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YUKSEK LiSANS TEZi

2-METIL-1-FENILPROPAN-1-ON’UN Lactobacillus fermentum BY35
BIYOKATALIZOR iLE ASIMETRIK BiYOINDIRGENMESINDE |I-OPTIMAL
TASARIMA DAYALI MODEL KULLANILARAK REAKSiYON KOSULLARININ
OPTIMIZASYONU

Selmani AKSUOGLU

Haziran 2022, 45 Sayfa

Prokiral ketonlarin biyolojik olarak indirgenmesi, biyolojik olarak aktif bir¢ok bilesik ve dogal
iirlin tiretmek i¢in potansiyel olarak faydali onciiler olan kiral ikincil alkollere verimli erisim
saglar. Bu biyolojik indirgeme islemi, Laktik Asit Bakteri suglar1 gibi tiim hiicreli
biyokatalizorler kullanildiginda farkli parametrelerden etkilenebilir. Bu baglamda, bu tez
calismasinda, 2-metil-1-fenilpropan-1-on'un asimetrik biyo-indirgenmesi i¢in gereken pH,
inkiibasyon siiresi, sicaklik ve karistirma hiz1 gibi kiiltiir parametrelerini optimize etmek igin |-
optimal tasarim tabanli bir model kullanilacaktir. Lactobacillus fermentum BY35, en yiiksek
doniigiim oranini (cr) ve enantiyomerik asiriligi (ee) elde etmek icin bir biyokatalizor olarak
kullanildi. Onerilen optimizasyon model kullanilarak, dért kiiltiir parametresinin optimum
degerleri: pH 6.5, sicaklik 25 °C, inkiibasyon siiresi 38,5 saat, karistirma hizi 200 rpm dir. Bu
sartlar altinda ee degeri %98,78 ve cr degeri %98,92 olarak 6nerildi. Bu optimizasyon sartlar
altinda yapilan deneysel ¢alisma sonucunda cr ve ee degerleri sirastyla> %99 ve> %99 olarak
bulunmustur. Bu sebeple, optimizasyon modelinin sonuglari, deneysel sonuglar ile tutarlidir.
Ayrica, bu tez ¢alismasinda, asimetrik indirgeme i¢in 6nerilen l-optimal tasarim tabanli model
kullanarak kiiltiir parametrelerini optimize eden ilk ¢aligmadir ve asimetrik indirgenme
reaksiyonlarinda bu metodun kullanilabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: I-optimal tasarim, optimizasyon, kiral ikincil alkol, tam hiicreli
biyokatalizor, asimetrik biyo-indirgeme, biyodoniisiim.



ABSTRACT

MASTERS DISSERTATION

OPTIMIZATION OF REACTION CONDITIONS USING I-OPTIMAL DESIGN-
BASED MODEL IN THE ASYMMETRIC BIORESTRICTION OF 2-METHYL-1-
PHENYPROPAN-1-ON WITH Lactobacillus fermentum BY35 BIOCATALYZER

Selmani AKSUOGLU
June 2022, 45 Pages

Bioreduction of prochiral ketones provides efficient access to chiral secondary alcohols, which
are potentially useful precursors for producing many biologically active compounds and natural
products. This biological reduction process can be affected by different parameters when
whole-cell biocatalysts such as Lactic Acid Bacteria strains are applied. In this regard, this
article proposed an I-optimal design-based model for the asymmetric bioreduction of 2-methyl-
1-phenylpropan-1-one to optimize culture parameters such as temperature, pH, incubation time
and shaking rate. Lactobacillus fermentum BY35 as a biocatalyst while achieving the highest
conversion rate (cr) and enantiyomeric excess (ee). Using the proposed optimization model, the
optimum settings and cr and ee values of the four culture parameters were found as follows: pH
6.5, temperature 25 °C, incubation time 38.5 hours, stirring speed 200 rpm, ee value 98.78%
and cr value 98.92%. After the validation of the process, the values of cr and ee were found to
be >99% and >99%, respectively, while using the optimum operating conditions from the
optimization model. Therefore, the results of the optimization model are consistent with the
results of the validation experiment. It should also be noted that this article is the first study to
optimize culture parameters using the proposed I-optimal design-based model for an
asymmetric reduction.

Keywords: I-optimal design, optimization, chiral secondary alcohol, whole-cell biocatalyst,
asymmetric bioreduction, biotransformation.
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BIiRINCi BOLUM

Giris

Arastirmanin Konusu ve Problemi

Kimya endiistrisi insan yasamina ¢ok sayida faydali {iriin sentezlemekle yogun bir
sekilde ugrasmaktadir. Ekonomik biiyiikliik olarak son derece gelismis boyutlara ulagsmstir.
Bu sebepten diinyada kimya sektoriinde oldukga fazla rekabet vardir. Bu rekabet yenilikleri de
zorunlu hale getirmistir. Burada kaliteden 6diin vermeden daha tiretken, ekonomik ve ¢evreci

tiretim proseslerinin gelistirmesini zorunlu kilmistir.

Klasik tiretim yontemleri ya tercih edilmemektedir veya az terih edilmektedir. Yesil
kimya olarak adlandirilan yeni nesil metot, tasarim, ekonomik tarz, inovasyonla uyumlu
meteryal gelistirme caligmalar1 giin be giin artmaktadir. Bu acidan ila¢ sanayinde kullanilan
bazi ilag etken maddelerinin tiretiminde bu yenilik¢i uygulamalar kendine daha ¢ok yer
bulmaktadir. Bu noktada biyoproses ila¢ kimyast ile siirdiiriilebilir, ¢evreci, ekonomik, verimli
sonuglar elde edilmistir. Bu sebepten biyokatalizorlere olan alaka siirekli artmaktadir.
Biyokatalizorler uygun tepkime kosullarinin yansira, biiyiik oranda segicidirler, bu yiizden
organik kimyada biiyiilk 6neme sahiptirler. Ayrica ilag etken maddeleri olabilecek kiral
molekiillerin sentezini gergeklestirmek olduk¢a Onemlidir. Bundan dolayr asimetrik
molekiillerin tiretiminde kullanilabilecek farkli bir biyokatalizoriin ve metodun kesfedilmesi ve

onerilmesi fazlaca onem arzetmektedir.
Arastirmanin Amaci

Organik kimyada tepkimeler sonucu ¢ogunlukla yan iirinler de olusur. Bu yan iiriinler
istenmeyen bilesiklerdir ve bu bilesiklerin oranini azaltacak ¢alismalar her zaman yapilmaya
calisilir. Tip alaninda veya ila¢ sanayinde bu istenmeyen tiriinlerin bertaraf edilmesi hayati
oneme sahiptir. Ila¢ etken maddesi olarak kullanilan kiral sekonder alkollerin enantiyomerik
olarak saf olarak iiretilmesi ¢ok énemlidir. Kiral sekonder alkollerin saf olarak sentezlenmesi
icin yeni yaklagimlar, prosesler gelistirilmelidir. Bu calismalar hem kaliteli ilag, iirlin
sentezlenmesine yardimci olur hem de rekabet ile daha faydali modellerin gelisimine olanak

sunar. Bu molekiiller agro kimyada ve kozmetik sanayisinde de kullanilmasi1 bu bilesiklerin

1



hitap ettigi kitleyi kat be kat artirir. Piyasadaki bir¢ok ilacin etken maddesi kiral molekiillerdir.
Bu molekiillerin gogunun yapisinda birden ¢ok asimetrik merkez bulunmaktadir. R-denopamin,
amoxicillin (antibiyotik), S-fluoksetin ve erithropoetin (hematopoetik biiyiime faktorii) gibi
bazi ilaglar asimetrik aromatik sekonder alkollerden sentezlenebilmektedir. 2-metil-1-
fenilpropan-1-on'un indirgenme iiriinii olan hem R hem de S enantiyomerik alkoller, ilag etken

maddeleri olarak kullanilmaktadirlar.

Bu tez ¢alismasinda, Lactobacillus fermentum biyokatalizorii ile 2-metil-1-fenilpropan-

1-on'un asimetrik biyoindirgenmesi amaglanmaktadir (Sekil 1).

@) OH OH
©)H/ Lactobacillus fermantum BY35 _ @/H/ + H
l-optimal design-based model m
1 (S)-2 (R)-2

Sekil 1. 1-optimal tasarim tabanli model optimizasyon stratejisi kullanmilarak L. fermentum
BY35 biyokatalizorii ile 1’in asimetrik biyo-indirgenmesi.

Bu tez calismasinda reaksiyon sartlarinin optimizasyonu klasik metotlar yerine I-

optimal optimizasyon yontemi kullanilarak yapilacaktir.

Arastirmanin Onemi ve Gerekgesi

Asimetrik sentez bir¢ok ilagin iiretiminde, ila¢ endiistrisinde 6nemli yer tutmaktadir.
Endiistriyel arastirma ve gelistirme faaliyetlerinde ¢ok 6nemli yere sahiptir. Ila¢ sanayinde
enantiyomerik olarak spesifik ilaglarin tiretimi elzemdir. Etken madde sentezinde geleneksel
kimyasal sentez ile biyomolekiilleri kullanarak sentez yapma ¢alismalar1 kollektif Gneme sahip
hale gelmistir. Kiralite, baz1 ilaglarin etkinliginde belirleyici bir faktérdiir. Enantiyomerlerin
farkli kimyasal ve biyolojik etki gostermeleri farkli sonuglar dogurmaktadir. Ayni bilesigin bir

izomeri ¢cok faydali ve etkiliyken diger izomer faydasiz veya ¢ok zarali olabilmektedir.

2-metil-1-fenilpropan-1-on'un asimetrik indirgenmesiyle elde edilen her ki
enantiyomer de ilag etken maddesi olarak kullanilabilmektedir. Biitiin bu nedenlerden 6tiirti bu
tez calismasinda 2-metil-1-fenilpropan-1-on molekiilii ¢ikis bilesigi olarak alinmis ve
Lactobacillus fermentum biyokatalizorii kullanilarak indirgenme sonucu saf olarak (R) veya
(S)-enantiyomerinin sentezi amaglanmistir. Bu c¢alismanin amaci I-optimal optimizasyon
yontemini kullanarak 2-metil-1-fenilpropan-1-on bilesigini asimetrik indirgeyerek ilag
sanayinde onemli bir molekiil olan 2-metil-1-fenilpropan-1-ol'iin enantiyomerlerden (S)

izomeri olan bilesigi saf olarak elde etmektir.



IKINCi BOLUM
Kuramsal Cerceve ve Alan Yazin Derleme

Kuramsal Cerceve

Neden asimetrik sentez.

Biyolojik olarak aktif olan kiral bilesiklerin sentezlenmesinde asimetrik sentez
reaksiyonlar1 kullanilmaktadir (Nakamura, Yamanaka, Matsuda, & Harada, 2003). ilag
sanayinde kullanilan bir¢ok ila¢ ve dogadaki bilesiklerin birgogu tek bir enantiyomerden
olusmaktadir. Ayrica sanayi tiretimi asamalarinin hemen hemen her béliimiinde, ziraat, ilag,
gida, kozmetik gibi alanlarda kiral bilesikler genis yer tutmaktadir. Bu sebepler, yeni asimetrik
molekiillerin, kiral organik aktivatorlerin ve biyokatalizorlerin gelisimine ve artmasina zemin

hazirlamistir.

Stereokimya ve Kiralite

Bilesiklerin yapisal formiillerini {i¢ boyutlu olarak incelenmesini konu alan kimya
boliimiine stereokimya denir. Atomlarin ii¢ boyutlu uzayda bir bilesik i¢inde birbirine gére olan
dizaymi arastirir. Molekiillerin ii¢ boyutlu uzaydaki yonelimini izomerizm inceler. Molekiil
formiilii ayn1 olan iki veya daha fazla sayidaki bilesiklerin, farkli yapidaki formlarina izomer
denir. Bunlar ayn1 molekiil formiiliine sahip fakat atomlarinin baglanma diizeni farkli olan
bilesiklerdir ve bu bilesiklere izomer denir. izomer molekiillerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
de farklidir. izomerler yap:1 izomeri ve stereoizomeri olmak iizere iki béliime ayrilir.

Izomerlerin béliimleri ve alt boliimlri gdsterilmistir (Sekil 2).

izomerler

Yapi izomerleri Stereocizomerler
(zincir iz) 1
I 1
Konformasyonal Konfigurasyonal
Izomerler izomerler
1
I 1
Diastereomerler Enantiomerler
[l
| 1
Cis-trans Stereogenik merkezli
izomerler Diastereomerler
(geometrik (2 yada daha fazla
izomerler) kiralite merkezli)

Sekil 2. Tzomerlerin siniflandirilmast.



Stereokimya, organik bilesiklerin ti¢ boyutlu molekiil yapilarint ve bu bilesiklerin
Ozelliklerini inceleyen kimya alt disiplinidir. Stereoizomerler bu disiplinin en énemli kismini
olusturmaktadir. Molekiiller ii¢ boyutlu uzayda farkli sekiller alabilmektedir. Yani atomlarin
baglanma ve yoOnelmeleri farkli olmaktadir. Kapali formiilleri ayni olup agik formiilleri,
atomlarin baglanma ve yonelmeleri farkl1 olan bilesiklere izomer denir. Izomerlerin ¢ok farkli

turleri bulunmaktadir.

Cheiros kelimesi Yunancada el anlaminda kullanilir. Kiralite kavrami da buradan
tiiretilmistir. Kiral bir objenin goriintiisii ile ayna goriintiisii Uist liste cakismaz. Akiral objelerde
ise ayna goriintiileri iist liste cakisacaktir. Asagidaki sekilde 6rnek olarak gdsterilen bilesikte,
karbon atomuna dort farkli grup takilmistir ve ayna goriintiisii ile kendi goriintiisii ¢akismaz
yani farkli bilesiklerdir, ayn1 yapida degillerdir ve bu bilesikler kiral bilesikler olarak
adlandirilirlar (Sekil 3).

Sekil 3. Kiral molekiillerde ayna goriintiisii.

Atomlarin farkl sekillerde diizenlenmesi konfigiirasyon olarak adlandirilir (cis, trans
konfigiirasyonlari, ya da optik stereoizomerlerin D, L-konfigiirasyonlar1). Bu stereokimya {i¢
boyutlu yap1 olarak da ifade edilir. Bir karbon atomuna dort ayri atom ya da atom topluluklar:
baglaninca asimetrik bir molekiil olur bu molekiile kiral molekiil de denir. Bir ya da daha ¢ok
asimetrik karbon i¢eren bir molekiil de asimetriktir. Ayna goriintiileri cakismayan c¢iftlere ise

diasteomer denir (Tablo 1).



Tablo 1. Konfigiirasyonal Izomerler
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Dogadaki bir¢ok molekiil kiral 6zellige sahiptir. Ayrica canli sistemlerde ¢ogunlukla
Kiral molekiiller bulunur. Mesela; bir¢gok aminoasit, aminoasitten sentezlenen proteinler ve
yaglar kiral yapida molekiiller igerirler boylece kiraliteyle uyumlu etkilesim gosterirler. Bir

enantiyomer diizlem polarize 15181 sola dogru dondiiriirken, diger enantiyomer diizlem polarize

15181 saga dogru dondiiriir (Bunnett, 1999).

Enantiyomerlerin Ozellikleri

Bir bilesik ile o bilesigin ¢akismayan ayna goriintiilerine enantiyomer ¢ift denir. Kiral
bir bilesigin (2-Biitanol) her iki formundan biri S olarak digeri R olarak adlandirilir (Sekil 4).

S sinister sola ¢eviren R rectus saga ceviren, anlamina gelmektedir. Enantiyomer giftlerden

birisi polarize 151k diizlemini saga (+), digeri ise sola (-) ¢evirir (Mislow, 2002).

CH,CHCH,CH,

b

2-Biitanol

Sekil 4. 2-Biitanol bilesigi.

Molekiilde stereomerkez bulunmamasina karsin farkli fiziksel ve kimyasal 6zellige

sahip izomerlere cis trans izomer denir. Cift bag karbonlarina farkli gruplarin bagli oldugu cis




trans izomer ornekleri gosterilmistir. Cis izomer daha yiiksek polariteye sahipken, Trans izomer

daha diistik polariteye ve daha diisiik kaynama noktasina sahip olmaktadir (Sekil 5).

H. _ COOH HOOC _COOH
c=C Cc=cC
Fumarik asit Malei.k asit
(trans) (cis)

Sekil 5. Cis-trans izomer 6rnekleri.

2-Biitanol bilesigi kiraldir, bu bilesigin iki adet optik izomeri bulunmaktadir. Bu iki
molekiil de birbirinin enantiyomerleridir. Bu enantiyomerlerin ayna goriintiileri birbiri tizerinde
cakigsmaz. Bu enantiyomerler diizlem polarize 15181 farkli agilarla ¢evirme 6zelligine sahiptir.
Yani 1s1ga karsi aktiftir. 2-Biitanol bilesiginin optik izomerleri asagida gdosterilmistir. Bu

bilesiklerin ayna goriintiilerinin cakismadig1 gosterilmistir (Sekil 6).

enantiyomer gifti (stereoizomer)

‘ simetri duzlemi ‘

® 9
H““‘IC\@ @/C{tuH

H3;CH,C CH,CH;,

S-bitan-2-ol R-butan-2-ol

Sekil 6. (S)-biitan-2-0l ve (R)-biitan-2-0l molekiiliiniin yapisi.

Enantiyomer bilesiklerin tim kimyasal ve fiziksel 6zellikleri aynidir fakat polarize 15181
cevirme agilari farklidir. Bu enantiyomer giftler farkli biyolojik aktiviteye sahip olabilmektedir.
Ornegin; bir izomer biyolojik aktiviteye sahip olurken digeri tam tersi toksik etkiye neden
olabilmektedir (Maier, Franco, & Lindner, 2001).

Simetri Diizlemi

Bilesigin bir yarisi ile diger yarisinin ayna goriintiisii olacak bigimde kesen diizlemdir.
Asimetrik molekiiller: Kiral (Chiral) ve kiral olmayan (achiral) molekiillerdir. “Kiral” bir
molekiil ayna goriintiisii ile st liste cakismayan esidir. “Kiral olmayan” bir bilesik simetri
merkezi yoktur ve simetri diizlemini tasimaz. Mezobilesik ayna goriintiileri {izerinde

cakisabilen molekiillerdir.



Bu bilesikler kiral merkez icerirler fakat optikge aktif degildirler. Simetri merkezi ve
simetri diizleminin olmayis1 “Kirallik” i¢in gereklidir, fakat yeterli degildir. Cakismazlik
(Asimetriklik) Kendi ayna goriintiisii ile Ustiiste ¢akisamayan herhangi bir molekiile kiral
(¢akismaz) denir (Sekil 7).

1-brom-1-kloretanin (R) ve (S) konfigiirasyonu
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Sekil 7. iki kiral C atomlu bilesiklerde (R) ve (S) sistemi.
Kiral ilaclar ve biyolojik aktif bilesikler.

Optik izomerlerin en biiyiik 6zelligi farkli biyolojik aktivite gdstermeleridi. Bilesigin
acik farmiilii aym olmasina karsin aymi etkiyi gostermemektedir. Ilag reseptdr eslesmesinde
anahtar kilit gibi bir modelleme séz konusudur. Ornegin asagida gosterildigi gibi (R)
enantiomer ile reseptor tam eslesmektedir yani bu ilag olumlu etki gostermektedir. Fakat (S)

enantiomerde reseptor ile uyum olmadigindan istenen etkiyi gésterememektedir (Sekil 8).
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Sekil 8. Tlag-reseptor etkilesimi.

Optikee Aktiflik Nedir?

Organik yapida veya inorganik yapidaki maddeler optik¢e aktif olabilirler. Bu
molekiiller polarize 151k diizlemini sola ya da saga ¢evirebilirler. Saga ¢evirenlere dekstrojir,
sola dogru ¢evirenlere ise levojir denilmektedir. Saga cevirenlerin isiminin Oniine (+), sola
¢evirenlerin isminin Oniineyse (-) isareti konur. Polarize 151k diizleminin ¢evrilme agisinin
degerini 6lgmek i¢in kullanilan cihaza polarimetre denir. Polarimetreler molekiil biiytikligiiniin

ve derisiminin tayininde ve bir¢ok gida tirlintiniin kontrol edilmesinde de kullanilir.

Enantiyomerik olarak saf olan maddeler polarize 151k diizlemini sola ya da saga
cevirirler, rasemik maddeler ise bu Ozellikte degildirler. Bu g¢evirme etkisi, molekiiliin
yapisindaki asimetrik karbon atomundan kaynaklanir. Asimetrik molekiil yalniz karbon atomu
olmayabilir. Ornegin; oksijen, azot ve fosfor atomlar1 iceren bazi bilesikler asimetrik atom

merkezi bulundurabilirler.

Bir bilesigin ayna goriintiileri birbiri tistiinde ¢akigsmiyorsa bu ikili bilesige enantiyomer
denir ve bu bilesikler asimetrik molekiil olarak adlandirilir. Bir maddenin optik¢e aktif
olabilmesi i¢in enantiyomerlerinden birisinin miktarinin diger enantiyomerin miktarindan ¢ok

olmasi gerekmektedir.

Rasemik Karisim ve Ozellikleri

Biri digerinin ayna goriintiisii olan her iki enantiyomeri de ayn1 miktarda bulunduran
asimetrik molekiil karigimina rasemik karigim denir. Rasemik karisimlar diizlem polarize 1s18a
etki etmezler. Gida sanayinde de kullanilan rasematlar kiral sekerlerin tanimlanmasinda ve
eldesinde kullanilir. D-Friiktoz polarize 15181 sola ¢evirirse D-(-)- Friiktoz, saga ¢evirirse D-(+)-
Friikktoz seklinde gosterilir. Birgok faydalarindan dolayi ilag endiistrisinde besin ve biyokimya

endiistrisinde kiral, enantiyosaf molekiiller tercih edilmektedir (Bohringer, Morgenstern,
8



Schneider, & Berndt, 1999). Bazi enantiyomer giftler ilaglarda da farkli etki gosterebilmektedir.
Enantiyomerlerden biri istenen olumlu etkiyi gosterirken diger enantiyomer ise istenmeyen
yani olumsuz bir etki gosterebilir. Bu etki zararl bir etki de olabilir. Bu yiizden istenmeyen
enantiyomerin oran1 %0,1’e diisiiriilmek istenir. Rasematlarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

oldukga farklidir. Ornegin erime noktalari saf enantiyomerlerinkinden farklidir.

Asimetrik bir molekiil sentezlenirken rasemik karisim olarak sentezlenirler. R ve S
enantiyomerleri ayn1 miktarda sentezlenir. Ila¢ entiistrisinde bu iki enantiyomerin miktari
onemlidir. Bu bilesikler farkli biyolojik etkinlik gosterdiklerinden saf enantiyomer eldesi
olduk¢a ehemmiyetlidir (Kordikowski, York, & Latham, 1999). Boylece olumsuz etki
gosterecek bu zararl kiral bilesigin hastay1 etkilemesinin 6niine ge¢ilmis olunacaktir. Biitiin bu
sebeplerin, yan etkilerin, olumsuzluklarin 6niine gegmek i¢in akademik ve endiistriyel alanlarda
onemli kiral bilesiklerin sentezlenmesi i¢in ¢cok sayida enantiyosecici yontemler gelistirilmistir

(Sheldon, 1993).

Asimetrik Sentez Neden Onemlidir?

Asimetrik molekiil iiretimi; Birincil olarak ila¢ endiistrisi olmak iizere, ziraat alaninda,
gida sektoriinde, eczacilikta dnemli yere sahiptir. Uretilmis ve kayit altina alimmis 5000’ askin
ilacin ¢cogunlugu dogal iiriinlerden ya da kimyasal yollardan elde edilmektedir. Bu ilaglar ya
rasemik formda ya da enantiyomerik olarak saf madde olabilmektedir. Eczacilikta yani ilag
endiistrisinde tek enantiyomer olarak elde edilir (Babaarslan, 2008). ilag iiretiminde ilk énceleri
rasemik karisimlar elde edilmistir. Bu ilaglarin olumsuz sonuglari olmustur bu da sikayetleri
beraberinde getirmistir. Bu durumlar ila¢ sanayisiyle ugrasan kisileri saf enantiyomer

molekiiller iiretmeye itmistir.
Asimetrik Safigin Onemi

Optik izomerlerin birinin digerinden daha fazla olmasina Enantiyomerik saflik denir.
Enantiyomer ¢iftlerin birinin digerinden fazla miktarda olmasidir. Enantiyomerik saflik soyle
ifade edilir; % olarak ee ile ifade edilir. %100 ee degerindeki bir enantiyomer, enantiyomerik
olarak saf kabul edilirler. Laboratuvar ortaminda 6zel bir uygulama yapilmadig: siirece elde
edilen molekiiller rasemik karisim seklinde bulunur yani saf halde bulunmazlar. Dogadaki
birgok molekiil saf halde bulunmaz yani R veya S enantiyomerlerin karigimi halinde bulunur.
Ayni1 formiine sahip fakat optikce aktif olan bu molekiiller farkli biyolojik aktivitelere sahiptir.

Bu sebeple enantiyomerlerden sadece bir tanesi istenilen etkiyi gostermektedir. Bu sebeple



farmakolojik olarak etkin olan enantiyomerin secilmesi, saf olarak elde edilmesi elzemdir ve
¢ok onemlidir (Williams vd., 1998).

Bilesiklerin enantiyosaf olarak elde edilme metotlari.

llaglarda gidalarda bulunan kiral molekiiller canli organizmalarindaki farkli kiral
bilesiklerle olumlu veya olumsuz etkilesime girebilmektedirler. Bu sebeple farkli aktiviteler
gosterebilmektedirler, bu sebeplerden otiirii bilesiklerin enantromerik olarak saf bir sekilde elde
edilmesi ¢ok Onemlidir ve tercih edilmektedir. Kiral bilesiklerin sentezlenmesi ¢ok basit
tepkimelerle gergeklesmez, birgogu karmasik tepkimelerle olusturulur. Bunlardan bazilan

kademeli sentez tepkimeleridir.

Kiral bilesiklerin tiretim yontemi iki temel baslikta incelenebilir. Bunlardan ilki
reaksiyon ortaminda bir molekiiliin kiral etki olusturdugu sartlar1 belirleyerek enantriyomer
ciftlerden birinin digerinden daha fazla sentezlendigi yontemdir ve bu yonteme asimetrik sentez
denir, yani bu yontem ile gereken sartlar ayarlanip istedigimiz optik izomer saf sekilde veya

safa yakin tiretilebilir.

Ikinci ydntem ise reaksiyon esnasinda kiral bir etkinin bulunmadig sartlarda iiretilen R
ve S izomerlerden olusan rasemik karisimdan bu enantiyomerlerin ayrildigi rezoliisyon
tepkimeleridir. Enantiyomer olarak saf bilesiklerin {iretimi safhalarinda 3 farkli metot
kullanilmaktadir. Bunlar prokiral substratlar, rasematlar, kiral havuz yontemidir. Enantiyosaf

bilesik elde yontemleri asagidaki gibi gosterilmistir (Sekil 9).

Enantiyomenk: safhlcta bilegik

[
Eiral havuz | FProkaral substrat | Rasemat

Sentez | Asimetnk sentez | Eromatografi [ Eristalizasyon

Einetk rezolisyon

Sekil 9. Enantiyomerik olarak saf bilesiklerin elde edildigi yontemler.
Stereosecimli Sentez Yontemi
Stereosecimli sentez yonteminde, asimetrik bir ortam kullanilarak bu ortamdaki akiral

bilesikler yardimiyla kiral adi verilen kiral baglangi¢ molekiillerini kimyasal ve biyolojik kiral

ayirict maddelerle elde yontemidir.
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Rasematlarin Kinetik Rezoliisyonu

Kinetik ¢oziintirliik, kiral katalizorler kullanilarak rasemik bir karisimdaki enantiyomer
ciftlerinin bagka bir kiral bilesige doniisiimiidiir, bu islemde enantiyomerlerden biri digerinden
daha kisa silirede doniisiime ugrar. Kinetik ¢oziiniirliikk; enzimatik kinetik ¢oziiniirlik ve
kimyasal kinetik ¢Ozliniirlik olmak tizere iki sekilde uygulanabilir. Kiral katalizor, madde
iriine donisiirken enantiyomerlerden tiireyen gegis komplekslerinin ileri aktivasyon enerjileri
aras1 fark oldukca fazla olmalidir. Daha diisiik aktivasyon enerjisili gecis kompleksi olusturan

izomer daha kisa siirede iiriine doniisiir.

Bu aktivasyon enerji farki arttikca diislik enerjili enantiyomerin olugsma yiizdesi diger
enantiyomerden daha fazla olacaktir (Felfer, Kroutil, Strauss, & Faber, 1998). Enantiyomerik
zenginligin (ee) daha fazla olmasi i¢in doniisiim %50°de durur ve bu sebepten teorik verim
%350’yi gegemez. Reaksiyon hiz takip basamagi i¢in kiral kolonlu HPLC terih edilir. Bu ise bu
yontemin sinirli seyretmesine neden olur. Rasemik karisimlardan enantiyosaf molekiillerin elde

edilmesinde kullanilan en eski metotlardan biri resamat rezoliisyonudur.

Endiistride kullanilan en onemli resamat ayirici yontemlerden biri bu yontemdir,
karisimdaki istenen molekiil yani asimetrik molekiil elde edilir (Wilen, Collet, & Jacques,
1977). Fakat bu metot verim agisindan oldukg¢a diisiik verimli oldugundan cok fazla
kullanilmamaktadir. Enantiyomerlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri gogunlukla ayni oldugu
icin ayrilmalar1 ¢ok zor yapilir. Bu ylizden de daha verimli yani verimi yiiksek yontemler

gelistirilmistir (Sekil 10).

Rasematlar

Rezoliisyon

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

Sekil 10. Rasemat rezoliisyonu i¢in kullanilan metotlar.
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Tercihli Kristalizasyon Y éntemi

Bu yontem tipki ayrimsal kristallenmeye benzeyen bir yontemle yapilir, kati kristal
maddelere uygulanabilen yontemdir, bilesenlerden birisinin kristallenerek kati hale gegmesi
diger bilesenin ise yani diger enantiyomerin ise kristallenmeyecek sekilde bulunabilecegi

uygulamalar, maddeler ilave edilmesi suretiyle yapilir.

Diastereomer Kristalizasyon Y éntemi

Ayirma, rasemik karisimdaki enantiyomer, uygun, aktif bir madde ile reaksiyona
sokulur, diastereomerlerine doniistiiriilmesiyle yapilir. Diastereomerlerin fiziksel 6zellikleri
farkli oldugundan ¢oziiniirlikk farkindan yararlanilarak kolon kromatografisi ve kristalizasyon
teknigi ile birbirlerinden rahatlikla ayrilirlar. Bu diastercomer bilesikler ayrildiktan sonra,

geriye kalan her iki enantiyomer de optik olarak saf bir bicimde ayrilmis olur. (Blaschke, 1980).

Kromatografik Yontemle Ayristirma

Enantiyomer bilesiklerin farkli kiral bilesiklerde etkilesimi farklidir. Bu sebeple rasemik
karisim, kromotografik yontemle ayrilabilir. Burada kolon kromotografisi kullanilabilir.
Kolondaki dolgu malzemesi kiral dolgu malzemesidir ve rasemik karigimdaki kiral bilesiklerle
kolondaki kiral dolgu malzemesi etkilesir bu sekilde ayrim yapilir. Bu yontemde; ince kolon
kromatografisi, sivi kromatografisi ve tabaka kromatografisi alt yontemleri kullanilabilir

(Blaschke, 1980).
Kiral Sekonder Alkollerin Onemi ve Kiral Ilaclarin Ozellikleri

Ilag endiistrisinin en fazla odaklandig1 ve ilgilendigi konularin basinda kiral ilaglarin
liretimi ve piyasaya siirilmesi gelmektedir. Enantiyomerlerin kiral molekiillere karsi
gosterdikleri farkh etkiler anlasilmadan once, toksik 6zellikli enantiyomerin 6nemsenmeyecek
kadar diisiik etkiye sahip oldugu diisiiniilerek kiral ilaglar {iretim asamasinda rasemik olarak
tiretilip piyasaya siiriilmiistiir. Enantiyomerlerin biyokimyasal farklilik gostermeleri zamanla
tespit edilince enantiyomer bilesikler hakkinda arastirmalar artmistir. Giiniimiizde
enantiyomerler birbirinden farkli etkiye sahip oldugu kesfedilince kiral ilaglarin, aktif olan
enantiyomeri tiretilmeye baslanmis ve piyasaya siiriilmiistiir. Bu durumun ilag endiistrisindeki

kiral ilaglarin iiretimini ve satigin1 artirdigi goriilmektedir (Tablo 2).
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Tablo 2. Kiral Ilaglarin Senelik Satis Degeri
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Rasemik olarak piyasada satilan ilaglarin olduk¢a fazla yan etkiler olusturdugu
bilinmektedir. Bu konuda olumsuz olarak ortaya ¢ikan ilk 6rnek talidomittir. 1963 yilina kadar
hamilelerde sabah bulantisini gidermede kullanilmistir. 1963°te, bu ilaci kullanan kadinlarin
cocuklarinda sakatliklar olusmustur. Bu sakatlik ve dogum kusurlarinin nedeninin bu ilag
oldugu ispat edilmistir. Talidomidin enantiyomerlerinden biri sabah bulantilarini giderici etki

gosterirken, ilagtaki diger enantiyomerin ise dogum kusurlarna yol agtigi tespit edilmistir
(Sekil 11).

(R Talicrit (S Blidnit
Sekil 11. Talidomit bilesiginin enantiyomerleri.

Ketamin adli ila¢ rasemik halde iiretilerek satisa sunulmus ve istenmeyen sonuglar
dogurmustur. Bu madde insan ve hayvan operasyonlarinda anestezik olarak kullanilan bir etken
maddedir. Rasemik olarak uygulandiktan sonra hastalarda zihinsel olumsuzluklar goriilmiistiir.
Bazi hastalarda halisinasyon gozlenmistir. Ketamin’in enantiyomerleri incelendiginde S-(+)
ketaminin anestezik etki gosterdigi, R-(-) ketamin’in ise istenmeyen olumsuz etkiler gosterdigi
rapor edilmistir (Sekil 12).
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Cl Cl

NH HN

CH; CH;
Sekil 12. Ketamin’in (R) ve (S) enantiyomeri.

Agir metal zehirlenmesinde sik¢a kullanilan ve antipod ozellikteki bir a-amino asit
yapisinda olan penisilaminin D ve L enantiyomerleri aym etkiyi gostermezler. D-penisilamin
zehirlenmeyi giderirken, L-penisilamin agir metal iyonlarinin atilmasinda etkin degildir hatta
korliige yol agmaktadir. (Sekil 13).

NH, NH,
HaC H4C :
HaC COOH Hﬁ:%/\cocm
HS HS
D-Penisilamin L-Penisilamin

Sekil 13. D-L penisilamin.

Bu bilesiklerin merkezindeki karbon atomu stereomerkezdir. Bu karbon atomu optikge
aktiftir. Bu bilesikler birbirinin ¢akismayan ayna gorintileridir ve bu bilesiklere
enantiyomerler de denir. Bu enantiyomerler diizlem polarize 1s1ga kars: aktiftir yani 1181 farkli
acilarla cevirirler. Iltihap giderici olarak kullanilan ilaglarda bulunan ibuprofen bilesiginin (S)
izomeri etkinlik gosterirken, (R) izomerinin iltihap giderici etkisine rastlanmamistir.
Dolayisiyla saf (S) izomerinden olusmus bir ilag, rasemik karigima gore ¢ok daha hizli etki

gostermektedir (Sekil 14).

R(-) Ibuprofen S(+) Ibuprofen

Sekil 14. R-ibuprofen ve S-ibuprofen.

Yiiksek tansiyon ilaglarinda kullanilan metildopa adli ilagta bu etkisiyi sadece (S)

izomeri gosterirken (R) izomeri bu etkiyi gostermemektedir (Sekil 15).
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Sekil 15. Metildopa’nin yar1 agik formiilii.
(R, R)-Chloroamphenicol bilesigi kiraldir ve antibakteriyal 6zellik gosterir fakat (S, S)
Chloroamphenicol bilesigi ise boyle bir etki gostermez (Sekil 16).

OH OH

OH HO

NHCOCHCI, NHCOCHCI,
O.N NO,

Chloroamphenicol

(R.R) antibakteriyal (S,S) inaktif

Sekil 16. Chloroamphenicol.
Feksofenadin

Feksofenadin enantiyomerlerinin etkinligi ile ilgili farmakokinetiginin incelendigi bir
calisma yapilmustir. itrakonazol ve verapamilin potent P-glikoprotein inhibitdrii oldugu
bilinmektedir. Yapilan ¢alismada, feksofenadin enantiyomerlerinin itrakonazol ve verapamil
olmast ve olmamasi inCelenmistir. P-glikoprotein-aracili gegisine katkisi farmakokinetik
stereoselektivitesi  incelenmistir.  Arastirma  sonucunda  R-feksofenadinin  plazma
konsantrasyonun S-feksofenadinden daha ileri seviyede oldugu goriilmiistiir. Bu ilaglarin, S-
enantiyomerin  P-glikoprotein  gegisine katkisi  R-enantiyomerinkinden fazladir. P-
glikoproteininin kiral farkliligindan dolay1 feksofenadinin farmakokinetiginin stereo segiciligi

ispatlanmistir (Sekil 17).

Sekil 17. Feksofenedin R ve S enantiyomeri.
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[laglar rasemik karisim halinde iiretilecek olursa, bu ya etkin maddeyi karsilamak igin
iki kat fazla ila¢ kullanmay1 gerektirecek veya ilagtaki istenmeyen optik izomer saglik
sorunlarina neden olacaktir. Biitlin bunlar ise istenmeyen bir durumlardir. Hem kaynak israfina
neden olacak hem de ilag tiiketimini artiracak etki yapacaktir. Bu nedenle tek bir enantiyomer

terih edilir. Rasemik karigim ise tercih edilmez.

Toksik etki gosteren enantiyomerin ayrilmasi; kullanilan ilag miktarinin yari yariya
azaltilmasi ve stereokimyasal anlamda saf aktif enantiyomerlerin farmakodinamik etkilerinin
ve toksikliginin saptanip analiz edilmesini saglanmasi gibi sebeplerden otiirii rasemik ilaglar
tercih edilmeyip enantiyosaf ilaglarin kullaniminin terih edilmesinde artis goriilmektedir

(Maczka, & Mironowicz, 2004).
Alan Yazin Derlemesi

Rasemat olmayan enantiyosaf bilesikler farkli yontemlerle kimyasal ve biyokimyasal
olarak sentezlenebilmektedirler. Enantiyosaf molekiil eldesinde kiral 6zellikteki biyokatalizor
ya da kemokatalizorler ajan olarak kullanilarak optik¢e aktif enantiyosaf ilaglar
sentezlenebilmektedir (Ghanem, & Aboul-Enein, 2004). Farmasotik endistrisinde saf
enantiyomer bilesiklerinin sentezinin 6nemi giderek artmaktadir. Bu amagla ayni zamanda
biyolojik katalizérler de olan enzimler veya mikroorganizmalar kullanilir (Kurbanoglu,
Zilbeyaz, Kurbanoglu, & Taskin, 2007). Biyolojik katalizorler kimyasal katalizorler ile
kiyaslandiginda kimyasal katalizér se¢iminin ve kullaniminin birgok olumsuz yonleri vardir.
Kimyasal katalizorler; ¢cevre kirleticisidir, se¢iciligi azdir, tepkime verimi diisiiktiir, fazlaca yan
tiriin olusturur, {irlin doniisiim oran1 diisiiktiir ve kullanim maliyeti fazladir (Hage vd., 2001).
Biyokatalizorlerin ise avantajlar1 sOyle siralanabilir; yiiksek verimlidirler, secicidirler,
aktivitelere daha c¢ok duyarlidirlar, ¢oziicii olarak ¢ogunlukla su kullanilabilir ve birgok

ortamada uygulanabilecek reaksiyon sartlarina sahiptirler (Willick vd., 1997).

Biyokatalizorlerin tepkimeleri ¢ok daha hizli gerceklesir. Biyokatalizorler; bitki, hayvan
veya farkli yapidaki mikroorganizmalardan elde edilebilen enzimler ile elde edilirler. Izole
edilen bu enzimler ekonomik ag¢isindan uygundur ayni zamanda siirekli elde edilebilmektedir.
Biyokatalizorler ¢evre dostudur, dogada kolayca parcalanabilmektedirler (Nakamura vd.,
2003).

Izomerizasyon, rasemizasyon gibi istenmeyen reaksiyon olusumunu engellemede
biyokatalizorler olduk¢a basarilidirlar. Ayrica spesifik olduklarindan substrattaki belirli bir
bolgeye etki edecek enzimi katalize eder. Cogu tepkimeyi katalizleyebildiklerinden yiiksek
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enantiyosegici 6zellige de sahip olabilmektedirler (Wu, & Liang, 1999). Enzimin aktif bolgesi
asimetrik etki gostererek rasemik bilesikte enantiyosegici davranir. Boylece tek enantiyomer
katalize edilir. Reaksiyonlarda yiiksek verimle enantiyosaf bilesik elde edilmesinde oldukca

onemli rol oynadigindan, biyokatalizorler asimetrik sentezde olduk¢a 6nemli yer tutar.

Biyokatalizorler substrat veya iiriin inhibisyonuna neden olmalari ve tepkimelerinin sulu
ortamda yapilmas1 dezavantaj olarak goriilmesine ragmen bu dezavantajlarin dogru olmadigi,
kavram yanilgilar1 oldugu goriilmiistiir. Ezimlerin bir¢ogu uzun zamanh kullanim sartlarinda
kararlidirlar, ayrica bilinen her organik tepkime tiiriine uygun enzim-Katalizli tepkime
bulunmaktadir. Dogadaki biyokatalizorlerin 6zellikleri degistirilebilir ve istenilen reaksiyon

kosullarina uyumlu hale getirilebilir (Woodyer, Simurdiak, VVan Der Donk, & Zhao, 2005).

Son yillarda, prokiral ketonlarin biyokatalizor olarak biyo-indirgenmesi lizerine farkli
aragtirmalar yapilmistir. Bu amagla mikroorganizmalar, saf enzimler ve bitki ve hayvanlardan

elde edilen kiiltiir hiicrelerinden yararlanilmistir.

Yang vd. (2006) Bakteri hiicrelerini kullanilarak sekonder alkol elde etmeyi
amaclamislardir. Bu sebeple prokiral ketonlar1 asimetrik olarak indirgemisler ve sekonder alkol
sentezlemislerdir. Bakteri ile indirgeme sistemi a- ve S-keto esterlerin rediiksiyonunda orta ile
yiiksek enantiyosegicilik gostermistir fakat bazi aromatik ketonlarin ve asetilpiridinlerin
rediiksiyonunda (>%97 ee) yliksek aktiflik ve enantiyosegicilik gostermislerdir. Rhodotorula
sp. AS2.2241 hiicreleriyle 2-bromo-1-(4-nitrofenil) etanon’un asimetrik rediiksiyonundan (R)-
(2-bromo-1-4-nitrofenil) etanol %97 ee oraninda elde edilmistir. Biyokatalizér yardimiyla
iiretilen (R)-(2-bromo-1-4-nitrofenil) etanol’iin yiiksek aktiviteli bir molekiil olmasi ve yiiksek
miktarda enantiyosaf olarak elde edilmesi ile bu organik bilesigin {iretilmesi i¢in

kullanilabilirligi saptanmustir (Sekil 18).

o Rhodotorula sp. AS2.2241 OH

R” "R R R

(o) OH OH

Br  Rhodotorula sp. AS2.2241 Br  -PNH, N
R
A B T
O,N O,N O,N

2 2

Sekil 18. 2-Bromo-1-(4-nitrofenil) etanonun asimetrik indirgemesi.

Kumaraswamy ve Ramesh (2003) Phaseolus aureus L biyokatalizorii ile bazi prokiral

ketonlar1 asimetrik olarak indirgeyebilmislerdir (Sekil 19).
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o) Soaked Phaseolus aureus L OH
(green grams)
water, 10-15 °C, 24s ©)\

Sekil 19. Phaseolus Aureus L biyokatalizorii ile kiral sekonder alkol eldesi.

\J

Sekonder kiral alkollerin iiretilmesinde biyokatalizli indirgeme tercih edilmis ve daha
cevreci olan Phaseolus aureus L biyokatalizoriiniin enantiyosegici olarak biyoindirgeyici
oldugunu ispatlamislardir. Phaseolus aureus L kullanilarak yapilan reaksiyonlarin daha yiiksek
verimli oldugunu ve kimyasal reaktifler veya mikroorganizmalardan daha az atiga neden
oldugu kanitlanmistir. Bu tepkime sonucu kiral alkollerin multigram o&lgekli tiretimi igin
denemeler yapilmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir (Tablo 3). Phaseolus aureus L’nin
prokiral ketonlar1 indirgeyerek sekonder alkol {iretilmesinde farmasotik agidan uygun

biyokatalizor oldugu goriilmiistiir.

Tablo 3. Phaseolus aureus L Biyokatalizoriii ile Farkli Prokiral Ketonlarin Asimetrik

Indirgenmesi

Substrat Uriin %ee Zaman %

(saat) verim

84 (S) 24 52

O OH
0] OH
Q)k QA 90(S) 24 50
Cl Cl
O OH
87(S) 24 45
FQA FQA ©)
) OH
O O sew
HsC HaC
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72(S) 24 23

0 OH
|-|0Ji>)k HO
0 OH
Q)k /@)\ 90 (S) 24 28
H,CO H,CO

98 (S) 46 55
80 (S) 24 50

08 (S) 24 48

e e

CCOS
©)v
©/\rOH

O OO s u

Patel vd. (2004) 2-bromo-4-floro asetofenon’un Pichia, Saccharomyces, Candida,

)
/
W

Hansenula, Rhodotorula kullanarak enantiyosec¢imli asimetrik indirgeme tepkimesi yapmustir.
Tepkime sonucunda asimetrik indirgenme tepkimesiyle ile 2-bromo-4-floro asetofenon’dan

(S)-1-(2-bromo-4-floro fenil) etanol sentezlemistir (Sekil 20).

Br
Mikroorganizma

-

F

Sekil 20. 2-Bromo-4-floro asetofenon’un asimetrik rediiksiyonu.

Ekmek mayasindan elde edilen Pichia, Saccharomyces, Candida, Hansenula,
Rhodotorula bakterileriyle ¢alisilarak elde edilen sekonder alkollerin  doniisim  ve
enantiyomerik asirilik durumlar1 ¢alisilmistir (Tablo 4). Indirgeme raksiyonlari, 28 °C, 250
rpm’de, 10 mL hacimde (100 mM potasyum fosfat tamponu, pH:7), %20 w/v yas hiicre (0,02g
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/ml), 1,5 g/L substrat ve 25 g/L glikoz (138) mM ilave edilerek, 24 sa gerceklestirilerek
doniisim ve enantiyomerik asirilik (ee) miktarlart bulunmustur. Pichia, Saccharomyces,
Candida, Hansenula, Rhodotorula ait bakteriler yiiksek doniisiim (%99-100) ve ee (S-alkol) ile
yiiksek oranda enantiyosecimlilik (ee>%99) saplanmistir (Tablo 4).

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

Mikroorganizma % doniisiim % ee (S-alkol)
C. sonorensis SC 16117 100 99
C. guilliermondi SC 13861 100 99
C. boidinii SC 13821 100 97
C. utilis SC 13983 99 99
C. parapsilosis SC 16346 98 97
R. glutinis SC 16267 100 99
H. fabianii SC 13894 94 99
H. polymorpha SC 13824 100 99
H. saturnus SC 13829 100 99
N. salmonicolor SC 6310 100 99
P. anomala SC 16142 100 99
P. methanolica SC 13860 100 99
P. pinus SC 13864 100 99
P. stiptis SC 13863 99 99
P. capsulata SC 16306 100 99
P. silvicola SC 16159 99 99
S. paucimobilis SC 16113 100 99
S. cerevisiae SC 13902 93 99

Mandal, Ahmad, Khan ve Kumar (2004) yaptiklar1 c¢alismada farkli funguslar
kullanarak  asetofenon  tiirevlerini  enantiyose¢imli ~ olarak  biyorediiksiyonunu
gerceklestirmiglerdir. Elde edilen verilere gore Trichothecium sp.’nin enantiyosecimlilik

(%93,5) ve doniisiim (%85) olarak en iyi fungus oldugu goriilmiistiir.

Trichothecium sp.’den sonra en yiiksek verimli sonug veren fungus Aspergillus oryzae
NCIM 649 ile enantiose¢imlilik (%81,5) ve doniisiim (%100) olarak belirlenmistir (Tablo 5).

Tablo 5. Degisik Fungus Cesitleri ile Asetofenon 'un Biyorediiksiyonu

Fungus Saat % ee ve konf. % doniisiim
Fusarium oxysporum NCIM 1282 42 72 (S) 100
Verticillium AAT-TS-3 48 41 (R) 78
Fusarium sp. NCIM 1075 24 51 (R) 25
Fusarium sp. NCIM 1075 48 67 (R) 100
Aspergillus oryzae NCIM 649 48 81 (R) 100
Trichothecium sp. 72 93 (R) 85
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Adlercreutz (1991) yaptig1 caligmada ketonlarin stereosegici indirgenmesini katalize
etmek amaciyla alt1 adet asetik asit bakteri susu kullanmis ve bu suslarin yeterlilik derecelerini
yeteneklerini analiz etmistir. Gluconobacter oxydans DSM 50049 ve Acetobacter aceti DSM
2002 ketonlarin enantiyosegici rediiksiyonunu Katalize etmede en basarili oldugunu
belirlemistir. 12 tane ketonun hepsini >%94 enantiyomerik asirilik derecesinde (S)-alkollere
indirgenmistir. Reaksiyonda Gluconobacter oxydans DSM 50049 ve Acetobacter aceti DSM
2002 suslarini kullanmistir. Acetobacter aceti DSM 2002 bakterisinin yiiksek oranda enzimatik
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Asetik Asit Bakterileri ile Cesitli Ketonlarin Asimetrik Rediiksiyonu Sonucu
Enantiyomerik Asirtlik Degerleri

Uriin G.oxydans A. aceti G.oxydas A.aceti  A.pasteurianus A.peroxydans

DSM DSM DSM DSM DSM DSM
50049 2002 2003 2004 2324 2347

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

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

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

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

butanol

(S)-3,3-dimethyl-2- 97 49 86 24 39 29

butanol

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

cyclohexyletanol

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

butanol

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

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

propanol

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

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

(S)-4,4-dimethyl-2- 89 97 - 65 85 87

pentanol

Gelo-Pujic, Le Guyader ve Schlama (2006) yaptiklart ¢alismada enantiyosegici

rediiksiyon i¢in iki farkli yontem uygulamistir. Lactobacillus kefir ve Aspergillus niger
mikroorganizmalarini kullanarak 1-[3,5-bis(triflorometil)fenil] etanonu indirgemistir. Bu
yontemlerden birincisi hidrojen ile asimetrik indirgeme digeri ise bakteriyofaj indirgemesidir.
Bu iki yontemi incelenmis ve bu yontemler kiyaslanmistir. 1-[3,5-bis(triflorometil)fenil] etanon

hem (S)-alkol’e hem de (R)-alkol’e indirgenmistir. Her iki enantiyomerde yiiksek verim ve
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enantiyomerik asirilik (ee) degerlerine ulasilmis ve bulunan bu yontemler alternatif indirgeme

yontemi olarak belirlenmistir (Sekil 21).

OH o OH
F3°\©/K Kimyasal katalizér F3C\©)‘\ Lactobacillus kefir F3C\©/\
CF, CF, CF,
ee= %82 ee>%99

Sekil 21. 1-[3,5-Bis (triflorometil)fenil] etanon’un kimyasal ve biyokatalizor ile asimetrik

indirgenmesi.

Andrade, Utsunomiya, Omori, Porto ve Comasseto (2006) yaptiklar1 caligmada
biyokatalizor eldesinde bitki koklerini kullanmiglar, bu biyokatalizorler ile asetofenon tiirevleri
biyoindirgenmistir. Asimetrik (R) ve (S) alkoller enantiyomerik asirilik %98’e yakin oranlarla
ortaya konulmustur. Tepkime sartlari; bitki hiicresini 0.25 g/mL igeren sulu ortamda,
asetofenon derisimini 10 mM, sicakhigmi 32 °C, karistrma hizim1 160 rpm olarak

gerceklestirmislerdir.

Tablo 7. Asetofenon 'un Cesitli Bitki Kokleri Kullanilarak Biyorediiksiyonu

Bitki hiicresi Reaksiyon stiresi % doniistim % ee ve Konf.
(glin)
Allium 3 5 >98, S
schoenoprassum
Arctium lappa 3 8 8,S
6 21 58, S
Arracacia 3 44 91,S
xanthorrhiza 6 91 66, S
Beta vulgaris 3 65 61, R
Colocasia esculenta 6 83 87,R
Coriandrum sativum 3 24 50, S
Raphanus sativus 3 56 90, S
6 4 79, R
Brassica rapa 4 4 99, S
6 10 99, S
Dioscorea alata 3 30 94, S
6 47 94, S
Manihot esculenta 3 13 29, R
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6 14 31, R

Solanum tuberosum 3 3 24 R
6 5 7,S

Zingiber officinale 3 8 >08, S
6 8 >08, S

Tablo 7°de gosterildigi gibi reaksiyon siiresiyle enantiyomerik asirilik arasinda ters

oranti oldugu goriilmiistiir.

Arracacia xanthorrhiza bitki kok hiicresinden elde edilen bakteri ile en iyi sonuca

ulasilmigtir. Bu reaksiyonlarin etkili ve ¢evreci oldugunun kabul edildigini belirtmislerdir.

Kurbanoglu vd. (2007) yaptiklar1 ¢alismada bazi asetofenon tiirevlerinin asimetrik

indirgenme reaksiyonlarin1 ger¢eklestirmede farkli bitkilerden izole edilmistir.

Alternaria alternata EBK-4 mantar1 biyokatalizér olarak kullanilarak reaksiyon
kosullarin1 optimize ederek pH 6.5, sicaklik 28 °C, 26 saat ve 150 rpm de tepkimeyi
gerceklestirmiglerdir (Sekil 22).

o OH
©)J\CH3 Alternaria alternata EBK-4 _ ©/'\CH3
pH 6, 28°C, 26 s, 150 rpm

verim: %86 ee >%99

Sekil 22. Alternaria Alternata EBK-4 biyokatalizorii ile asetofenon’un asimetrik

indirgenmesi.

Alternaria alternata EBK-4 mantar: biyokatalizorii ile asetofenon’un 1-feniletanole
yiiksek enantiyomerik asirilikla rediiksiyonu gergeklestirilmistir. Alternaria alternata EBK-4
biyokatalizorii ile optimize kosullarda ilgili optik¢e aktif alkollere>%99 enantiyomerik asirilik

(ee) ile doniistiirilmiistiir.

Colak, Sahin, Dertli, Yilmaz ve Taylan (2019) yaptig1 ¢alismada Response Surface
Methodology (RSM) yontemini kullanarak asetofenon’un indirgenmesini gergeklestirmislerdir.
Bu yontemde laktik asit bakterisi olan Lactobacillus senmaizukei'nin tiim hiicresi kullanilmustir.
Kiiltiir parametrelerini sicaklik, pH, inkiibasyon siiresi agisindan optimize edilmistir (Sekil 26).
Optimize sartlarini olusturmalariin nedeni yiiksek enantiyomerik asirilik (ee) ve doniisim

oranini elde etmektir.
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(0] OH OH

Lactobacillus senmaizukei H
> +

Sekil 23. Asetofenon’un RSM teknigiyle asimetrik indirgenmesi.

Tam hiicre Lactobacillus senmaizukei ile biyoindirgenme i¢in belirlenen optimum
kosullar pH 5.25, sicaklik 25°C, inkiibasyon siiresi 72 saat ve karigtirma seviyesi 100 rpm
olarak belirlenmistir. RSM yontemini kKullanarak basarili bir sekilde asetofenonun asimetrik

rediiksiyonunu geregeklestirmislerdir (Sekil 23).

Kazici, Bayraktar ve Mehmetoglu (2016) yaptiklar1 ¢aligmada bir grup aldehitin ve
ketonun asimetrik indirgenmesini incelemislerdir. Calismalarinda dondurularak kurutulmus

havucu tam hiicre biyokatalizorii olarak kullanilmistir (Sekil 24).

Tam hiicrelerin, asimetrik sentez i¢in dehidrogenaz kaynaklari oldugunu belirtmislerdir.
Tam bitki hiicresi ile prokiral ketonlar1 indirgeyerek kiral alkollerin iiretimi i¢in biyoteknolojik

stiregleri incelemis ve yliksek bir ee elde etmek i¢in calisma sartlarini arastirmislardir.

Response Surface Methodology (RSM) yontemini, dondurularak kurutulmus havugtan
izole edilen biyokatalizorleri kullanarak biyoindirgenme reaksiyonlarini basarili bir sekilde

gerceklestirmislerdir.

o OH OH
ADH R
Ej)K Plant cells ©)\ ©/\
(S) (R)

Sekil 24. Asetofenon’un dondurulmus havug biyokatalizorii ile asimetrik indirgenmesi.

Prokiral aromatik ketonlarin asimetrik indirgeme reaksiyonu i¢in dondurularak
kurutulmus havuclarin uygun biyokatalizér olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir. Optimum
calisma sartlarin1 belirlemek i¢in RSM yontemi kullanilarak substrat derisimi, tepkime siiresi,
sicaklik ve pH gibi farkli faktorlerin reaksiyonlar {izerindeki etkileri incelenmistir. En yiiksek
verimli reaksiyon sartlari; reaksiyon siiresi 48 saat, substrat derisimi 1 mmol, reaksiyon
sicakligr 33 °C ve pH 7 olarak belirlemislerdir. En iyi sonug olarak ee ve doniisiim oranlari

sirastyla>%99 ve %58 olarak elde etmislerdir.

Soyer, Bayraktar ve Mehmetoglu (2010) yaptiklar1 ¢alismada enzim kaynagi Candida
antartica adli bakteriyi kullanarak RSM yontemi yardimiyla 1-fenil 1-propanol’iin
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enantiyosegici olarak tiretimi hakkinda calisma yapmislardir. RSM uygulanmadan Once
belirlenmistir. Yiiksek oranda enantiyomerik asirilik eldesi i¢in Candida antartica enziminin
optimum tepkime kosullar1 saglanarak %83'liik enantiyomerik asirilik orani %91 oranina

yiikselmistir.

Goretti vd. (2012) yaptiklar1 ¢alismada Cryptococcus gastricus'un tiim hiicreleri
yardimiyla  (4S)-(+)-karvon  dihidrokarvona asimetrik indirgenmistir.  Cryptococcus
gastricus'un tiim hiicreleri RSM teknigi yardimiyla optimize edilmistir. Cryptococcus
gastricus'un tiim hiicreleri tarafindan (4S)-(+) — karvonun biyoindirgenmesi (>% 95) yiiksek
oranda eldesi saglanmistir. Optimum deneysel kosullar incelenerek en uygun kosullar

belirlenmis ve biyoindirgenme yiiksek verimle gergeklestirilmistir.

Bin Halmi vd. (2016) yaptiklari ¢calismada RSM teknigi yardimiyla Serratia sp susunun
tepkime sartlarin1 optimize ederek arti1 alti yiikseltgenme basamagina sahip molibdenin

biyoindirgemesini yliksek verimle gerceklestirmislerdir.

Kiral 1-(4-metoksifenil) etanol, farmasotik ara madde iiretiminde ¢ok Onemli bir
hammaddedir. Ayrica antihistaminiklerin sentezi igin (S)-1-(4-metoksifenil) etanol,
difenilhidramin hidrokloriir ve loratadin énemli aktif bir maddeyken (R)-1-(4-metoksifenil)
etanol, ibuprofen gibi aril propanoikasit anti-enflamatuar ve analjezik etki gosteren bazi
ilaglarin {iretiminde olduk¢a Onemli yer tutar (MacLellan, & Clayden, 2011; Brondani,
Guilmoto, Dudek, Fraaije & Andrade, 2012; Llona-Minguez, Ghassemian & Helleday, 2015).

Kimyasal veya biyolojik yontemlerle enantiyosaf 1-(4-metoksifenil) etanol'iin
sentezlenmesi olduk¢a 6nem kazanmustir. Kimyasal katalizorler kullanilarak asimetrik sentez
calismalarinin bazi olumsuzluklari vardir. Bu olumsuzluklar; ¢evre kirliligine neden olma,
tirtinlerin saflastiritlmasinda zorluklar, verim diigiikliigii siralanabilir. Enzimatik yontemlerin,
kolay reaksiyon sartlar1 ve yiiksek enantiyosegici olduklarindan fazlaca tercih edilen
yontemlerdendir. Bitki hiicre kiiltiirleri, mikrobiyal hiicreler ve ketoreduktazlar (Lou, Wang,
Smith & Zong, 2009; Wei, Liang, Cheng, Zong & Lou, 2009) gibi gesitli biyokatalizorler, 4-
metoksiasetofenonun (S)-1-(4-metoksifenil) etanol'e stercoselektif olarak rediiksiyonunda

kullanilmastir.

4-metoksiasetofenonun biyokatalitik asimetrik indirgenmesiyle ilgili, mikrobiyal
hiicreler tarafindan katalize edilen enantiyomerik olarak saf (S)-1-(4-metoksifenil) etanol'iin
biyokatalitik senteziyle ilgili bazi ¢aligmalar bulunmaktadir (Lou vd., 2009). Bu g¢aligsmalar

sonucu ortalama bir segicilik ile ilgili alkoller elde edilmistir.

25



Rasemik 1-(4-metoksifenil) etanol'ii biyokatalizor esliginde kinetik reziiliisyonundan
(R)-1-(4-metoksifenil) etanol'ii %88 enantiyomerik asirilik ve %18 oraninda oldukga diisiik bir

verim ile elde etmislerdir (Hatzakis, & Smonou, 2005).

Endiistriyel biyokatalizor iiretiminin baglamasiyla birlikte, biyokatalizor teknolojisi ve
trtinleri, slirekli artan bir dnem kazanmistir. Giindelik yasamin taleplerine cevap verecek
endiistriyel malzeme {iretiminde biyokatalizorler oldukg¢a Onemli bir yer kazanmustir.
Biyokatalizorlerin - bu  Oneminden dolayr 4-metoksiastofenon’u  asimetrik  olarak

indirgeyebilecek farkli biyokatalizorlerin gelistirilmesi de olduk¢a dnemlidir.
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UCUNCU BOLUM
Materyal ve Yontem

Bu tez calismasinda Lactobacillus fermentum BY35, 2-metil-1-fenilpropan-1-on
bilesiginin, 2-metil-1-fenilpropan-1-ol bilesigine asimetrik olarak indirgenmesinde
biyokatalizor olarak kullanilmistir. I-optimal tabanli deneysel tasarimi kullanilarak, asimetrik

indirgenme reaksiyonunun optimum sartlar1 belirlenmistir.

O OH H

Lactobacillus fermantum BY35 + :
/-optimal design-based model ©/Y

1 (S)-2 (R)-2

]| O

Sekil 1. I-optimal tasarim tabanli model optimizasyon stratejisi kullanilarak L. fermentum BY35
biyokatalizorii ile 1’in asimetrik biyo-indirgenmesi.

Ayrica bu galigmada reaksiyon kosullarinin optimizasyonu klasik metotlar yerine I-

optimal tasarim tabanli optimizasyon stratejisi kullanilarak yapilacaktir.
Deneysel Prosediir ve Onerilen 1-Optimal Tasarima Dayal Model

Bu c¢alismada, l-optimal tasarimin tahmin odakli olmasi ve deney icin tasarim
noktalarinin sayisinin azaltilabilmesi nedeniyle, diger tasarimlar yerine |-optimal bir tasarim
secilmistir. Merkezi bilesik tasarim ve Box-Behnken tasarimi gibi geleneksel yiizey
tasarimlarinin, deney igin I-optimal tasarimindan daha fazla tasarim noktasi gerektirmektedir.

Ayrica D-optimal tasarimi tahmin amaglar i¢in iyi ¢alismayabilir.

I-optimallik kriteri, 1-optimal tasarim noktalarini olusturmak igin kullanilir. Bu kriter
icin tahmin performansi, bir ortalama alma islemi araciligiyla iretilir. 1-optimal tasarim su

sekilde gosterilir (1).

Iv(x)dx
min & 1)

g Idx
R

Burada X, model matristir, v(x) = ij(m)' (X’X)*xMdx, and [dx=C.
R R
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Denklem (1)'de belirtilen I-optimal tasarim, bir degisim algoritmasi kullanilarak elde

edilebilir. Algoritma, deney i¢in I-optimal tasarim noktalar1 tiretmede etkilidir.

N j x™'( X'X)f1 x™dx
mbin R

C
= méin %"[tr [x‘m)' (X’X)_1 x™ J dx

= min %}[tr [x‘m)'x(m) (X’X)_lJ dx (2)

= min tr {(X'X)l E l x(”‘)'x(m)dx}}
=min tr{[M(5)]"[D, ]}

Burada | (&) I-optimalite kriteri olarak tanimlanir ve 1(&)=tr {[M (5)]7l [DR]} . Ayrica, Dg
capraz bir matrisi temsil eder ve [M (6 )]71 =N (X’X)_l 2
Tablo 8'da “-1” alt diizeyi, “+1” ise yiiksek diizeyi ifade etmektedir

Tablo 8. Deney i¢in dort tasarim faktoriiniin segilen seviyeleri

X1 X2 X3 Xa
Tasarim Faktorleri (pH  (Sicaklik, (Inkiibasyon Siiresi, (Karigtirma Hizi,
) °0) h) rpm)
Koc_llanmls Gergek degerler
seviyeler
-1 (Diistik seviye) 4.5 25 24 100
1 (Yiksek 6.5 35 72 200
seviye)

Tablo 9. Deney i¢in dort tasarim faktorii

Tasarim faktorleri ve gergek degerleri Yanit degiskenleri ve verileri
X1 X2 X3 Xa

NO bH)  (e0) (saat)  (dev/dak) ee (%) cr (%)
1 5.00 25 24,0 137 80 82
2 5.70 25 53.0 153 85 88
3 4.50 25 72,0 100 77 71
4 5.00 35 72,0 105 68 59
5 5.00 29 41.0 100 88 81
6 6.50 25 24,0 100 85 79
7 5.00 35 72,0 200 79 73
8 6.50 28 72,0 105 81 77
9 4.50 31 53.0 154 75 71
10 5.70 25 53.0 153 87 82
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11 5.00 35 36.5 200 91 88

12 5.70 31 24,0 153 93 88
13 6.50 35 72,0 179 90 89
14 4.50 25 24,0 200 81 83
15 6.50 27 72,0 194 95 94
16 5.00 28 72,0 200 84 81
17 5.70 31 24,0 153 77 68
18 4.50 35 24,0 100 70 68
19 4.50 31 53.0 154 75 71
20 6.50 35 38.0 105 90 84
21 5.25 29 42.0 195 89 86
22 5.25 29 41.0 100 71 77
23 6.50 28 36.0 200 99 99
24 5.70 31 24,0 153 85 78
25 6.10 31 54.0 145 85 83

Not: No=Calistirma Numarasi

Deneyler i¢in I-optimal tasarim noktalar1 Tablo 9'da gosterilmistir. Tablo 9'da ee (%) ve
cr (%) yanit degiskenleri icin asimetrik biyo-indirgeme deneyine on bes gerekli, bes tekrarl ve
bes uyumsuzluk tasarim noktasi dahil edilmistir. Tablo 9'da ki tasarim noktalarini olusturmak
icin degisim algoritmasi kullanildi. Ayrica, deney icin l-optimal tasarimi olusturmak igin
calisma siiresi 4311,29 s dir. Gozlenen yanliligi ortadan kaldirmak icin l-optimal tasarim
noktalarinin rastgele olusturulduguna dikkat edilmelidir. ee'nin tahmini yanit1 (%) asagidaki

gibi gosterilir (3).

R

X drll &12/2 &13/2 d14/2
4, (x)=a,+xa+xAx wherex=| |, a=| *| andA= -~ 13
ayf2 a,/2 ay/2  a,

wQ) \JQ)

=
-JEQ g

Burada di I. Regresyon katsayisin1 gosterir. Ayrica, a Ve A, sirastyla ee i¢in tahmini

regresyon katsayilarinin vektorii ve tahmini regresyon katsayilarinin matrisidir.  Ayni
dogrultuda, cr (%) nin tahmini cevab1 asagidaki gibi verilir:

<

e
iA
22
A

ﬂ’\ll ﬁ’\12/2 ﬂ,\l3/2 ﬂ’\ln/z
,and B= . .| (4)

/ééll/2 ﬁ,\42/2 ﬂA43/2 ﬂ,\44

xX X
I\

a1, (X) = B, +x'b +x'Bx where x=

o5
(o
Il

xX X
<

n

Burada ﬂA, regresyon katsayisini temsil eder. Ek olarak, b ve B, sirasiyla cr i¢in tahmini

regresyon katsayilarinin vektoriinii ve tahmin edilen regresyon katsayilarinin matrisini gosterir.
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(4) Tablo 9'da ee ve cr yanit degerleri %0 ile %100 arasinda toplanmistir. Bu nedenle, ee ve cr
yanit degiskenlerini tahmin etmek i¢in logit doniisiim teknigi uygulanabilir. Teknik asagidaki

gibi verilmistir (5 ve 6).

—LL
Y., =In(5i"_—y} (i=12 .., 25) (5)

—LL
y:r,i ZIn[SJ/CEI_—yJ (i:]., 2, feay 25) (6)

Burada ve LL<(Y,,),(Y,)<UL LL ve UL sirastyla alt ve iist limitleri ifade eder.

Onerilen l-optimal tasarim tabanli modelin amaci, dort tasarim faktoriiniin  smr
gereksinimlerine tabiyken ee ve cr yanit degiskenleri icin genel arzu edilebilirligi maksimize
etmektir. Genel arzu edilirlik fonksiyonu, ee ve cr arzu edilirlik fonksiyonlarinin geometrik

ortalamasi olarak bulunur. Onerilen I-optimal tasarim tabanli model su sekilde ifade edilir (7).

maximize (dee (Logit(c, +x'a+XAx))*d, (Logit(,@O +x'b+ x’Bx)))]/2

subjectto —1< X, X,, X3, X, <+1

where
0, Logit(d, +x'a+Xx'Ax)<L,,
Logit(d, +x'a-+X'Ax) - L,
d,. (Logit(&, +xa+X'Ax)) = { oglt(ao;xa:x ) eej, L, <Logit(d, +Xa+XAx)<T,, 7)

1, Logit(d, +xa+Xx'Ax)> L,

0, Logit(,ﬁU +Xb+ x'Bx) <L,

[ Logit(,@0 +xb+ X'Bx) -L, ]

de (Logit([?0 +xb+ X'Bx)) = < Logit([?0 +xb+ X'Bx) <T,,

Tcr - Lcr

1, Logit(ﬂﬁ’0 +xb+ x’Bx) > L,

dee Logit a” 0 + x a + x Ax ve der (Logit (B~ 0 + x b + x Bx)) sirasiyla ee ve cr istenilen
olumlu fonksiyonlarini ifade eder. Ayrica, Lee Ve L¢r yamitlar i¢in daha diisiik degerleri ifade
etmektedir. Tee Ve Tcrayrica yanitlar i¢in hedef degerleri temsil eder. Tasarim ile veri analizi
asamalarini analiz etmek ve grafikleri ¢izmek i¢in JMP'nin (Stirtim 13 64-bit Cary, NC 27,513
ABD) uygulandi. Ayrica MATLAB optimizasyon ara¢ kutusu kullanildi (Siiriim R2014a 64-
bit Natick, Massachusetts 01.760 ABD). Denklem 7'deki dort tasarim faktoriiniin optimum

ayarlarini elde etmek i¢in kullanildi.
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DORDUNCU BOLUM
Bulgular

Spektrumlar
'H-NMR spektrumlari.
'H-NMR 400 MHz Spektrometre (Bruker)
BC-NMR spektrumlari.
BC-NMR 100 MHz (Bruker)
HPLC spektrumlari.

Kiral detektore sahip Agilent 1260 HPLC sistem.

Kromatografik Ayirmalar

Kolon Kromatografisi

Silikajel 60 (70-230 Mesh) ASTM (Merck)
Ince Tabaka Kromatografisi

Silikajel 60 (HF 254+366) (Merck)

Genel Asimetrik indirgenme Prosediirii

Kuru L. fermentum BY35 (20 mg) biyokatalizorii, 250 mL Erlenmeyer i¢inde taze

hazirlanmis 100 mL MRS siispansiyonuna ilave edildi. Karigim 200 rpm’de 25°C'de iki saat

stireyle, orbital calkalayicida karistirildi. Karisim 2 s karistirildiktan sonra reaksiyon ortaminin

pH'st 1 M HC1 ile 6.50'ye ayarlandi ve 2 saat daha karistirildi. Reaksiyon ortamina 1 mmol

substrat 1 eklendi ve 25°C'de 38,5 saat siireyle 200 rpm'de karistirildi. Reaksiyon bittikten sonra

santrifiij ile kati kisim ayrildi ve siispansiyon siiziildi. Siiziintii, CH2Cl> (3x100 mL)

kullanilarak ektrakte edildi. Ekstrakt Na;SOs {izerinde kurutuldu ve daha sonra, ¢oziicii

buharlagtirildi. Ham (S)-2 kolon kromotografisinde heksan: etil asetat (85:15) ¢oziicti karisimi

kullanilarak saflastirildi. Substratin doéniisiimii, az miktarda ham firiiniin silika jel bir kolondan

filtre edilmesinden sonra HPLC ile belirlendi.
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(S)-2
Sekil 25. (S)-2-metil-1-fenilpropan-1-ol

IH NMR (400 MHz, CDCls) & 7.36-7.25 (m, 5H), 4,36 (dd, J 6,8, 3,1 Hz, 1H), 2,00-1,90 (m,
1H), 1,87 (d, J 3,1 Hz, 1H), 1,62 (bs, 1H, (OH)), 1,00 (d, J 6.8 Hz, 3H), 0.80 (d, J 6.8 Hz, 3H).

3C-NMR (100 MHz, CDCls) 6 =143.6, 128.2, 127.4, 126.5, 80.0, 35.3, 19.0,18.2.
Cevirme agist: [0]p?® =-41.6 (¢ 1.0, CHCI3)
Enantiyomerik asirilik:>%99

Verim: %93

(S)-2 igin HPLC sartlar: Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 95:5 akis hiz1 1 mL/dak,
220 nm. Alikonma zamanlari: 10.9 dak. (S enantiyomer), 13.8 dak. (R enantiyomer).

Keton 1 i¢in HPLC sartlar1: Chiralcel OD-H kolon, n-hekzan/i-PrOH, 95:5 akis hiz1 1
mL/dak., 220 nm. Alikonma zamani: 5 dak.
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BESINCi BOLUM
Sonu¢, Tartisma ve Oneriler

Sonug

Bu calismada elde edilen sonuglara gore biyokatalitik asimetrik indirgeme
reaksiyonunda ilk kez kullanilan I-optimal tasarim tabanlt modelin farkli asimetrik indirgeme
reaksiyonlarinda kullanilabilecegi gosterilmistir. Bu ¢calismada, deneyi dort kiiltiir parametresi
ile ytirtiitiirken ee ve cr yanit degerlerini maksimize etmek icin I-optimal tasarim tabanlt model
kullanilmistir: (1) pH, (2) sicaklik (°C), (3) inkiibasyon siiresi (h) ve (4) karistirma hizi (rpm).
Deneysel tasarim uzayi iizerinde tahmin amacina odaklanirken tasarim noktalarini olugturmak
icin I-optimalite kriteri kullanildi. Ayrica, indirgenmis kiibik modeller, model parametreleri icin

RZve p degerlerine dayal olarak en iyi sonuglar1 gdstermistir.

Daort tasarim faktoriintin optimum ayarlari, L. fermentum BY35 biyokatalizori icin I-
optimal tasarim tabanli 6nerilen model kullanilarak pH 6.5, sicaklik 25,0 °C, inkiibasyon siiresi
38,5 saat ve karistirma hizi 200.30 rpm olarak elde edildi. Dogrulama deneyinden elde edilen
ee ve cr yanit degerleri sirastyla %99 ve %99 idi. Bulgular, deneysel tasarim alan1 tizerindeki
tahmin varyansim1 ele alirken, 2-metil-1-fenilpropan-1-on'un L. fermentum BY35
biyokatalizorii ile asimetrik biyo-indirgenmesi i¢in dnerilen modele dayali |-optimal tasarimin
Onemini ortaya koydu. I-optimal tasarim tabanli matematiksel modelleme teknigi, gelecekteki
aragtirma ¢aligmalar ile ugrasirken asimetrik biyo-indirgeme igin geleneksel tekniklerden bazi

avantajlar ve uygulanabilirlik sunabilir.
Tartisma

Asimetrik sentez reaksiyonlari, endiistride ve ¢esitli alanlarda kiral ara {iriinler elde
etmek icin ¢ok dnemlidir. Tkincil kiral alkoller, prokiral ketonlarin asimetrik indirgenmesiyle
elde edilebilir. Kiral sekonder alkollerin bir¢ok alanda, 6zellikle ilag endiistrisinde 6ne ¢ikan
kullanimlart oldugundan, son yillarda kiral alkollere olan ilgi ve talepler artmistir. Biyo-
indirgeme stirecleri i¢in en Onemli metodolojilerden biri, tam hiicreli biyokatalizdrlerin
kullanilmasidir. Sicaklik (°C), pH, inkiibasyon siiresi (h) ve karistirma seviyesi (rpm) gibi

kiiltiirel kosullar, biyokatalizoriin tiim hiicre uygulamalari i¢in gereklidir ve bu parametreler
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maksimum verimi elde etmek igin optimize edilmistir ve ee (%) degerleri, parametreleri, hem
enzim aktivitesinin tiretimi i¢in kritik olan nihai bakteri seviyeleri hem de biyo-indirgeme

stirecleri icin daha 6nemli olan segicilik iizerinde bir etkiye sahip olabilir.

Biyo-indirgeme ve giivenlik agisindan, uygun mikrobiyal susu se¢cmek de ¢ok
onemlidir. LAB, GRAS durumlarindan dolay1 tiim hiicre uygulamalari i¢in ¢ok dnemli bir
mikrobiyal gruptur. Bu ¢alismada, bir LAB susu olarak L. fermentum BY 35, ilk kez 2-metil 1-
fenilpropan-1-on’un biyolojik olarak indirgenmesi i¢in tam hiicreli bir biyokatalizér olarak

kullanilmistir.

Ardindan, optimum biyo-indirgeme kosullarin1 elde etmek ig¢in dort kiltiir
parametresini optimize etmek i¢in |-optimal tasarim tabanli model gelistirildi. Ger¢ek degerler

acisindan, ee ve cr yanitlar i¢in logit doniisiim teknigi kullanilarak indirgenmis kiibik modeller

asagidaki gibi elde edilmistir: (8) (9).

Logit (4, (X)) = Logit(/?o +xb+ x'Bx) =-18.79-4.53*x —0.04*x, +0.07*x, +0.70*x, ®)
+0.01% X, *X, +0.30*x2 —0.0008* X2 — 0.005* X +0.00001* X’
Logit (/, (X)) = Logit (&, + x'a+X'Ax) = 39.56 - 6.53* x, ~1.10* X, +0.03* X, —0.31*x,
+0.20% X, *X, +0.05% X, *X, +0.007*X, *x, —0.0004*x2 +0.0001*x>  (9)
—0.001*x, *x, *X,

Tablo 10. ANOVA Sonuglar: ve ee Istatistikleri

Istatistiklerin 6zeti

R? 0.8555 RZ; 0.7523

Yeterli hassasiyet 12.9955 R;. 0.6442

Performans gostergeleri

RMSE 0.300

MAE 0.211

MAPE 14%

Kaynak KT OD OK  F-degeri p-degeri

Model 13.35 10 1.34 8.29 0.0003 6nemli
X1-pH 6.30 1 6.30 39.12 < 0.0001 onemli
X2-Sicaklik 0.1820 1 0.1820 1.13 0.3058 6nemli degil
Xs-Inkiibasyon Siiresi 1.19 1 1.19 7.36 0.0168 onemli
Xs-Karistirma Hizi 4.09 1 4.09 25.38 0.0002 omemli

X1 X2 0.0039 1 0.0039 0.0244 0.8780 dnemli degil
X1 X4 1.22 1 1.22 7.55 0.0157 6nemli

X2 X4 0.0182 1 0.0182 0.1128 0.7419 6nemli degil
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%3

X3

X1 X2 X4

Artik
Uygunsuzluk
Saf Hata

Kor Toplam

0.2510 1 0.2510 1.56
0.9648 1 0.9648 5.99
0.5106 1 0.5106 3.17

226 14 0.1611
0.6719 9 0.0747 0.2358
1.58 5 0.3166
1561 24

0.2324 onemli degil
0.0282 onemli
0.0967 onemli degil

0.9707 6nemli degil

Not: KT= Kareler Toplami, OD= Ozgiinh'ik derecesi, OK= Ortalama Kare

Tablo 10, bu tez ¢alismasinda test edilen dort kiiltiir parametresinin uygulanmasiyla elde

edilen model parametreleri ve ee (%) ve cr (%) degerlerini gdstermektedir. ee yanitinin

ANOVA sonuglart Tablo 10'da gosterilmektedir. Azaltilmis kiibik modelin maksimum

belirleme katsayisia (R?) ve p degeri 0.0003'e gore secildigine dikkat cekicidir.

Tiim model terimleri anlaml1 olmadig1 i¢in tam kiibik model kullanilmamstir. Boylece,

model indirgeme yoOntemi, yanit degiskenleri icin c¢alisilan modeli gelistirmek icin

uygulanabilir. Tablo 10'da R%nin degeri 0.8555'tir ve ee yamit1 i¢in anlamli model terimlerini

kolayca tahmin edebiliriz. Ayrica mutlak tahmin edilen determinasyon katsay1s1 (R2 pre) degeri

0.6442 olarak bulunmustur. Diizeltilmis belirleme katsayis1 (R? adj) degerinin degeri

0.7523'tiir. R? adj ve R? pre arasindaki fark 0,2'den azdi; bu nedenle, R? pre, R? ile uyumludur.

Tablo 11. ANOVA Sonuclar: ve cr Istatistikleri

Istatistiklerin 6zeti

RZ

Yeterli hassasiyet

09178 R 0.8685

20.9548 R’, 0.7955

Performans gostergeleri

RMSE 0.232

MAE 0.163

MAPE 12%

Kaynak KT OD OK F-degeri p-degeri

Model 1449 9 1.67 18.61 <0.0001 onemli
X1-pH 578 1 5.78 64.61 <0.0001 onemli

X2- Sicaklik 05475 1  0.5475 6.12 0.0258 onemli

X3- Inkiibasyon Siiresi 0.9467 1  0.9467 10.58 0.0054 Onemli

Xs- Karistirma Hizi 01742 1 0.1742 1.95 0.1832  onemli degil
X1 X4 299 1 2.99 33.46 <0.0001 onemli

X 03542 1  0.3542 3.96 0.0652  o6nemli degil
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X3 124 1 1.24 13.80 0.0021 oOnemli

X; 0.7402 1  0.7402 8.27 0.0115 onemli

X3 05824 1  0.5824 6.51 0.0222 onemli
Artik 1.34 15 0.0895

Uygunsuzluk 0.4251 10 0.0425 0.2317 0.9764  o6nemli degil
Saf Hata 09174 5 0.1835

Kor Toplam 16.34 24

Not: KT= Kareler Toplami, OD= Ozgiinh'ik derecesi, OK= Ortalama Kare

Tablo 12. ee ve cr Yantlar: Icin Optimizasyon ve Deneysel Sonuclar

Coziim yontemi pH Sicaklik Inkiibasyon Siiresi () Karistirma Hizi (rpm) ee % cr %

C)
Onerilen I-optimal 6.5 250 38.5 200.0 98.78 98.92
tasarim tabanli model
Deneysel ¢alistirma 6.5 25.0 38.5 200.0 99.00 99.00

Bu calismada model indirgeme veya yanit doniisiimii diisiiniilebilir. Yeterli kesinlik
degeri, yeterli bir sinyali gosteren 12.955 idi. Daha da 6tesi, performans gdstergeleri hesaplandi.
Ortalama karekok hata (RMSE), ortalama mutlak hata (MAE) ve ortalama mutlak yilizde hata
(MAPE) sirasiyla %0.300, 0.211 ve %14 olarak bulundu. Bu degerler, modelin verileri dogru
tahmin ettigini gosterir. Ayrica F degeri 8.29'du ve modele uyumludur. Tablo 10'da x1 (pH),
x3 (inkiibasyon siiresi), x4 (karistirma hizi), X1.x4 (pH* karistirma hizi) ve x2.x4 (karigtirma
hiz1* karistirma hizi) anlamli model terimleri olarak bulunmustur ¢iinkii p degerleri 0.05'ten
kiigiiktii. Model terimlerinin ee yanit degeri iizerinde etkisi oldu. Ayrica, model i¢in énemli
olmayan bir uyum eksikligi gortildii ve uyum eksikligi, indirgenmis kiibik model i¢in dnemli

degildi yani ihmal diizeyindeydi. cr yanitinin ANOVA sonuglar1 Tablo 11'de sunulmustur.

Indirgenmis kiibik model R?ye ve p degeri <0.0001'e gére secilmistir. Tiim model
terimleri 6nemli degildi; bu nedenle, model terimlerini tahmin etmek i¢in tam kiibik model
secilmemistir. Tablo 11'de R? degeri 0.9178 olarak bulunmus ve cr yaniti i¢in anlamli model
terimlerinin tahmin edilmesine uygundur. Ayrica R? adj 0,8685 olarak hesaplanmis ve R? pre
0,7955 olarak elde edilmistir. R? adj ve R?pre arasindaki fark 0,2'den az oldugu i¢in R? adj, R?
pre ile uyumludur. Bu nedenle modelde ve tahmin verilerinde herhangi bir problem yoktur. cr
yaniti i¢in, yeterli kesinlik degeri 20.9548 oldugu igin yeterli bir sinyal gozlendi. Ayrica RMSE,
MAE ve MAPE sirastyla %0.232, 0.163 ve %12 olarak bulundu. Performans gostergelerinin

degerleri, modelin verileri dogru tahmin ettigini gosterir. Model anlamli olarak tanimlandi
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clinkii F degeri 18,61 olarak hesaplandi, burada p degeri < 0.0001. Tablo 11dte x1 (pH), x2
(sicaklik), x3 (inkiibasyon siiresi), xI1x4 (pH*karistirma hizi), x2 3 (inkiibasyon
stiresi*inkiibasyon siiresi), x2 4 (karistirma hiz1* karistirma hizi) ve x3 4 (karistirma
hizi*karistirma hizi*karigtirma hizi) anlamli model terimleri olarak belirlendi ¢linkii p degerleri
0,05'ten kiigiiktii. Anlamli model terimleri cr yamit degerini etkilemistir. Daha sonra,
indirgenmis kiibik model i¢in uyum eksikligi 6nemli degildi ve model i¢in 6nemli olmayan yani

thmal edilebilir bir uyum eksikligidir.
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(b) cr yaniti igin tahmin varyans grafigi.

Sekil 26. (a) ee yanitiigin tahmin varyans grafigi ; (b) cr yaniti igin tahmin varyans grafigi.

Tahmin varyans grafikleri, ee ve cr yanitlari i¢in Sekil 25'de gosterilmektedir. Goreceli
Ongoriicli varyans, ee yaniti i¢cin 1.014657 ve cr yaniti i¢in goreli ongoriicli varyans 0.759873
dir. Sekil 25'de ki her grafik, diger tasarim faktorlerinin optimal degerlerinde her bir tasarim

faktoriiniin bir fonksiyonu olarak tahminin varyansini gostermektedir.

Sekil 25, yanitlar i¢in tasarim alam grafiginin her bir boliimiinii gostermektedir. ee yaniti
icin minimum goreli tahmin varyansinin 0,2'den az, maksimumun ise 1,4 oldugunu
gostermektedir. Ek olarak, kirmizi noktali art1 isareti, goreli tahmin varyansinin, deneysel
tasarim alaninin yaklasik %350's1 iizerinde 0,22'den az oldugunu gosterir. ee yanit1 igin
maksimum nispi tahmin varyansinin 1.2'den az, minimumun 0.2'den az oldugunu
gostermektedir. Ek olarak, kirmizi noktali art1 isaretleri, goreli tahmin varyansinin, deneysel

tasarim uzayinin yaklasik %50'si izerinde 0,47'den az oldugunu gosterir.
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I-optimal tasarim tabanli 6nerilen modelin sonuglari, biyo-indirgeme reaksiyonlari i¢in
dort kiiltiir faktoriiniin optimal kosullarmin verim ve doniisiimii en st diizeye c¢ikarirken
verimli bir sekilde muhafaza edildigini gostermistir. Sekil 26 a ve Sekil 26 b 'deki grafikler, her
bir cevap i¢in tahmin varyansinin nasil degistirilebilecegini gosterdi. Bu sayilar ayrica, deneysel
tasarim alani {izerinde tahmin giiciine deginirken biyo-indirgeme tepkileri i¢in I-optimal

tasarimin dnemini de gostermistir.
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Oneriler

Optimizasyon sartlar1 l-optimal ile belirlenerek kullanilan Lactobacillus fermentum
biyokatalizorii ile kiral sekonder alkol (S)- 2-metil-1-fenilpropan-1-ol'iin optikg¢e saf olarak elde
edilmistir. 2-metil-1-fenilpropan-1-on‘'un biyoindirgenme etkinligi, kiiltiir parametrelerinin
ikinci dereceden ve dogrusal etkilerinden 6nemli 6l¢iide etkilenmistir. Bu sonuglar, katalitik
biyo-rediiksiyon reaksiyonlari i¢in Kkiiltiir optimizasyon parametrelerinin roliinii ve bu
parametreleri optimize etmek i¢in I-optimal yonteminin etkinliginin ¢ok 6nemli oldugunu
gostermektedir. Lactobacillus fermentum biyokatalizoriiniin prokiral 2-metil-1-fenilpropan-1-

on'un asimetrik indirgenmesinde basarili oldugu gosterilmistir.

Lactobacillus fermentum biyokatalizérii kullanilarak farkli prokiral ketonlarin
asimetrik indirgenmesi gerceklestirilebilir. Ayrica bir biokatalitik asimetrik indirgenme
reaksiyonunda kullanilan I-optimal optimizasyon stratejisininde farkli biyokatalizorler ve
substratlar i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir. Laboratuvar dlgekte yapilan bu calismada elde
edilen sonuclar kullanilarak endiistriyel 6lcekte iiretimler yapilabilir ve ayrica bu sonuglar
enantiyomerik saflikta kiral madde tretimine 151k tutacaktir. Ayrica bu tez calismasi ile
Lactobacillus fermentum biyokatalizoriiniin prokiral substratlarin kiral karbonil bilesiklere
asimetrik indirgenme reaksiyonlarinda toksik ve c¢evreye zararli olabilecek kimyasal

katalizorler yerine ¢evre dostu, bir biyokatalizor olarak kullanilabilecegi gosterilmistir.
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EKLER

EK 1. NMR Spektrumu Sonuglar:
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EK 2. HPLC Spektrum Sonuglari
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Rasemik-2 bilesiginin HPLC kromatogrami
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OZGECMIS

.......... tarihinde ............... dogdu. ilk, orta ve lise egitimlerini Bayburt‘ta
tamamladiktan sonra ...... yilinda ... Kimya Boliimii’nde Lisans
egitimine bagladi. ......... yilinda lisans derecesini aldi. Mezuniyet sonrasinda ....... yilinda
........... ili ...... ilgesinde 6gretmenlik gorevine basladi. ....... yilinda askeri gérevini yedek
subay olarak .......... tamamladi. ....... yilinda evlendi. Ug¢ cocuk babasidir. ....... yilinda
........ [line 6gretmen olarak tayin edildi. ........ yilindan beri ................... kimya 6gretmeni
olarak gorev yapmaktadir. ....... yilinda ... yiiksek lisans

egitimine bagladi.
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