamaginda diisiik substrat derisiminde (ImM) iyi sonuglar vermistir.
Fakat yiiksek substrat derisimlerinde istenilen doniisiimii gerceklestirememistir. Yapilan
deneysel ¢alismalar sonunda yiiksek iirlin derisimi elde edilemedigi icin ylikseltgenme

basamaginda Pakmaya yas hamur mayasi kullanimi uygun bulunmamastir.

5.1.1.5 Yiikseltgenme basamagi icin optimum kosullar

Rac-1-feniletanoliin  L.kefir mikroorganizmasi1 biyokatalizorliigiinde asetofenona
yiikseltgenmesi icin yapilan deneysel c¢alismalar sonunda optimum kosullar
belirlenmistir. 10ml tepkime hacminde, pH =8 (0,05M) Tris-HCI tampon ortaminda,
5mM substrat derisiminde ve 200g/L (havalithavsiz) L.kefir mikroorganizmasi

biyokatalizorliiglinde %50 doniisiim ve %100 enantiyomerik asirilik elde edilmistir.
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Cizelge 5.1 Yiikseltgenme tepkimesi i¢in elde edilen optimum kosullar

Tepkime Substrat Cso C wefir pH | t(h) | TCCC) | % X %
(mM) (9/L) ee
Yiikseltgenme rac-1- 5 200 8 | 24 30 50 100
feniletanol (havali+ hava (R-)

kisitlamalr)

5.1.2 indirgenme tepkimesi icin yapilan deneyler

Kurbanoglu vd. (2010) asetofenonun indirgenme tepkimesi i¢in S- enantiyosecimlilik
gosteren Rhodotorula glutinis mikroorganizmasinin kullanilabilecegini gostermistir. Bu
caligmada; rac-1-feniletanoliin derasemizasyon tepkimesinin ikinci basamagi olan
indirgenme tepkimesinde, biyokatalizoér olarak Rhodotorula glutinis mikroorganizmasi
kullanilmastir. Asetofenonun Rhodotorula glutinis mikroorganizmasi
biyokatalizorligiinde  (S)-1-feniletanole %2100 enantiyomerik asiriik ve %2100
doniistimde indirgenmesi i¢in optimum kosullar1 belirlemek amaciyla deneysel

calismalar yapilmstir.

O OH
Rhodotorula glutinis
CHgj ADH CHgs
asetofenon ﬁ S-alkol
%100
NADH NAD™"
glukonik asit U glikoz
glikoz dehidrojenaz

Kofaktor rejenerasyonu

Sekil 5.10 Asetofenonun indirgenme tepkimesi
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Indirgenme tepkimesinde substrat olarak asetofenon kullanilmaktadir. Asetofenonun
tamamimin Rhodotorula glutinis mikroorganizmasi1 biyokatalizorliigiinde (S)-1-

feniletanole dontismesi istenilmektedir.

5.1.2.1 Tepkime ortamina kosubstrat olarak eklenen 2-propanol’iin etkisi

Indirgenme tepkimesinde kullanilacak olan Rhodotorula glutinis mikroorganizmasi
ADH enzimi i¢ermektedir ve alkol dehidrojenazlar kofaktér gerektiren enzimlerdir.
Mikroorganizma icinde yeterli miktarda enzim olsa dahi kofaktér miktar1 yetersizse
ilgili tepkimeler yiirlimeyecektir. Tepkimelerin devamliligi agisindan kofaktor
rejenerasyonu son derece dnemlidir. Bunun igin tepkime ortamina kosubstrat olarak 2-
propanol eklenerek kofaktor rejenerasyonu gergeklestirilmeye c¢alistimistir. ADH
enzimini vasitasiyla kosubstrat 2-propanol asetona doniisiirken ; indirgenmis durumdaki
NAD" kofaktori NADH’a yiikseltgenmektedir. Bu sekilde kofaktdr rejenerasyonu

saglanmaktadir. Fakat olusan aseton enzim i¢in olumsuz etki yaratabilmektedir.

L.kefir (ADH)

Asetofenon »  (S)-1-feniletanol
NADH NAD"
Aseton 2-propanol
(ADH)

Sekil 5.11 Kosubstrat 2-propanol ile indirgenme tepkimesi

Asetofenonun indirgenmesinde kosubstrat olarak 2-propanol kullaniminda elde edilen

sonugclar sekil 5.12’de gosterilmistir.
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Sekil 5.12 Kofaktor rejenerasyonu igin tepkime ortamina 2-propanol ilave edilmesi
(Cso=5mM, Cg guuiinis= 409/L, pH= 8 (0,05M) Tris-HCI tamponu, Kosubstrat(2-propanol) =
0,077ml, T= 30°C, KH= 200 rpm)

Tepkime ortamina 2-propanol ilavesinde tepkime siiresi uzun tutulmasina ragmen
yilksek degerlere ulasilamamistir. Zamanla doniisimde azda olsa bir artig
gozlenmektedir fakat bes giin sonunda en fazla %24 donilisim elde edilebilmistir.
Kosubstrat olarak kullanilan 2-propanol sonucunda aseton olusumu, enzime toksik etki

gosterdigi i¢in diislik bir sonug elde edilmistir.

5.1.2.2 Tepkime ortamina kosubstrat olarak eklenen glikozun etkisi

Kofaktor rejenerasyonu ic¢in kosubstrat olarak 2-propanol kullanildiginda istenilen

sonuglar elde edilmedigi i¢in farkli bir kosubstrat olarak glikoz incelenmistir.

Sekil 5.13’de hem glikoz varliginda gerceklestirilen sonu¢ hem de ayni kosullar igin 2-

propanol ile yapilan sonucun karsilagtirilmasi verilmistir.
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Sekil 5.13 Tepkime ortamina glikoz ilavesi ve 2-propanol ile karsilastirilmasi

24h siire sonunda hem enantiyomerik asirilik hem de doniisim icin elde edilen
sonuglara bakildiginda glikoz bulunan ortamda, 2-propanol bulunan ortama gore daha
Iyl sonuglar gézlenmistir. Tepkime ortaminda 2-propanol kullanildiginda olusan aseton
enzime toksik etki gostererek yeterli doniligiimiin olugmamasina neden olmustur. Bu
sebepten 2-propanol ile rejenerasyon az bir miktarda gergeklesebilmistir. Kofaktor
rejenerasyonunun gergeklesebilmesi i¢in hem doniisim hem de enantiyomerik asirilik

degerlerinde ki sonuclara bakildiginda tepkime ortaminda glikoz kullaniminin uygun

(Cso=5mM, Cg guuinis= 409/L, pH= 8 (0,05M) Tris-HCI tamponu, kosubstrat,(2-propanol)=

0,077ml, kosubstrat, (glikoz)= 20g/L, T= 30°C, t= 24h, KH=200 rpm )

oldugu bulunmustur.

5.1.2.3 Tepkime ortaminda glikoz derisiminin etkisi

Kofaktor rejenerasyonu i¢in tepkime ortamina farkli derisimlerde 20g/L, 30g/L, 40g/L

glikoz eklenerek ve hig¢ glikoz eklenmeden glikoz derisim etkisi incelenmistir.
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Sekil 5.14’de SmM substrat derisiminde, farkli derisimlerde ki glikoz varliginda ve

glikoz olmadan elde edilen sonuglar verilmistir.
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Sekil 5.14 Kosubstrat glikoz derisiminin etkisi
(Cso = 5mM, C g giutinis = 40g/L, pH= 8 (0,05M) Tris-HCI tamponu, T= 30°C, t= 24h,
KH= 200 rpm)

Yapilan deneysel calisma sonucunda goriildiigii gibi tepkime ortaminda glikozun
olmamast doniisiimiin diisitk olmasina neden olmustur. Ciinkii glikoz olmadiginda,
tepkime ortamindaki ADH enziminin ihtiya¢ duydugu kofaktorii hizla tilkenmekte ve
tepkimenin devamliligt miimkiin olmamaktadir. Bu Sonug¢ indirgenme tepkimesinin
gerceklesmesi icin kofaktdr rejenerasyonunun yapilmasi gerektigini gostermistir.
Tepkime ortamindaki glikoz miktar1 artirildiginda doniistimde artis olmustur yani
istenilen kofaktor rejenerasyonu gergeklesmistir. Glikoz derisimi 30g/L ve 40g/L
degerlerinde iyi sonuglar vermistir. Glikozun ortamda fazla bulunmasi ile inhibisyon
meydana getirebilme durumu géz Oniinde bulundurularak optimum glikoz derisimi

30g/L olarak belirlenmistir.
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5.1.2.4 Hiicre (Rhodotorula glutinis) derisimi etkisi

Calismada daha yiiksek sonuglar elde edebilmek igin belirlenen optimum glikoz

miktarinda farkli hiicre derisimleri incelenmistir.

Sekil 5.15’da SmM substrat derisiminde ve 40 g/L, 80 g/L, 120 g/L, 150g/L farkl: hiicre

derigimlerinde elde edilen doniisiim ve enantiyomerik asirilik sonuglart verilmistir.
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Sekil 5.15 Hiicre (Rhodotorula glutinis) derisimi etkisi
(Cso =5mM, pH= 8 (0,05M) Tris-HCI tamponu, Cgio, = 30g/L, T= 30°C, t= 24h,
KH= 200 rpm)

Hiicre derisiminin artirilmasi ile birlikte doniisiimde de artis gézlenmis ve en iyi sonug
150g/L hiicre derisiminde elde edilerek tepkime ortaminda kullanilacak optimum hiicre
derisimi tespit edilmistir. Cilinkii 40g/L, 80g/L, 120g/L hiicre derisimleri kullanildiginda
biyotranformasyon i¢in gerekli enzim miktar1 yetersiz kalmistir. Hiicre miktarinin
artirilmast tepkimeyi hizlandirmis, 150g/L hiicre derisiminde %100 enantiyomerik

asirilik ve %98 doniisiim ile istenilen sonuca ulasilmistir.

67



5.1.2.5 indirgenme basamag icin optimum Kkosullar

Asetofenonun (S)-1- feniletanole yiiksek enantiyomerik asirilik ve doniisiimde
indirgenmesi i¢in optimum kosullar belirlenmistir. Derasemizasyon tepkimesinde
yiikseltgenme ve indirgenme tepkimeleri tek bir biyoreaktorde gergeklestirilecektir. Bu
sebepten her iki tepkime i¢in de tepkime ortami parametrelerinin birbirine uyumu ¢ok
onemlidir. Indirgenme tepkimesi gerceklestirilirken, yiikseltgenmede belirlenen
optimum kosullar (t= 24h, pH= 8, T= 30°C, Cso= 5mM) baz alinarak diger
parametrelerin etkisi incelenmistir. 10ml tepkime hacminde, pH= 8 (0,05M) Tris-HCI
tampon ortaminda, SmM substrat derisiminde, 30g/L kosubstrat (glikoz) derisimi ve
150g/L Rhodotorula glutinis mikroorganizmasi biyokatalizorliigiinde %98 doniisiim ve

%100 enantiyomerik asirilik elde edilmistir.

Cizelge 5.2 indirgenme tepkimesi icin elde edilen optimum kosullar

Tepkime Substrat Cso Cr glutinis Cg pH t(h) | T(°C) % X % e.e
(mM) | (g/L) | (9/L)

Indirgenme | Asetofenon 5 150 30 8 24 30 98 100 (S-)

5.1.3 Derasemizasyon tepkimesi

Yiikseltgenme ve indirgenme tepkimeleri ayr1 ayri incelendikten sonra derasemizasyon
tepkimesine gegilmistir. 1ki farkli mikroorganizma ile tek bir biyoreaktorde
gergeklestirilecek derasemizasyon tepkimesinin her iki adimi i¢in optimum kosullar ayri
ayr1 belirlenmistir. Belirlenen kosullar altinda rac-1-feniletanoliin derasemizasyon
tepkimesi incelenmistir. Bu amagla; tampon ortamina L.kefir, R.glutinis, rac-1-

feniletanol, glikoz eklenerek derasemizasyon tepkimesi gergeklestirilmistir.

Derasemizasyon tepkimesinde substrat rac-1-feniletanoldiir. Tepkime sonunda R-

alkoliin tamaminin S-alkole doniismesi istenilmektedir. Ilk adimda L. Kkefir
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mikroorganizmasi1 ile R-alkol asetofenona yiikseltgenmektedir. Ardindan olusan
asetofenon, R. glutinis mikroorganizmasi ile S-alkole indirgemektedir. Bu tepkime
sisteminde istenilen tiriiniin %50’si (S-alkol) zaten ortamda bulunmaktadir. Amag; diger

%50’sinin (R-alkol) doniisiimiinii ger¢eklestirerek %100 S-alkol elde etmektir.

Sekil 5.16°de gergeklestirilecek rac-1-feniletanoliin  derasemizasyon tepkimesi

gorilmektedir.
OH [ 0
CH3 O)LCHB
Realkol Lactobacillus kefir asetofenon Rhodotorula glutinis OH
ADH ADH
+ S s T CHs
N m N m
+ +
o NAD NADH NADH NAD 9100 S-alkol
3 5; i? CHa ' §§ é? %100 e.e.
H,0, 0, glu‘ft"ﬂlk glikoz
asi
S-alkol NADH oksidaz L S-alkol ] glikoz dehidrojenaz

rac-1-feniletanol

Sekil 5.16 Derasemizasyon tepkimesi

5.1.3.1 Tepkime siiresinin etkisi

Derasemizasyon tepkimesinin iki admmi i¢inde farkli  mikroorganizmalar
kullanildigindan ayni1 biyoreaktérde verecekleri sonu¢ ¢ok onemlidir. Tepkimeler ayri
ayrt birbirinden bagimsiz incelendiginde mikroorganizmalar istenilen tepkimeleri
gerceklestirebilmistir. Fakat; ayni biyoreaktdrde kullanildiklarinda tepkime sistemi igin
negatif bir etki olusmamasi gerekmektedir. Derasemizasyon tepkimesinde ncelikle; her
iki tepkime igin ayr1 ayri belirlenen optimum kosullarda, tepkime siiresinin etkisi

incelenmistir.
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Sekil 5.17’de 5mM substrat derisiminde elde edilen bagil miktar yiizdeleri ve

enantiyomerik asirilik yiizdeleri verilmistir.
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Sekil 5.17 Derasemizasyon tepkimesinde tepkime siiresi etkisi
(Cso=5mM, Cg=30g/L, C kefir = 2009/L, Cr giutinis = 150g/L, pH=8, T=30°C,
KH= 200 rpm)

Derasemizasyon tepkimesi i¢in yapilan ilk incelemede sekil 5.17°de elde edilen
sonuclarda  tepkimenin  birinci  basamag  olan  yiikseltgenme  basamagi
gerceklesmemistir. Baslangigta ortamda bulunan %50 R-alkol miktarinda; 24h, 48h ve
72h tepkime siireleri sonunda ¢ok az bir azalma olmasi, L. kefir mikroorganizmasinin,
R-alkolii asetofenona doniistiiremedigini gostermistir. Bu sebepten enantiyomerik
asirilik degerleri ¢ok diisiik elde edilmistir. R-alkolde bir doniisiim ger¢eklesmediginden
asetofenon olusmamis ve S-alkolde herhangi bir artis gergeklesmemistir. Tepkimenin
ilk basamag olan yiikseltgenme tepkimesi gerceklesmemistir. ilk basamak
gerceklesmedigi icin R. glutinis mikroorganizmasinin ikinci basamakta verecegi sonug

gozlemlenememistir. Ciinkii  ortamda asetofenon olusmamistir. R.  glutinis
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mikroorganizmast  ortamda  olusacak  asetofenonu  S-alkole  doniistiirmesi

beklenmektedir.

5.1.3.2 Derasemizasyon tepkimesine L. kefir hiicre derisiminin etkisi

Yapilan ilk incelemede elde edilen sonuglarda R-alkol asetofenona yiikseltgenmedigi
i¢in yiikseltgenme tepkimesinde farkli hiicre derisimlerinin etkisi incelenmistir. Cilinkii
ayn1 biyoreaktorde her iki mikroorganizmanin da kullanilmasi hiicre derisimlerine bagh

olarak kiitle aktarim kisitlamalar1 meydana getirmistir.

Sekil 5.18’da 40g/L, 60g/L, 100g/L, 150g/L ve 200g/L hiicre derisimlerindeki
Lactobacillus kefir (havali+hava kisitlamali) mikroorganizmasinin etkisi incelenmistir.
Derasemizasyon tepkimesinde mikroorganizma (Lactobacillus kefir) derigimi

degistirilirken diger degerler sabit tutulmustur.

100 -
m 9%S-alkol

90 - %R-alkol

mO
80 - Jbe.e

60 -

40 -

Bagil Miktar (% ), % e.e

30 -

10 ~

40 60 100 150 200
Hiicre derisimi(g/L)

Sekil 5.18 Derasemizasyon tepkimesine Lactobacillus kefir hiicre derisiminin etkisi
(Cso= 5mM, Cg giutinis = 150g/L , Cg= 30g/L, pH= 8, T=30°C, t=72h,
KH= 200rpm)
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Farkli hiicre derisiminde gerceklestirilen derasemizasyon tepkimesinde, yiiksek hiicre
derisimlerinde (150g/L, 200g/L); iki farkli mikroorganizmanin derisimin yliksek
olmasmin yarattig1 kiitle aktarim kisitlamalarindan dolayr yiiksek doniisiim elde
edilememistir. Tepkime ortaminda L.kefir derisimi daha diisiik tutuldugunda 60g/L’de;
R-alkol asetofenona yiikseltgenmistir. R-alkolin ortamda azalarak asetofenona
doniismesi ile enantiyomerik asirilik artmistir. Asetofenonun olugmasi ile R. glutinis
mikroorganizmasida etkisini  gostererek  asetofenonun  S-alkole  doniisiimiinii
gerceklestirmistir. Hiicre derisimi etkisinin incelenmesi ile derasemizasyon tepkimesi

sonucunda %83 S-alkol ve %71 enantiyomerik asirilik elde edilmistir.

5.1.3.3 Kanistirma hiz etkisi

Tepkime ortaminda substrat ile biyokatalizoriin etkilesimini artirabilmek icin karistirma
hiz1 6nemli bir parametredir. Fakat mikroorganizmalar kayma kuvvetine kars1 hassastir.
Karigtirma hizinin ve karistirict tipinin se¢imine dikkat edilmesi gerekmektedir. 5SmM
substrat derisiminde 150, 200 ve 250 rpm karistirma hizlarinda derasemizasyon

tepkimesi incelenmistir.

100 - m %S-alkol
90 - %R-alkol
80 - m O%e.e

70
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

Bagil Miktar (% ), % e.e

150 200 250
Karistirma hizi (rpm)

Sekil 5.19 Derasemizasyon tepkimesine karistirma hizinin etkisi
(Cso=5mM, Cy keiir = 609/L, Cg giuinis = 1509/L, Cg= 30 g/L, pH= 8, T=30°C, t= 72h)
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Karistirma hizinin artirilmasi; tepkime sonunda S-alkol ve enantiyomerik asirilik
degerlerinde artisa neden olmustur. Ciinkli yiiksek karistirma hizi kiitle aktarim
kisitlamalarini azaltmistir. Artan karistirma hizi ile birlikte R-alkol azalarak S-alkol ve
enantiyomerik asirilik artmustir. 250 rpm karistirma hizinda %93 S-alkol ve %91
enantiyomerik asirilik elde edilerek karigtirma hizinin artirilmasi derasemizasyon

tepkimesinde SmM substrat derisimi i¢in basarili sonug vermistir.

5.1.3.4 Substrat derisimi etkisi

Biyotransformasyon proseslerinde ayirma masraflarint diisiirebilmek ve prosesi daha
ekonomik yapabilmek i¢in, yiiksek {irlin derisimine ulagilmak istenir. Yiiksek tiriin

derisimi elde edilebilmesi i¢in yiiksek substrat derisimlerinde ¢alisiimalidir.

SmM, 10mM ve 15mM substrat derisimlerinde 24h, 48h ve 72h tepkime siirelerinde

sonlandirilan deneysel ¢aligma sonucunda elde edilen degerler sekil 5.20°de verilmistir.

15
B Cs,=5mM
H Csy=10mM
12 0
Csp=15mM
2 9
m
©) 6
3 .
0 a
24 48 72
t,h

Sekil 5. 20 Substrat derisiminin zamanla iiriin derisimi tizerine etkisi
(CLkeiir =600/L, Cr giutinis = 150¢/L, Cg= 30g/L, pH=8, T=30°C, KH= 250 rpm)
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5mM substrat derisiminde 24h, 48h ve 72h tepkime siireleri sonunda alinan 6rneklerde
zamanla doniisiimiin artarak 72h sonunda 4,5mM iiriin (S-alkol) derisimi elde edildigi
gorilmektedir. Fakat; 10mM ve 15mM substrat derisimlerinde fakli zamanlarda alinan
orneklerde doniisiim agisindan bir artis gozlenmemistir. 72h tepkime siiresi sonunda
10mM substrat derisiminde 5,6 MM S-alkol; 15mM substrat derisiminde 7,5mM S-alkol

elde edilmistir.

Her bir substrat derisimi (SmM, 10mM ve 15mM ) i¢in zamanla elde edilen bagil miktar

yiizdeleri ve enantiyomerik asirilik yiizdeleri asagidaki grafiklerde verilmistir.

Sekil 5.21°de SmM substrat derisimi i¢in 24h, 48h ve 72h tepkime siireleri sonunda elde

edilen bagil miktar yiizdeleri ve enantiyomerik asirilik yiizdeleri verilmistir.

100 - m %S-alkol
90 - %R-alkol
m %e.e
80 -
g 70 -
X
= 60 -
X
= 50 - =Cso =5mM
X
S 40 -
® 30 -
20 -
10 +
0
24 48 72
t,h

Sekil 5.21 5mM substrat derisiminde zamanla % bagil miktar ve % e.e
(CLefir = 609/L, Cr giutinis = 150g/L, Cg= 30g/L, pH= 8, T=30°C, KH= 250 rpm )
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Sekil 5.22’de 10mM substrat derigimi i¢in 24h, 48h ve 72h tepkime siireleri sonunda

elde edilen bagil miktar yiizdeleri ve enantiyomerik asirilik yiizdeleri verilmistir.

100 -~ m %S-alkol
%R-alkol
H%e.e

90 -
80 -

60 - 5Cso =10mM

40 -
30 -

Bagil Miktar (% ), % e.e

20 -

24 48 72
th

Sekil 5.22 10mM substrat derisiminde zamanla % bagil miktar ve % e.e.
(CL_keﬁr = GOg/L, CR.qutinis = lSOg/L, Cg= 309/L, pH= 8, T= 30°C, KH= 250rpm)

Sekil 5.23’de 15mM substrat derigimi i¢in 24h, 48h ve 72h tepkime siireleri sonunda

elde edilen bagil miktar yiizdeleri ve enantiyomerik asirilik yiizdeleri verilmistir.
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Sekil 5.23 15mM substrat derisiminde zamanla % bagil miktar ve % e.e.
(CL_keﬁr = 609/'., CR.qutinis = 150g/|_, Cg: 30g/|_, pH: 8, T= 30°C, KH= 250rpm )

Kullanilan mikroorganizmalar biyokatalizorliiglinde; yiiksek substrat derisimleri 10mM

ve 15mM i¢in istenilen doniisiim ger¢eklesmemistir. 10mM substrat derisiminde %56

S-alkol ve %22 enantiyomerik asirilik, 15mM substrat derisiminde %45,1 S-alkol ve

%21,52 enantiyomerik asirilik elde edilmistir. Zamanla farkli substrat derigsimlerinde ki

sonuglarda; 72h siire sonunda, 5SmM substrat derisiminde, % 90 S-alkol ve % 91

enantiyomerik asirilik elde edilmistir. SmM substrat derisimi i¢in c¢alisgmanin daha

uygun oldugu gorilmiistiir.

Cizelge 5.3 5mM substrat derisiminde derasemizasyon tepkimesi sonucu

Cso

% (S)-1-feniletanol

% e.e

Konfigiirasyon

rac-1-feniletanol % 90

% 91

S
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Derasemizasyon tepkimesinde 5mM substrat derisimde; zamanla (24h, 48h, 72h)

gerceklesen doniisiimler sekil 5.24 ‘de verilmistir.

a S-alkol

crau:-l -FE » mv
pd
Ln

R-alkol

ASETOFENON

t, giin

Sekil 5.24 Derasemizasyon grafigi
(Crag-1.7e = 5MM, C | kefir = 60g/L, C g guutinis = 1509/L, Cg=30g/L, pH= 8, T=30°C, t= 72h,
KH= 250 rpm)

Sekil 5.24 ‘de derasemizasyon tepkimesinde baslangigta SmM substrat bulunmaktadir.
Bu durumda ortamda 2,5mM R-alkol ve 2,5mM S-alkol mevcuttur. Lactobacillus kefir
mikroorganizmasi biyokatalizorliigiinde, R-alkoliin asetofenona doniiserek zamanla
azaldign goriilmektedir. Ilk adimda R-alkol asetofenona yiikseltgenmistir. Olusan
asetofenon, biyotransformasyon ortaminda bulunan diger mikroorganizma Rhodotorula
glutinis biyokatalizorligiinde tepkimeye girerek S-alkole doniismektedir. Asetofenon
azalarak S-alkol artmaya baslamistir. Asetofenon S-alkole indirgenmistir. S-alkol
baslangigta 2,5mM iken, asetofenonun tepkimeye girmesiyle birlikte ikinci giinde
artmaya baglamistir. Sonug olarak hem R-alkol hem de asetofenon tepkime ortaminda

biterek tirtin olarak 4,5mM (S)-1-feniletanol elde edilmistir.
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6. TARTISMA ve SONUC

Alzheimer ilaglarinin yapiminda kullanilan bir girdi olan (S)-1-feniletanol ilag
endiistrisinde 6nemli bir yere sahiptir. Bu tez ¢alismasinda; enantiyomerik saflikta (S)-
1-feniletanoliin  {iretilebilmesi  i¢in  derasemizasyon  ydntemi  incelenmistir.
Derasemizasyon tepkimesi; mikroorganizma igerisindeki enzim kaynagina bagli olarak
tek mikroorganizma veya iki mikroorganizma ile gerceklestirilebilmektedir.
Biyotransformasyon tepkimelerinde ilk disiiniilecek sey mikroorganizma se¢imidir.
Hangi substrat ile hangi iiriin olusacagi biliniyorsa ilgili mikroorganizmanin tepkimeyi
en yiiksek verimle katalizlemesi istenir. Substratin enzimle etkilesmesi i¢inde ortamda
oncelikle c¢oziinmesi gereklidir. Substratin  ¢oziinmesi igin secilen ¢dziiciiniin

mikroorganizmaya zarar vermemesi gerekmektedir.

Deneysel c¢aligmalarda Oncelikle, derasemizasyon prosesinde; yiikseltgenme ve
indirgenme tepkimelerini katalizleyecek uygun mikroorganizma se¢imi i¢in arastirmalar
yapilmistir. Her iki tepkime i¢in farkli enantiyosegimlilige sahip Lactobacillus kefir ve
Rhodotorula glutinis mikroorganizmalarinin  iyi sonu¢ verdigi belirlenmistir.
Tepkimelerde Lactobacillus kefir mikroorganizmasi R-se¢imlilik — gosterirken,
Rhodotorula glutinis mikroorganizmasi S-se¢imlilik gostermektedir. Lactobacillus kefir
ve Rhodotorula glutinis rac-1-feniletanoliin derasemizasyon tepkimesi igin istenilen
secimlikleri  gosterdiklerinden, kullanilacak uygun mikroorganizmalar olarak

secilmistir.

Derasemizasyon tepkimesi iki basamaktan olusmaktadir. Bu sebepten Oncelikle ayri
ayr1 iki basamak i¢in optimum kosullar belirlenmistir. Yiikseltgenme basmaginda
substrat, rac-1-feniletanol; indirgenme basamaginda substrat, asetofenondur. Her iki
substrat da tepkime ortamina MTBE c¢oziiclisiinde ¢oziilerek eklenmistir. Kullanilan

¢oziicli tiirii (MTBE) mikroorganizmaya zarar vermeyecek sekilde segilmistir.

Yiikseltgenme ve indirgenme basamaklarinda kullanilacak olan Lactobacillus kefir ve

Rhodotorula glutinis mikroorganizmalar1 igin gerekli besi ortamlari hazirlanarak steril
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kosullarda fiiretilmistir. Onceden g¢ogaltilmis olan mikroorganizmalar santrifiijlenip
tepkime ortamina eklenmistir. Tiim hiicre kullanim1 enzim saflastirmasi gerektirmedigi

ve kofaktor rejenerasyonunu hiicre i¢erisinde yaptigi i¢in biiyiik kolaylik saglamistir.

Yiikseltgenme tepkimesinde, rac-1-feniletanoliin asetofenona %100 enantiyomerik
asirilik. ve %350 doniisiimde yiikseltgenmesi istenilmektedir. R-se¢imli Lactobacillus
kefir biyokatalizorliigiinde gerekli reaksiyon parametreleri incelenerek belirlenen
optimum kosullar Cgypstrat = SmM, pH= 8, T= 30°C, C | kefir = 200g/L, tepkime siiresi=
24h olarak belirlenmistir. Belirlenen bu kosullar ile %100 enantiyomerik asirilik ve
%350 dontisime ulasilmistir.  (R)-1-feniletanoliin, asetofenona yiikseltgenmesinde

ulagilabilecek maximum doniisiim olan %50 degeri elde edilmistir

Indirgenme tepkimesinde asetofenonun (S)-1-feniletanole %100 enantiyomerik asirilik
ve %100 doniisimde indirgenmesi i¢in  S-se¢imli  Rhodotorula  glutinis
mikroorganizmas1 kullamlmstir. Indirgenme tepkimesi, yiikseltgenme tepkimesi igin
belirlenen optimum kosullar Cgypstrat = SmM, pH= 8, T= 30°C, tepkime siiresi= 24 h ile
gerceklestirilmistir. Cilinkii derasemizasyonda bu iki tepkime basamagi tek bir
biyoreaktorde gergeklestirilecektir. Bu sebepten iki tepkime sisteminin kosullart birbiri
ile uyum saglamak zorundadir. Ayni kosullar ile gerceklestirilen indirgenme
tepkimesinde incelenen parametreler (kosubstrat, glikoz, hiicre derisimi) ile optimum
kosullar  Crgiutinis = 150 /L, Ciosubstra= 309/L belirlenerek %98 doniisiim ve %100

enantiyomerik asirilik elde edilmistir.

Her iki basmakta da ayr1 ayri yapilan incelemeler sonucunda elde edilen degerler
kullanilarak ~ derasemizasyon  tepkimesi  gergeklestirilmistir. ~ Derasemizasyon
tepkimesinde, her iki mikroorganizma ile tek biyoreaktorde gergeklestirilen ilk deneyde
yiikseltgenme tepkimesi gerceklesmemistir. Bunun nedeni; iki hiicrenin ayni ortama
konulmas1 sonucu olusan yiiksek hiicre derisiminin sebep oldugu kiitle aktarim
kisitlamasidir. Hiicre derisimi diisiiniilerek yapilan deneyler sonucunda 60g/L L.kefir ve
150g/L R.glutinis derisimlerinde %83 S-alkol ve %71 enantiyomerik asirilik degerleri

elde edilmistir. Ortamin yogun olmasi nedeniyle karistirma hizinin etkisi arastirilarak
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doniistimdeki artis gozlenmistir. Karigtirma hizi artirilmasi ile 250 rpm’de 5SmM substrat
derisiminde %91 enantiyomerik asirilik ve %90 (S)-1-feniletanol elde edilmistir.
Yiiksek iiriin derisimi elde edebilmek i¢in farkli substrat derisimleri 10mM ve 15mM
‘da calismalar yapilmistir ancak; yiiksek substrat derisimlerinde mikroorganizmalar

istenilen donilisiimii gergeklestirememistir.

Sonugc olarak

Gergeklestirilen tepkime sisteminde; biyokatalizor olarak tiim hiicre mikroorganizma

kullanimi ve derasemizasyon prosesi kullanim1 birgok avantaj saglamistir.

Cevreye =zarar vermeyen, ilimli kosullarda ve yiiksek hizda tepkime veren,
enantiyomerler arasinda segici davranan biyokatalizorler ile biyotransformasyon
gergeklestirilmistir.  Yikseltgenme ve indirgenme tepkimelerinde tim hiicre
biyokatalizorleri kullanilmistir. Tiim hiicre kullanimi ile enzimlerin aktivite gostermek
icin ihtiya¢ duyduklar1 protein yapida olmayan kofaktorler hiicre icerisinde mevcuttur.
Disaridan  kofaktdr eklenmesine ihtiyag duyulmamaktadir. Kofaktorler pahal
olduklarindan, tepkime sonucu tiikendiklerinden hiicre i¢i kofaktdr rejenerasyonu
ekonomik kolaylik sunmustur. Her iki tepkime sistemi tek bir biyoreaktorde
derasemizasyon prosesi ile gerceklestirilmistir. Bu yOntemin basarisi; kinetik
rezollisyon sinirlamalarini ortadan kaldirarak iki enantiyomeri farkli tepkime hizlarinda
ve farkli se¢imlilige sahip iki mikroorganizma biyokatalizorliigiinde ayirabilmesidir.
Kinetik rezoliisyonda teorik verim %350’y1 gecememekte ve kalan substratin {iriinden
ayrilmasi1 gii¢ olabilmektedir. Bu c¢alismada derasemizasyon prosesi bu kisitlamalar

asilarak %90 (S)-1-feniletanol elde edilmistir.
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