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YENI BIR KOMPOZIT TASARIM TABANLI OPTiMiZASYON STRATEJISI
KULLANARAK ENANTIYOSAF (S)-(4-KLOROFENIL) (FENIL)METANOL'UN
BiYOKATALITIK SENTEZIi

Nesrullah TOZLU
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Kimya Ana Bilim Dah

Tez Damismani: Prof. Dr. Engin SAHIN
Bayburt-2024, Sayfa: 51

Sentetik organik kimyada, kiral sekonder alkollerin iiretimi igin biyokatalitik asimetrik
indirgemeler 6nemli bir yere sahiptir. L- kloprastin ve karbinoksaminin gibi ilaglarin onciisii
olan (S)-(4- klorofenil) (fenil)metanol ((S)-2)'nin sentezi, yetersiz substrat miktar1 ve iiretim
slirecinde yasanan c¢esitli zorluklar nedeniyle hala 6nemli eksiklikler igermektedir. Bu tez
kapsaminda, Lactobacillus paracasei BD101 biyokatalizorii ve yeni bir kompozit tasarim
tabanli optimizasyon teknigi kullanilarak (4-klorofenil) (fenil) metanon (1)'den (S)-2'nin
sentezlenmesi hedeflenmistir. Reaksiyonun optimizasyon kosullari, yeni tasarima dayali
optimizasyon stratejisi ile su sekilde belirlendi: pH=5.85, sicaklik=37 °C, inkiibasyon siiresi=71
saat ve ¢alkalama h1z1i=120 rpm. Ayrica, reaksiyon doniisimii %97 ve enantiyomerik fazlaligin
(ee) %99 olacag: tahmin edilmistir. Onerilen optimize edilmis kosullar altinda gerceklestirilen
deneysel ¢alismada (S)-2 >%99 ee , >%99 doniisiim ve %97 verimle elde edildi. Ayrica, 15.166
g1, yiiksek gram 6l¢eginde tamamen (S)-2'ye (14.85 g, %97 saflagtirilmis verim) dontistiiriildi.
(S)-2'nin bir biyokatalizér kullanilarak ve tepkime kosullarinin kompozit tasarim tabanli
optimizasyon teknigi kullanilarak optimize edilmesi ile gram 6lg¢eginde iiretimi ilk kez bu
caligmada gosterilmistir. Antitussif (Oksiirik Onleyici) ve antiemetik (kusma Onleyici)
ozelliklere sahip olan ve bronsiyal kaslar1 gevseten L- kloprastin ve karbinoksamin 6nciisii olan
(S)-2'nin biyokatalitik sentezi igin etkili bir biyokatalitik siire¢, kompozit tasarima dayali
optimizasyon yontemiyle gosterilmistir. Ayrica, biyokatalitik reaksiyonlarda kullanilabilmesi
icin yeni bir kompozit tasarim tabanli optimizasyon yonteminin uygulanabilirligi
kanitlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Kompozit tasarim tabanli optimizasyon, ilag Onciisii, asimetrik
biyorediiksiyon, biyokatalizorler, (S)-(4- klorofenil) (fenil) metanol.
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LACTOBACILLUS OF (S)-(4-CHLORO PHENYL) (PHENYL) METHANOL
PARACASEI BD101 BIOCATALIZER AND ITS SYNTHESIS USING COMPOSITE
DESIGN BASED OPTIMIZATION METHOD
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In synthetic organic chemistry, biocatalytic asymmetric reductions have an important place for
the production of chiral secondary alcohols. The synthesis of (S)-(4-chlorophenyl)
(phenyl)methanol ((S)-2), which is the precursor of drugs such as L-cloprastine and
carbinoxamine, still has significant deficiencies due to the insufficient amount of substrate and
various difficulties experienced in the production process. In this thesis, it is aimed to synthesize
(S)-2 from (4-chlorophenyl) (phenyl) methanone (1) using Lactobacillus paracasei BD101
biocatalyst and a new composite design-based optimization technique. The optimization
conditions of the reaction were determined by the new design-based optimization strategy as
follows: pH = 5.85, temperature = 37 ° C, incubation time = 71 hours and shaking speed = 120
rpm. Additionally, the reaction conversion was estimated to be 97% and the enantiomeric
excess (ee) to be 99%. In the experimental study carried out under specified optimized
conditions, (S)-2 was obtained with >99% ee, >99% conversion and 97% yield. Additionally,
15.166 g of 1 was completely converted to (S)-2 (14.85 g, 97% purified yield) on a high gram
scale. (S)-2 on a gram scale by using a biocatalyst and optimizing the reaction conditions using
a composite design-based optimization technique. Its production is shown for the first time in
this study. An effective biocatalytic process for the biocatalytic synthesis of (S)-2, a precursor
of L- cloprastin and carbinoxamine, which has antitussive (anti-cough) and anti-emetic (anti-
vomiting) properties and relaxes bronchial muscles, has been demonstrated by a composite
design-based optimization method. In addition, the feasibility of a new composite design-based
optimization method for applicability in biocatalytic reactions has been demonstrated.

Keywords: Composite design-based optimization, drug precursor, asymmetric bioreduction,
biocatalysts, (S)-(4-chlorophenyl) (phenyl) methanol.
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GIRIS

Arastirmanin Konusu ve Problemi

Kimya bilimi ve kimya biliminden ortaya ¢ikmis birgok alt disiplin insanoglunun
yasamini kolaylastiran bir¢ok ¢alismada rol almistir. Kimya biliminin ¢alisma alan1 ve insanliga
katkis1 bir¢ok calisma alaninda devam etmektedir. Bu ¢alisma alanlarindan biride Farmasaotik
kimyadir. Bir¢ok ilacin etken maddesinin ve ilacin iiretiminde Kimya bilimi ve Farmasotik

kimya dogrudan gorev almaktadir.

Ilag ve ilag 6nciisii maddelerin iiretiminde kullanilan sentez yontemleri etkili, kaliteli ve
ekonomik uygunluk bakimindan &nemlidir bu nedenle rekabet¢i ucuz ve ekonomik sentez

yontemleri lizerinde ¢alismalar dinamik bir sekilde devam etmektedir.

Yeni sentez yontemleri ile ilgili yapilan ¢aligmalarda mevcut yontemlerden farkli olarak
daha ¢evreci yiiksek verimli ve ekonomik olmasi gibi kosullar iizerinde durulmaktadir. Bu

nedenle yeni ¢evreci ve yiiksek verimlilige sahip yontemler tizerinde durulmaktadir.

Farmasotik kimyada da birgok ilag dnciisii maddenin {iretiminde yenilik¢i yontemler
uygulanmaktadir. Ozellikle kiral maddelerden ilag nciisii maddelerin iiretiminde biyokatalizor
kullanimi1 daha gevreci ve sentez kosullarinin optimizasyonu yiiksek verimli sentezlerin

miimkiin olmasini saglamstir.

Bu nedenle ozellikle asimetrik molekiillerin sentezlenmesinde kullanilabilecek
biyokatalizorlerin kesfi ve sentez kosullarmin optimizasyonun da kullanilan yontemlerin

sentezde dnemli bir yer tuttugu goriilmektedir.

Arastirmanin Amaci

Kimya biliminde bir¢ok madde farkli birgok amag¢ icin sentezlenmektedir. Sentez
tepkimelerinde yiiksek verim ve saflik istenen en énemli durumdur. Ilag sanayisinde de birgok
ilag 6clisii madde sekonder kiral alkoller kullanilarak elde edilmektedir. Sekonder kiral alkoller
enantiyomerik indirgenme tepkimeleri sonucunda elde edilirler. Sekonder kiral alkollerin ¢evre
dostu olarak yiiksek enantiyomerik saflikta elde edilmesi oldukca énemlidir. Ozellikle insan
sagligin1 dogrudan etkileyebilecek olan ilag iiretimi gibi bir konuda enantiyomerik saflik son
derece Onemlidir. Bu durumda sekonder kiral alkollerin sentezlenmesinde yeni proseslerin

gelistirilmesi dnemlidir.

Kiral alkollerin elde edilmesinde enantiyomerik indirgenme tepkimeleri 6nemli bir yer

tutmaktadir ancak, L- kloprastin ve karbinoksaminin dnciileri olan (S)-(4- klorofenil) (fenil)
1



metanol ((S)-2)'nin biyokatalitik sentezi, yetersiz substrat kullanimi gibi olumsuzluklara
sahiptir.
Bu c¢alismada, bir ilag Onciisii olan (S)-2’nin biyokatalizor esliginde yeni bir

optimizasyon yontemi kullanilarak sentezlenmesi amaglanmaktadir (Sekil 1).

Q OH OH
Lactobacillus paracasei BD101
rotatable composite design-based O O +
Cl optimization Cl Cl
1 (S)-2 (R)-2

Sekil 1: Substrat 1’in Yeni Bir Optimizasyon Yéntemi Kullanilarak Asimetrik indirgenmesi
Ayrica bu tez calismada tepkimenin gergeklestigi optimum sartlar klasik metotlar

yerine yeni kompozit tasarima dayal1 bir optimizasyon stratejisi ile belirlenecektir.

Arastirmanin Onemi ve Gerekgesi

Optikge aktif olan sekonder alkollerin 6nemli kullanim alanlar1 bulunmaktadir.
Bunlardan biri de ilag 6nciisii olarak kullanilmalaridir. Optikge aktif bilesikler Asimetrik sentez
yontemleri kullanilarak sentezlenmektedir. Bu sentezlerde enantiyomerlerin her ikisi de
olusabilmektedir enantiyomerlerin viicutta olusturdugu fizyolojik etkiler farkli olmaktadir.
Enantiyomerlerden biri istenen tedavi edici etkiyi gosterirken diger izomer etkisiz olabilmekle
beraber viicutta olumsuz durumlarin ortaya ¢ikabilmesine de neden olabilmektedir. Bu nedenle
ilag Onciisii olarak kullanilacak veya ¢ikis maddesi olarak kullanilacak optikge aktif bilesigin

saflig1 biiylik 6nem arz etmektedir.

Oncii maddelerin endiistriyel olarak iiretilebilmeleri yeterli substrat diizeyine
ulagilabilmesi agisindan da Onemlidir ayrica endiistriyel iiretim asamalarinda tepkimelerin
gerceklestirilme sartlar1 goz oniine alindiginda ¢evre agisindan zararsiz olmasi da beklenen ve

istenen bir durumdur.

Biyokatalizorler ile katalize edilen asimetrik indirgenme tepkimeleri kiral alkollerin
tiretiminde kayda deger bir farkli yol olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu tez ¢alismasinda ilag
onciisii olarak kullanilan (S)-(4-Klorofenil) (fenil) metanol’iin Lactobacillus paracesei
biyokatalizorii esliginde (4-Klorofenil) (fenil) metanon’un indirgenmesi ile yiiksek

enanyiyomerik asirilikta (ee) ve yiiksek verimde liretilmesi amaglanmaktadir.



Ayrica bu tepkimenin optimum kosullarinin belirlenmesinde kompozit tasarim tabanli
yontemin etkinliginin belirlenmesi ve yeterli substrat diizeyine ulasilip seri liretim i¢in yeni bir

sentez yonteminin ortaya konmasi amaglanmaktadir.



BIRINCI BOLUM

1. KURAMSAL CERCEVE
1.1. ASIMETRIK SENTEZ

[laglarin birgogunun &ncii maddesi veya etken maddesi kiral bir yapiya sahiptir. Bu
maddeler de biyolojik aktiviteye sahip olan ise genellikle enantiyomerlerden biridir. Bu nedenle
Kimya veya farmasotik sanayilerinde enantiyosaf malzemelere olan ihtiyag giin gegtikge
artmaktadir, bu durum 6zellikle optik olarak aktif alkoller olmak tizere kiral dnciiller yaratmaya
yonelik yogun arastirmalara yonlendirmistir (Mloz Solano vd., 2012; Habulin & Knez 2009).
Ek olarak, bu alkoller, tibbi kullanima sahip molekiillerin {iretiminde ¢ok 6nemli 6n maddeler
ve yap1 taslar1 olarak kullamlabilir. Ilacin &ncii maddelerinin enantiyomerlerinden biri
amaglanan etkiyi gosterirken, diger enantiyomer olumsuz yan etkiler veya siklikla tehlikeli bazi
farmakolojik 6zellikler gosterebilir. iki enantiyomerin kombinasyonu terapi i¢in yararli olabilir
veya iki enantiyomerin her birinin farkli bir terapotik etkisi olabilir. L- kloperastin ve
karbinoksamin molekiillleri fizyolojik ve farmakolojik olarak Onemlidir. Bu molekiiller
oOksiiriik 6nleyici ve antiemetik 6zelliklere sahip olan bilesiklerdir (Schmidt vd., 2009; Magnus
vd., 2007; Wujkowska vd., 2017). Bu bilesiklerin molekiil formiilleri Sekil 2°de gosterilmistir.

0

Carbinoxamine

NMe, @
~ Q p

L-cloperastine

Sekil 2: Bazi Biarilkarbinol Igeren Ilaglar

Bu nedenle bu bilesiklerin asimetrik sentezleri biiyiik 6nem kazanmaktadir. Bir tiir
enantiyomere yoOnelik senteze asimetrik sentez adi verilmektedir. Asimetrik sentez
reaksiyonlar1 optikge aktif kiral ara maddelerin kolaylikla elde edilebilmesi i¢in Onemli

reaksiyonlar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Nakamura & Kaoru 2003).



1.2. OPTIKCE AKTIFLIK

Bir karbon atomuna dort farkli atom ya da atom grubu bagli ise bu karbon atomuna kiral
karbon otumu denilmektedir. Bu tiir karbon atomuna sahip olan bilesikler kiral bilesikler veya
optikg¢e aktif bilesikler olarak adlandirilmaktadir. Kiral bilesiklerin en énemli 6zelliklerinden
biri iic boyutlu formiilleri baz alindiginda gercek formiilii ile ayna goriintiisiiniin
cakismamasidir. Kiral olmayan bilesiklerde ise bu goriintiiler iist iiste cakismaktadir (Tiiziin,

1993).
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Sekil 3: Kiral Karbonun Ayna Goriintiisii

Optikge aktif bilesiklerde kiral karbon optik¢e aktif merkez olarak gorev almaktadir.
Optikge aktif bir bilesigin birbirinin ayna goriintiisiine enantiyomer adi verilmektedir. Bu
enantiyomerler bir kisim &zellikleri agisindan farkli dzellikler tasimaktadirlar. Ornegin
enantiyomerlerden biri polarize edilmis 15181 sola ¢evirirken digeri ise saga sapmasina neden
olmaktadir (Bunnett, 1999).

1.3. ENANTIYOMERLERIN OZELLIKLERIi

Bir bilesigin ayna goriintiisii ile kendisi ile iist iiste geldiginde tam olarak ¢akigsmiyor ise
bu bilesik ciftlerine birbirinin optik izomeri veya enantiyomeri adi verilmektedir. Birbirinin
anantiyomeri olan bu bilesik ciftlerinin adlandirilmasinda farkli adlandirma sistemleri
kullanilmaktadir. Bu adlandirma sistemlerinden birisi R-S adlandirma sistemidir (Sekil 4).
Enantiyomer c¢iftlerinden birinin ¢6zeltisi polarize edilmis 15181 sola ¢evirirken birisi saga
cevirir. Saga ¢eviren enantiyomer rektus (R) olarak adlandirilirken, sola ¢eviren enantiyomer
sinister (S) olarak adlandiriimaktadir. Enantiyomerlerden saga geviren (+), sola geviren (-)

enanyiyomer olarakta adlandirilmaktadir (Mislov, 2002).
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Sekil 4: R-S Adlandirma Ornegi

Enantiyomerlerin fiziksel ve kimyasal 0&zellikleri aynidir. Enantiyomer bilesik
ciftlerinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ayn1 olmakla birlikte polarize 1s18a yapmis olduklari
etkiler birbirinden farklilik géstermektedir. Bununla birlikte enantiyomer bilesiklerin biyolojik
sistemlerde olusturdugu etkiler farkli olabilmektedir. Ornegin; bir enantiyomer biyolojik
aktiviteye sahip olurken diger enantiyomer biyolojik aktiviteye sahip olmayabilir veya toksik
etki olusturabilir (Maier vd., 2001).

1.4. OPTIKCE AKTIFLIK VE SIMETRI DUZLEMIi

Optikge aktif maddeler molekiiler yapida veya kristal yapida bulunabilirler. Optikge
aktif olan bu maddelerin optik izomer ciftlerinin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri bakimindan
ayni olan bu molekiillerin polarize edilmis 1518a, ¢ozeltilerinin yaptiklar1 etkiler farklilik
gostermektedir. Polarize edilmis 15181 saga ¢eviren izomerlere dekstrojir, sola geviren
izomerlere ise levojir adi verilmektedir. Isimlendirmede saga gevirenlerin oniine (+), sola
cevirenlerin Oniline (-) isareti konularak ta bu farklilik gosterilebilmektedir. Optik¢e aktif
bilesiklerde izomerlerin polarize edilmis 15181 kirma agilar1 polarimetre ad1 verilen bir alet ile
Ol¢iilmektedir. Polarimetreler bu sayede ¢ozelti derisimlerinin hesaplanmasinda, molekiil
biiytikliigiiniin belirlenmesinde ve dolayli olarak gida iiretim proseslerinde gida kalitesinin

oOlgiilmesin de de kullanilmaktadir (Atkins & Carey, 1997).

Enantiyomerlerin her ikisini esit oranda iceren bu tiir ¢ozeltilere rasemik karisim adi
verilmektedir. Saf enantiyomer ¢ozeltiler polarize 1518a etki ederken rasemik karigim olarak

adlandirilan bu ¢ozeltiler polarize edilmis 1s18a bir etki etmemektedirler.

Kiral bilesiklerde bilesik ile ayna goriintiislinii simetrik bir sekilde ayiran eksen simetri
ekseni olarak adlandirilir. Optikce aktif bilesiklerde kiral kisim optik¢e aktif merkez olarak
adlandirilmaktadir. Kiral merkez genellikle bu tiir bilesiklere Karbon atomudur ancak bununla

birlikte fosfor oksijen ve azot gibi farkli atomlarda kiral merkez olabilir.



1.5. RASEMIK KARISIM VE GENEL OZELLIKLERI

Optik izomerleri esit miktarda igeren, optik¢e aktif olmayan karigimlara rasemik karigim
ad1 verilmektedir. Rasemik karigimlar polarize 15181 saga veya sola ¢evirmeyen karisimlardir
(Dreamsteam, 2007). Rasemik karisimlarin bazi fiziksel 6zellikleri saf enantiyomerlerden
farklidir.

Ilag endiistrisinde, gida sanayisin de biyokimya endiistrisinde optik¢e aktif, saf
enantiyomer maddeler genellikle kullanilmaktadirlar. (Bohringer vd., 1999). Bu nedenle
optikge aktif bilesiklerin karisimlari 6nemlidir. Enantiyomerlerin kullanom amacina gore
biyolojik aktiviteleri farklilik gosterebilir. Enantiyomerlerden biri beklenen etkiyi gosterirken
digeri etki gdstermeye bilir veya istenmeyen sonuglarin olugmasina neden olabilmektedir. Bu
durumda karigimda istenmeyen enantiyomerin oraninin %0,1 altina diismesi istenir (Bohringer
vd., 1999). Pazarlanan ilaglarin yaklasik %50'si kiraldir ve bunlarin yaklasik %50'si tekli
enantiyomerler igeren bilesiklerdir (Hutt, 2002). Kiral olan bilesikler sentezlendiklerinde
genellikle rasemik karisim olarak elde edilirler. Bu durumda rasematlardan enantiyomerlerin
saf olarak elde edilmesi gerekmektedir. Rasemat olarak piyasaya siiriilen bazi ilaglarin olumsuz
etkilerinin fark edilmesi ile birlikte enantiyomerlerin saflastirilmasi 6nem kazanmistir. Bu

durumda bir¢ok enantiyo segici metot gelistirilmistir (Sheldon, 1993).

1.6. ASIMETRIK SENTEZ VE ONEMIi

Organik kimya ve Biyokimya da enantiyomerik olarak saf olarak elde edilen maddeler
tarim ilaglarinda ve farmasotik olarak biiyiilk 6nem arz etmektedir (Kabasakal, 2013).
Enantiyomerik olarak saf madde elde etmek i¢in genel olarak iki metot vardir. Bunlardan ilki
istenen enantiyomerin rasemat dan ayrilmasi yontemidir. Istenen enantiyomerin rasemattan
eldesi yontemi oldukga sik kullanilan bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu yontem kiral
¢Oziimleme olarakta adlandirilmaktadir. Ancak bu yontemde istenilen maddenin %350 ‘si elde
edilebilmektedir (Porter, 1991). Ikinci yontem ise secimli sentez ya da enantiyosegici olarakta
adlandirilabilen asimetrik sentezdir. Pro-kiral bir bilesik kullanilarak enantiyomerin saf olarak
elde edildigi sentez yontemidir. Asimetrik sentez ise kendi igerisinde metal katalizorler,

biyokatalizoeler ve organokatalizorler olmak {izere ti¢ gruba ayrilabilir.
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Sekil 5: Asimetrik Sentez Tiirleri

Asimetrik sentez tepkimelerinde metal katalizleme de ¢inko bakir gibi bir metal
katalizor olarak kullanilabilir biyokatalizleme de enzim veya protein gibi dogal biyolojik
maddeler kullanilmaktadir. Organokatalizleme ise son yillarda O6nem kazanmis diger

yontemlere gore daha zor olan bir yontemdir.

Asimetrik sentezin 6nemini ortaya koyan en 6nemli 6rnek Tolidomit isimli ilagtir. Bu
ilag 1957 yilinda piyasaya siiriilmiis hamilelerde bulant1 6nleyici olarak kullanilmistir. Rasemik
olarak piyasaya siiriilen bu ilacin 1960 yilindan sonra ciddi yan etkileri ortaya c¢ikmaya
baslamistir. Tolidomit kullanan hamilelerin bebeklerinde dogum sonrasinda ciddi fizyolojik

farkliliklar gozlemlenmistir.

Sekil 6: (S)-Talidomidin Neden Oldugu Bedensel Farkliliklar
Yapilan aragtirmalarda R-Tolidomidin istenen etkiyi gosterdigi belirlenirken S-

Tolidomidin istenmeyen fizyolojik farkliliklara neden oldugu belirlenmistir.

Bu tarihi olay asimetrik sentezin énemini gosteren bir vaka olarak kayitlara gegmistir

(Ananthanarayanan vd., 1993) (Sekil 7).
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Sekil 7: Tolidomit'in R ve S Enantiyomerleri

Rasemik olarak piyasaya siiriildiigiinde benzer olumsuzluklara neden olan bir baska ilag
ise Ketamin isimli ilagtir. Anestezik madde olarak kullanilan bu ila¢ rasemat olarak
kullanildiktan sonra haliisinasyon ve istenmeyen bazi zihinsel sorunlara neden olmustur.
Yapilan ¢alismalarda Ketamin ’in S- izomerinin anestezik oldugu R-izomerin ise istenmeyen

bazi yan etkilere neden oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Karadeniz, 2006).
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Sekil 8: Ketamin'in R ve S Enantiyomerleri
1.7. SAF ENANTiYOMERLERIN SENTEZ YONTEMLERI

Optikge aktif bilesiklerin enantiyomerleri biyolojik sistemlerde farkli etkilere sahip
olabilmektedirler. Bu nedenle enantiyomerlerin saf olarak elde edilmeleri oldukg¢a 6nemlidir.
Enantiyosaf maddelerin elde edilmesinde genel itibari ile ti¢ farkli yontemin kullanildig
sOylenilebilir. Birincisi rasemik karigimlardan g¢esitli saflastirma teknikleri Kkullanarak
enantiyosaf maddenin eldesi iken ikincisi asimetrik sentez yontemleri kullanilarak enantiyosaf
maddenin elde edilmesi yontemidir. Ugiinciisii ise stereosecimli sentez yontemidir. Enantiyosaf
maddenin saflastirilmasi yontemlerine Rezoliisyon metotlar1 ad1 da verilmektedir. Rezollisyon

rasamik bir karisimin enanyiyomerlerine ayrilmasi islemidir (Atkins, 1985).

Rezoliisyononun uygulama da farkli kullanim alanlar1 vardir bunlardan biriside ilag
sanayisidir bir¢ok Oncli ve etken kiral bilesigin enantiyosaf olarak elde edilmesinde
kullanilmaktadir. Asimetrik sentezle ilgili olumlu birgok gelisme olmasina karsin endiistriyel
sentezlerde Reziisyon yontemleri halen enantiyomerlerin saf olarak eldesinde olduk¢a 6nemli

bir yer tutmaktadir (Karadeniz, 2007).



1.8. SEREOSECIMLI SENTEZ

Bir molekiilde iki konfigirasyondan birinden kiral merkezlerden birinin segici olarak
tiretilmesi tizerine odaklanilmasidir. Prokiral bir merkez madde kullanilarak kiral olan bir
merkez olusturulur. Bu sentez tepkimelerinde kimyasal madde, biyolojik madde ve asimetrik

¢ikis maddeleri kullanilarak enantiyomerler yiiksek saflikta elde edilebilmektedirler.

1.9. RASEMATLARIN REZOLUSYON METOTLARI

Rasemat halinde bulunan enantiyomerlerin ayrilmasi ve saflastirilmasi yontemidir.
Reziisyon iglemi igin farkli ayirma yontemleri ve saflastirma teknikleri kullanilmaktadir (Sekil
9).

Rasermatlar
Tercihli Kinetik Diastomer Kromatografi
Kiistalizasyon Rezoliisyon Kristalizasyon
Kimyasal Enzimatik

Sekil 9: Resematlarin Rezoliisyon Metotlar
1.10. TERCIHLIi KRIiSTALIiZASYON

Her iki enantiyomeri barindiran karisimlara uygulanan bir ayirma yontemidir. Her iki
enantiyomeri esit oranda iceren kristal mekanik karigimlara Konglomerat ad1 verilmektedir. Bu
yontem konglomerat karigimlara uygulanabilen bir yontemdir. Bu yontem endiistriyel 6l¢ekte
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Enfeksiyon 6nleyici bir ilag olan Kloramfenikol ilacinin
iiretimi bu yontemin uygulama alanina 6rnek olarak verilebilir. Bu yontemin en 6nemli olumsuz
yonii rasematlarin ancak beste birlik kisminin Konglomerat yapisinda bulunmasi ve ancak bu

beste birlik kisma tercihli kristalizasyon isleminin uygulanabilmesidir.
10



1.11. DIASTEREOMER KRiSTALIZASYON

Diastereomer tuzlarinin olusturulmasi seklinde gerceklestirilen bir ayirma yontemidir.
Bu yontemde bazik optikge aktif olan enantiyomer ile ile rasemik karisim bir bilesigin tuzu
olusturulur. Olusan bu tuzlar diastereomer tuzlardir ve ¢oziiniirliik gibi fiziksel 6zellikleri
birbirinden farkliliklar gostermektedir. Uygun bir ¢oziicii ile kristallendirme islemi yapilarak
birbirinden ayrilabilirler. Ayrilan tuzlar bir mineral asit ile etkilesime sokularak serbest hale
getirilirler. Diastereomer tuz olusturmak tizere kullanilan asit ve bazlar optikge saf bilesiklerdir

ve bir¢ok ¢esitleri bulunmaktadir.

1.12. KROMOTOGRAFIK AYIRMA

Kolon kromatografisi kullanilarak gerceklestirilen ayirma yontemidir. Bu yontemde
glikoz, sakaroz gibi optik¢e aktif olan sekerler kolonun igerisinde dolgu maddesi olarak
kullanilmaktadirlar. Kolon igeresinden optikce aktif bir bilesige ait rasemik ¢ozelti karisimi
gecirilir. Bunun sonucunda enantiyomerlerden biri digerine gore daha iyi tutunur ve ayrilma
islemi gergeklesmis olur. Yeterli uzunluk ve ozelliklere sahip bir kolon kullanildig: taktirde
istenen enantiyomer yiiksek saflikta elde edilebilmektedir. Rasemik karisimda bulunan diger
enantiyomer ise kolonda ki tutucu madde tarafindan tutulmus haldedir ve uygun bir ¢6ziicii
kullanilarak kolonda ki tutucu maddeden ayrilabilmektedir (Sheldon, 1993).

1.13. KINETIiK REZOLUSYON METOTLARI

Kinetik rezoliisyon yonteminde rasemik karisimi olusturan enantiyomerlerden bir tanesi
uygun bir optikge aktif yapida bulunan kimyasal veya biyokimyasal yapida katalizor
kullanilarak enantiyose¢imli bir sekilde hizli olarak farkli bir forma doniistiiriiliir. Bu doniisiim
sirasinda enantiyomerlerden biri digerine gore ¢ok daha hizli bir sekilde doniisiir. Kinetik
rezoliisyon kimyasal kinetik ve enzimatik kinetik rezoliisyon olmak iizere iki fakli sekilde
yapilabilmektedir. Bu yontemin asimetrik sentezden farki kiral girdi ve substratin rasemik
formda bulunmasidir. Kiral girdi olarak biyokatalizor (enzim) veya kemokatalizor (Kiral asit
veya baz) kullanilabilmektedir. Kinetik rezoliisyon tepkimelerinde yaygin olarak kullanilan
kataliz lipaz enzimidir. Enzimler kiral yapida oldugundan lipazlar rasemik karisimi ayirma
yetenegine sahiptirler. Bu nedenle bir enantiyomer digerine goére daha kisa siirede iiriine
dontismektedir (Ghanem & AboulEnein, 2004). Bu yontem yaygin olarak kullanilmakla birlikte
endiistriyel boyutta bir¢ok dezavantaji bulunmaktadir (Faber & Strauss, 1999). Bu

dezavantajlar;

e Teorik verim %50 yi gegmemektedir.
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e Tepkime de doniisiim %50’ ye ulastiginda tepkimenin sonlandirilmasi gerekmektedir.
Bu durum enantiyomerik zenginlik i¢in gereklidir.

e Tepkime sonunda olusan subrastin iirlinden ayrilmasi zor olabilmektedir. Bunun i¢in ek
olarak saflastirma i¢in kromatografi gibi baz1 ek tekniklerinde kullanilmasi

gerekmektedir.

1.14. ENANTIiYOMERIK SAFLIK

Enantiyomerik saflik enantiyomerlerden birinin oranin1 ifade etmektedir. Genellikle %
olarak ifade edilir ve kisaca ee olarak gosterilmektedir. %100 ee oranina sahip bilesikler
enantiyomerik olarak saf olarak kabul edilirler. Ozel tepkime kosullar1 olusturulmadig: takdirde
laboratuvarda sentezlenen bilesikler genellikle rasemik karisim olarak elde edilirler. Dogada
tek basina veya bir atom ya da atom grubuna bagli olarak bulunabilen yapilar R-S izomerleri
halinde bulunabilmektedir ve bu izomerlerin biyolojik aktiviteleri farklilik gostermektedir. Bu
nedenle enantiyomerik saflik 6nem arz etmektedir. Bu durumun nedeni istenen etki ve
aktiviteye sadece enantiyomerlerden bir tanesi sahip olmasidir. Bu durum enantiyomerin

farmakolojik agidan tercih edilme nedenidir (Williams vd., 1998).

1.15. KIRAL SEKONDER ALKOLLERIN ONEMIi

Genel formiili R-OH seklinde olan bilesikler alkol siifi bilesiklerdir. Hidroksil
grubunun baglhh oldugu karbon atomunda ki H atom sayisima gore alkoller
siiflandirilabilmektedir. Bu smiflamaya goére Hidroksil grubunun bagli oldugu karbon
atomunda tek hidrojen atomu bulunduran alkoller sekonder alkoller olarak
adlandirilmaktadirlar. Kiral karbon atomu iceren alkoller optikce aktiftir. Optikge aktif olan

sekonder alkoller ilag Onciisii ve ila¢ etken maddesi olarak kullanilabilmektedir.

Stirekli gelisen yenilenen ilag¢ sanayisinde ise yeni yontemlerin ve yeni oncii ve etken
maddelerin saf olarak iiretilmesi dnem arz etmektedir. lag {iretiminde optikce aktif bilesiklerin
enantiyosaf olarak elde edilmesinin 6neminin fark edilmesinden sonra asimetrik sentez nem
kazanmustir. Kiral sekonder alkollerinde birgok ila¢ i¢in etken medde ve ila¢ Onciisii olarak
kullanildiklart bilinmektedir bu nedenle sekonder kiral alkoller ilag sanayisi bakimindan son
derece 6nemli kimyasallardir. Sekonder kiral alkoller hali hazirda ilag sanayisi basta olmak
tizere bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bu nedenden 6tiirii kiral sekonder alkollere ilgi ve talep
artmaktadir (Wanda & Agnieszka, 2004).

Enantiyomer ciftlerinin farkli biyolojik aktiviteye sahip oldugunun anlasilmasi {izerine

genellikle rasemik karigim olarak piyasada bulunan ilaglardan saf enantiyomer maddeleri igeren
12



ilaglara gecis yapilmistir. Bunun sonucunda kiral ilaglar tek enantiyomer icerecek sekilde

piyasaya siiriilmeye baglanmistir (Stileymanoglu, 2011).

Kiral yapida etken madde iceren bazi ilaglar enantiyomerlerin farkli biyolojik aktiviteye
sahip olmasindan dolay1 viicutta farkli etkilere neden olabilmektedirler. Ornegin penisilamin
viicutta agir metal zehirlenmelerinden dolay1 olusan semptomlarin giderilmesinde kullanilan
bir amino asittir. Bu amino asitin R ve S enantiyomerleri viicutta etkilere neden olmaktadir. S-
penisilamin agir metalleri viicuttan uzaklastirirken R- penisilamin korliige neden olabilmektedir

(Sekil 10).

NH, NH,
H,C OH H,C._ _A_ _OH

HiC sy o HiC sy o

Sekil 10: R ve S Penisilamin

Enantiyomerlerrin farkli 6zelliklere sahip olduklarina baska bir 6rnek iltihap giderici
olarak kullanilabilen ibuprofenin (S) izomeri etkin iken (R) izomeri ise etkisizdir. Bu ilacin
sadece (S) izomerini igeren ilag rasemat haline gére ¢ok daha hizli etki etmektedir. Hiper
tansiyon durumunun tedavisinde kullanilan bir ilag olan metildopa da ise sadece (S) izomeri
tedavi edici 6zellik tagimaktadir (Karadeniz, 2006) (Sekil 11).

o
HO
H;C
HO 3 NH,

Sekil 11: Metildopa'nin S enantiyomeri
Sonug olarak genelde optikge aktif bilesikler, 6zelde ise kiral sekonder alkoller ilag
Onclisii olarak veya ilac etken maddesi olarak kullanilabilmektedirler. Bu durum sekonder kiral

alkolleri 6nemli kilmaktadir.

Tablo 1: Baz1 Sekonder Kiral Alkoller ve Kullanim Alanlari

Kiral Sekonder Alkol Kullanim Amaci
oH Erken dogum onleyici ilaclarda
N
Ritodrin
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S Kan basinci diisiiriicii ilaglarda

Kalp yetmezIigi ilaglarinda

Metoprolol

OH Istah kesici ilaclarda
NH-

Fenilporopanolamin

1.16. ALAN YAZIN DERLEMESI

Kimya veya ilag sanayisinde saf enantiyomer maddelere olan gereksinim her gegen giin
artmaktadir. Bu gereksinim o6zellikle optik¢e aktif olan sekonder kiral alkollere olan ihtiyaci
artirdigindan bu alkollerin iiretilmesine yonelik sentez tepkimelerinin arastirilmasina
yonlendirmistir (Mloz Solano vd., 2012; Habulin & Knez, 2009). Ek olarak sekonder Kiral
alkoller tibbi olarak kullanima uygun 6n maddeler ve yapi taglar1 olarak kullanilabilmektedirler.
Bu tiir ilaglarda enantiyomerlerden biri arzu edilen etkiyi gosterirken diger enantiyomet etkisiz
kalabilir veya istenmeyen olumsuz etkilerin ortaya ¢ikmasina sebep olabilmektedir. Ilag
tretiminde iki enantiyomerin kombinasyonu tedavi i¢in yararl olabilir veya enantiyomerlerden
her birinin farkli bir terapotik etkiye sahip olabilir. Giinliik karbinoller, L- kloperastin ve
karbinoksamin dahil olmak iizere fizyolojik ve farmakolojik olarak 6nemli bir¢ok bilesik i¢in
yapi1 taslari olarak hizmet eder. Ayrica, 0kstiriik 6nleyici ve antiemetik 6zelliklere sahiptirler ve
Sekil 12'de gosterildigi gibi bronsiyal kaslar1 gevsettikleri rapor edilmistir (Schmidt vd., 2009;
Magnus vd., 2007; Wujkowska vd., 2017).
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Sekil 12: Bazi Biarilkarbinol Grubu Igeren ilaglar

Son yillarda enantiyosaf diarilkarbinollerin sentezlenmesi icin farkli yayinlar
yayinlanmigtir (Braga vd., 2008; Kim & Walsh, 2006). Bu biaril alkoller gesitli kimyasal
yontemler kullanilarak sentezlenmistir. Ornegin ketonlarin katalizér esliginde indirgenmesi,
enantiyose¢ici indirgenmesi veya aril niikleofillerin aldehitlere niikleofil olarak katilmasi ile
elde edilebilirler. Bu tepkimelerde katalizor olarak kullanilan difenil¢inko yontemin pahali
olmasina neden olmaktadir. Bu duruma ilaveten katalizorlerin ketonlarin enantiyosegici
tepkimelerinde gii¢lii reaksiyon kosullar1 ve yetersiz substrat olusturma gibi sakincalar1 da
vardir (Trost & Bartlett, 2015; Welch vd., 2001). Bu eksiklikler bu tiir tepkimelerin endiistriyel
Olcekte kullanimimi giiclestirmektedir. Kimyasal katalizorlerin toksik etkisi ve reaksiyon
kosullarinin siddetli etkileri géz 6niine alindiginda biyokatalizorlerin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir

ve kimyasal katalizorlere alternatif olarak kullanilabilirler.

Ilaglarin optikge aktif enantiyossecimli tepkimelerinde kiral ajan olarak biyokatalizdrler
veya kemokatalizorler kullanilabilmektedir (Ghanem & Aboul-Enein, 2004). Bu amag
dogrultusunda genellikle tek enantiyomerli bir sentez sagladiklar1 i¢in mikroorganizmalar ya
da bazi enzimler katalizor olarak kullanmilmaktadir. Bu sekilde biyolojik katalizorlerin

kullanildigi ¢alismalar yer almaktadir (Kurbanoglu vd., 2007).

Tablo 2: Biyokatalizorler ile Kimyasal Katalizorlerin Kargilagtirilmasi

Avantajlari Dezavantajlari

Genellikle daha verimlidirler. Substrat ve iiriin inhibisyonuna
duyarhdirlar.

Modifiye edilebilirler. Bu sayede se¢icilik ve  Coziicli genellikle sudur. (Yiiksek kaynama
kararlilik ve aktiviteleri artirilabilir. noktas1 ve buharlasma 1s1s1)
Daha segicidirler. (Kimyasal ve bolgesel Enzimler dogada bir enantiyomerik formda
secicilik.) bulunurlar.
Iliml1 reaksiyon kosullarina sahiptirler. Enzimler alerjik reaksiyonlara sebep
(Diistik sicaklik uygun Ph kosullari.) olabilirler.
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Cevre dostudurlar. Cevreye zarar verirler.

Kiral sekonder alkol iiretiminde kullanilan biyotransformasyon yontemlerinin, katalitik
kimyasal tekniklere gore bir dizi avantaji vardir; Ornegin, agir metal katalizorlerin
kullanilmamasi1 ve daha diisiik reaksiyon calisma kosullart (ortam basincit ve sicakligl)
olusmasini saglar (Thomas vd., 2002; Sheldon & Woodley, 2017). Prokiral ketonlarin rasemat
¢Ozlinlirligli veya asimetrik indirgenmesi, biyokatalitik tekniklerin iki yaygin endiistriyel
uygulamasidir. Ideal olarak miikemmel enantiyometrik safliga ve yiiksek verime sahip tek bir
enantiyomer ireten asimetrik indirgenme tepkimesinin aksine, bir rasemik karigim
¢oziindiigiinde %50 oraninda istenmeyen enantiyomer barindirmaktadir (Ranjan vd., 2017).
Daha sonra, kiral sekonder alkoller, izole edilmis enzimler tarafindan iiretilebilir. Ancak
enzimlerin saflastirilmast ve NADPH gibi kofaktorlerin indirgeme maliyetinin yiiksek olmasi
bu islemi elverissiz kilmaktadir. Bu dezavantajlar, ¢ok miktarl ticari sentezlerde saf enzim
kullanimini kisitlamaktadir (Hepworth vd., 2017; Vitale vd., 2018).

Biyokatalizorler, farkli enzimler kullanilarak elde edilebilirler bu enzimler bitki, hayvan
veya fakli mikroorganizmalar kullanilarak izole edilerek elde edilebilirler. izole edilen bu
enzimlerin tekrar tekrar elde edilmesi miimkiindiir. Bu biyolojik katalizérler ¢cevre dostudurlar
yani dogada kolayca pargalanabilmektedirler (Nakamura vd., 2003). Biyolojik katalizorler
izomerizasyon ve rasemizasyon gibi istenmeyen reaksiyonlarin olugsmasini engellerler. Ayni
zamanda segici olduklarindan substratta belli bir bolgeyi katalizleme o6zelligine sahip

olduklarindan enantiyosegicilikleri oldukga yiiksektir (Wu & Liang, 1999).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda tek hiicreli canlilar, bitki ve hayvan hiicrelerinden elde
edilen kiiltiir ortamlarindan saglanan enzimlerinde biyokatalizor olarak kullanildigi, prokiral
ketonlarin biyokatalizor esliginde indirgenmesi lizerine farkli tepkimeler iizerinde ¢aligmalar

yapilmistir.

Yang ve ¢alisma arkadaslarinin yaptig1 bir calismada (2006) Rhodotorula sp. AS2.2241
hiicreleri kullanilarak prokiral ketonlarin asimetrik indirgenme tepkimeleri sonucunda sekonder
alkolleri elde etmislerdir. Mikroorganizma kullanilarak yapilan indirgenme tepkimelerinde,
farkli aromatik ketonlarin ve asetil piridinlerin (>%97 ee) indirgenmesinde yiiksek aktivite ve
enantiyosegicilik gosterirken, alfa ve beta keto esterlerin indirgenmesinde orta ila yiiksek
enantiyoseg¢icilik gostermislerdir. Rhodotorula sp. AS2.2241 hiicreleri kullanilarak 2-bromo-1-

(4-nitrofenil) etanon’un asimetrik indirgemesi sonucu elde edilen (R)-(2-bromo-1-4-nitrofenil)
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etanol 97% ee oraninda sentezlenmistir (Sekil 13). Bu sentez tepkimesi sekonder alkollerin
yiiksek enantiyosecicilikte ve aktivitede biyokatalizor esliginde sentezlenebilecegini ve

tiretilebilecegini ortaya koymustur.

(o) Rhodotorula sp. AS2.2241 OH

R "R R "R

(0} OH OH

Br  Rhodotorula sp. AS2.2241 Br  i-PrNH, H
-
A 5 T
O,N O,N O,N

2 2 2

Sekil 13: (R)-2-Bromo-1-4-4- Nitrofenil Etanon'un Asimetrik Sentezi
Baska bir calismada Kumaraswamy ve calisma arkadaslari yaptiklar1 aragtirmada farkl
prokiral ketonlar1 kullanarak (2003) Phaseolus aureus L biyokatalizorii esliginde asimetrik

indirgenmesinin olustugu tepkimeleri gergeklestirmislerdir (Sekil 14).

fo) Soaked Phaseolus aureus L OH
(green grams)
water, 10-15 °C, 24s ©/'\

Sekil 14: Phaseolus Aureus L Biyokatalizorii ile Sekonder Alkol Eldesi

Bu yontem ile ¢evre icin zararli olmayan ¢evre dostu biyokatalizorler kullanilarak
sekonder alkoller elde edilmislerdir. Phaseolus aureus L bakterisinin asimetrik indirgenme
reaksiyonlarinda enantiyosegici olarak kullanilabilecegini kesfetmislerdir. Phaseolus aureus L
bakterisinin kullanilarak olusturulan tepkimelerin daha yiiksek verimli oldugu ve alisila gelen
kimyasal girdilerden veya mikroorganizmalardan daha az istenmeyen madde iirettigini
saptamiglardir. Tepkime sonucunda optik olarak aktif alkollerin yiiksek miktarli tiretimi i¢in bir
yontem denenmistir ve basarili sonuglar elde edilmistir (Tablo 3). Phaseolus aureus L’nin ilag
tiretimi agidan 6nemli prokiral ketonlarin indirgenmesi gergeklestirilecek tepkimeler igin uygun
bir biyokatalizor oldugu belirtilmistir.

Tablo 3: Phaseolus Aureus L Biyokatalizorii ile Farkli Prokiral Ketonlarm Secimli
Indirgenmesi

Substrat Uriin Zaman(saat) % ee % verim
o) OH

S AN
O O O O 24 85(S) 28
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O OH
m 24 98(S) 48
(@] OH
©)K/ ©/V 24 80(S) 50
(@) OH
0] OH

Q)\ 24 90(S) 28
H,CO

I
)
O
o
° E

OH
J@)\ @2\ 24 72(S) 23
HO HO
(0] OH
J@)\ Q)\ 24 95(S) 51
H5;C H5;C
(0] OH
/O)J\ Q)\ 24 87(S) 45
F F
(0] OH
ﬁ Q)\ 24 90(S) 50
Cl Cl
O OH
(j)k ©)\ 24 84(S) 52

Baska bir ¢alisma da Patel ve calisma arkadaslar1 (2004) yaptiklari bir ¢alisma ile 2-
brom-4-floro Asetofenon’un mikroorganizma esliginde asimetrik indirgenmesini yapmislardir.
Mikroorganizma katalizorliigiinde 2-bromo-4-floro asetofenon’un asimetrik indirgenmesi
sonucunda enantiyosegici olarak (S)-1-(2-bromo-4-floro fenil) etanolii elde etmislerdir (Sekil
15).
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Sekil 15: 2-Bromo-4-Floro Asetofenon'un Asimetrik indirgenmesi

Pichia, Saccharomyces gibi hamur islerinde kullanilan mayadan eclde edilen bazi
bakteriler kullanilarak sekonder kiral alkoller elde edilmistir. Bu mikroorganizmalarin
kullanildig1 sentez tepkimeleri ayri ayri incelenerek bu tepkimelerin doniisiimleri ve
enantiyomerik asirilik degerleri arastirilmistir (Tablo 4). Bu indirgenme tepkimeleri belirli
kosullarda gerceklestirilerek bu kosullarda kullanilan bakteri tiiriine gore tepkimelerin ee ve

doniisim miktarlart ortaya konmustur (Tablo 4).

Tablo 4: 2-Bromo4-Floro Asetofenon'un Biyokatalitik Indirgenmesi

Mikroorganizma Tiirii % doniisiim Orani % ee
S.cerevisiae SC13902 93 99
S.paucimobilis SC16113 100 99
P.silvicola SC 16159 99 99
P.capsulata SC16306 100 99
P.stiptis SC 13863 99 99
P.pinus SC13864 100 99
P.methanolica SC13860 100 99
P.anomala SC16142 100 99
N.salmonicolor SC 6310 100 99
C.sonoronsis SC16117 100 99
C.guilliermondi SC 13861 100 99
C.boidinii SC13821 100 97
C.utulis SC 13983 99 99
C.parapsilosis SC 16346 98 97
R.gulutinis SC 16267 100 99
H.fabianii SC 13894 94 99

Tablo 4’ten de anlasilacag1 iizere Pichia, Saccharomyces, Candida, Hansenula,
Rhodotorula mikroorganizmalarinin  kullanildigr  tepkimelerde yiiksek doniisim ve

enantiyosegicilik saglanmstir.
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Mandal ve calisma arkadaslar1 ise yaptiklar1 ¢alismada (2004) Asetofenon dan elde
edilen tiirevi bilesiklerinin enantiyosecimli olarak indirgenmesini farkli biyokatalizorler
esliginde gergeklestirmislerdir. Arastirma sonucunda elde etikleri verilere gore Trichothecium
sp.’nin %93,5 enantiyosecimlilik ve %85 doniisiim orani ile en iyi biyokatalizér oldugunu
belirlemislerdir. Trichothecium sp.’den sonra yiiksek sonuglar1 veren biyokatalizor Aspergillus
oryzae NCIM 649 biyokatalizorii olmustur. Bu biyokatalizor %81,5 enantiose¢imlilik ve %100

doniisiim sonuglarini vermistir (Tablo 5).

Tablo 5: Asetofenon'un Farkli Mantar Tiirleri ile Indirgenmesi

Fungus saat %ee %Doniisiim
Fusarium oxusporum NCIM 1282 48 72(S) 100
Verticillum AAT-TS-3 48 41(R) 78
Fusarium sp. NCIM 1075 24 51(R) 25
FFusarium sp. NCIM 1075 48 67(R) 100
Aspergillus oryzn NCIM649 48 81(R) 100
Trichort hecium sp. 72 93(R) 85

Adlercreutz (1991) yaptig1 ¢alismada asetik asitin alt1 farkli bakteri susunu kullanarak
ketonlarin stereosecici olarak indirgenme tepkimelerini katalizleme yeteneklerini incelemistir.
Yaptig1 incelemede Gluconobacter oxydans DSM 50049 ve Acetobacter aceti DSM 2002
bakterilerinin ketonlarin stereosecici indirgenmesini katalizlenme etkilerinin kayda deger bir
sekilde yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Bu bakteri kiiltiirlerinden elde edilen
biyokatalizorlerin her ikisini de kullanarak 12 adet ketonun tamamini >%94 enantiyomerik
asirilik derecesinde (S)-alkollere indirgenmistir. Bu bakteriler disinda Acetobacter aceti DSM

2002 bakterisinin yiiksek diizeyde biyokatalizor etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 6).
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Tablo 6: Ketonlarm Farkli Asetik Asit Bakterisi ile Indirgenme Degerleri

Uriin G.oxydans A.aceti A.aceti A.pasteurianus A.perexydans
DMS50049 DMS2002 DMS 2003 DMS 2004 DMS2347
(S)-2-Metil pentanol 94 94 42 72 91
(S)-2-Hekzanol 95 96 13 45 85
(S)-2-Oktanol 94 91 45 69 56
(S)-3-Metil Biitanol 99 11 74 98 64
(S)-3,3-Dimetil 2- 97 49 86 39 29
Biitanol
(S)-1-Siklohakzanol 95 94 76 81 66
(S)-4-Fenil 2- 81 94 82 90 50
Biitanol
(S)-1-Feniletanol 99 92 75 94 66
(S)-1-Fenil 1- 97 96 48 90 93
Propanol
(S)-3-Heptanol 88 96 61 81 72
(S)-3-Nonaol 93 94 24 89 77
(S)-4,4-Dimetil 89 97 - 85 88
2-Pentanol

Gelo-Pyjic ve arkadaslar1 2006 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada 6zellikleri bilinen bazi
mikroorganizmalar arasinda bulunan, Pichia, Saccharomyces ve Lactobacillus kefir
mikroorganizmalarini biyokatalizor olarak kullanilarak 1-[3,5-bis(triflorometil)fenil] etanonun
enantiyomerlerinin tercihli indirgenmesi i¢in iki farkli iki metot kullanmiglardir. Bu tepkimede
hidrojen transferi ile ketonlarin indirgenmesi ile ketonlarin asimetrik indirgenmesi
biyokatalizor esliginde yapilmistir. Ve kullanilan bu iki metodun kiyaslamasin1 yapmislardir.
Kullanilan bu iki yeni metot ile 1-[3,5-bis(triflorometil)fenil] etanon R ve S alkole
indirgenmistir. Elde edilen her iki enantiyomer de ee orani ve tepkime verimi yiiksek olarak
gerceklestirilmistir. Kullanilan bu metottun uygulanabilir yeni bir metot oldugunu ortaya
koymusglardir (Sekil 16).
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Sekil 16: 1- [3,5-Bis (Triflorometil)Fenil] Etanonun Kimyasal ve Biyokatalizor ile Idirgenmesi

Andrade ve arkadaslari tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada (2006) farkli bitki kokleri

katalizor olarak kullanilmis ve asetofenon tiirevlerinin bu biyokatalizorler esliginde

indirgenmesini gergeklestirmislerdir. Kiral R ve S alkoller %98 varan ee¢ oranlarinda elde

edilmislerdir. Yaptiklar1 bu ¢aligmada reaksiyon kosullarini bitki hiicresini 0.25 g/mL oraninda

igceren sulu ¢ozelti biyo katalizor olarak kullanilmis, asetofenon derisimi 10 mM olarak alinmas,

sicaklik 32 °C, karistirma hizi 160 rpm olarak belirlemislerdir.

Tablo 7: Asetofenon'un Farkli Bitki Kéklerinden Elde Edilen Biyokatalizérler ile Indirgenmesi

Bitki Hiicresi Reaksiyon siiresi(Giin) % Doniisiim %ee
Allium 3 5 >08,S
Schoenoprassum
Arctium lappa 3 8 8,S
6 21 58,S
Arracacia 3 44 91,S
Xanthorrhiza 6 91 66,S
Beta vulgaris 3 65 61,R
6 83 87,R
Colocasia esculante 3 24 50,S
Brassica rapa 4 4 99,S
6 10 99,S
Dioscorea alata 3 30 94,S
6 47 94,S
Manihot esculante 3 13 29,R
6 14 31,R
Solanum tuberosum 3 3 24.R
6 5 7,5
Zingiber officinale 3 8 >08,S
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6 8 >98,S

Tablo 7 incelendiginde tepkime siiresi uzadiginda enantiyomer asirilikta genellikle bir
diisiis oldugu gozlenmektedir. En olumlu sonuglarin Arracacia xanthorrhiza bitkisininin
koklerinden elde edilen biyokatalizor ile saglandig1 da anlasilmaktadir. Yaptiklar: bu ¢calismada
kimyasal katalizorlere alternatif dogal bitkilerden elde edilen katalizdrler kullandiklari i¢in bu

reaksiyonlarin ¢evre dostu olarak gerceklestiklerini de gostermislerdir.

Kurbanoglu ve arkadaslar1 yapmis olduklar1 ¢alismada (2007) bazi bitki 6rneklerini
kullanarak saflagtirdiklar1 Alternaria alternata EBK-4 mantarin1 biyokatalizér olarak
kullanmislardir ve aseto fenon tlirevlerinin asimetrik indirgenme reaksiyonlarini
gerceklestirmislerdir. Tepkimenin gerceklestigi kosullarin optimizasyonunu yaparak asagida

verilen tepkimeyi gerceklestirmislerdir (Sekil 17).

Yapilan optimizasyonda tepkimenin optimizasyon kosullarmi pH:6, sicaklik 28 °C,
calkalama hizin1 150 rpm ve reaksiyon siiresini 26 saat olarak belirlemislerdir.
Gergeklestirdikleri tepkimede asetofenon tiirevinin verimini %86 ve ee %99 olarak

bulmuslardir.

0 OH
CH, Alternaria alternata EBK-4 CH,

\J

pH 6, 28°C, 26 s, 150 rpm

verim: %86 ee >%99

Sekil 17: Alterneria Alterna EBK-4 Biyokatalizorii ile Asetofenon'un Asimetrik indirgenmesi

Alternaria alternata EBK-4 mantar1 biyokatalizor olarak kullanilarak reaksiyon
katalizlenmis ve asetofenon 1-feniletanole yiiksek enantiyomerik saflikta indirgenmistir.
Alternaria alternata EBK-4 katalizorii ile optimize edilmis sartlarda ketonlar ilgili alkollere

%99 ee ile doniisiimii saglanmistir.

Colak ve arkadaglar yaptiklar1 calismada (2019) asetofenonun indirgenmesinde laktik
asit bakterisi olan Lactobacillus senmaizukei'nin bakterisini biyokatalizér olarak kullanilmis ve
ph, sicaklik ve ¢alkalama siiresi gibi optimizasyon kosullarin1 Response Surface Methodology
(RSM) yontemini kullanarak belirlemislerdir (Sekil 18). Tepkime kosullarinin optimize
edilmesinin nedeni her zaman ki gibi yiiksek ee ve donisiim oraninin elde edilebilmesi

amaglanmasindandir.
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Sekil 18: Asetofenon'un RSM Optimizastonu ile Biyokatalitik Indirgenmesi

Lactobacillus senmaizukei biyokatalizorii ile indirgenme gergeklestirirken bu reaksiyon
icin gerekli olan optimum kosullar1 sicaklik 25°C, inkiibasyon siiresi 72 saat, pH 5.25 ve
calkalama hizi 100 rpm olarak RSM yo6ntemi kullanilarak optimizasyon saglanmistir. RSM

yonteminin optimum kosullar1 belirleme de kullanilabilecegini gostermislerdir.

Kazanci ve arkadaslar yaptiklari ¢alismada (2016) kurutularak dondurulmus havugtan
elde ettikleri biyokatalizorii bazi aldehit ve ketonlarin asimetrik indirgenme tepkimelerinde
kullanimini incelemislerdir (Sekil 19). Tam hiicrelerin bu asimetrik sentez tepkimelerinde
dehidrogenaz kaynagi olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir. Biitiin bitki hiicresi ile prokiral
ketonlar1 indirgeyerek sekonder alkolleri elde etmek igin biyokatalizorlii prosesleri arastirilmis
ve ylksek ee elde edebilmek icin gerekli olan reaksiyon kosullarini incelemislerdir. RSM
yontemi ile reaksiyon kosullarinin optimizasyonunu yaparak bitkilerden elde edilen

biyokatalizorler — ile  reaksiyonu  katalizlenerek  bu  indirgenme  tepkimelerini

gerceklestirmislerdir.
o OH OH
ADH T
Iij)K Plant cells ©/'\ ©/\

Sekil 19: Havug Biyokatalizorii ile Asetofenon'un indirgenmesi

Kurutularak dondurulan havuglarin prokiral ketonlarin asimetrik indirgenmesinde
biyokatalizor olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir. Optimizasyon kosullarini belirlemek
icin RSM yontemini kullanarak reaksiyon verimliligi, donlisiimii iizerinde etkili olan subrat
miktar1, tepkimenin gerceklesme zamani, pH ve sicaklik gibi etkenlerin tepkime {izerinde ki
etkilerini incelemislerdir. En uygun reaksiyon kosullarin1 48 saat siire, Immol madde miktari,
33°C sicaklik ve pH 7 olarak belirlemislerdir. Bu kosullarda gerceklesen reaksiyon sonucunda

ee ve doniisiim oranini sirasi ile >%99 ve >%>58 olarak bulmuslardir.

Soyer ve arkadaslari ise yayinlamis olduklart arastirmada (2010) 1-fenil-1-propanoliin

tepkime kosullarint RSM yontemini kullanarak optime ederek enantiyosegici olarak tiretimi
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tizerinde arastirmalar yapmuslardir. Katalizor olarak Candida antartica kullanilarak reaksiyon
kosullart RSM yontemi ile optime edilmistir. Yiiksek yiizdede enantiyomerik asirilik igin
Candida antartica enzimi igin reaksiyon kosullar1 optime edilerek %83 olan ee oran1 %91

oranina yiikseltilmistir.

Goretti ve arkadaslar1 (2012) yapmis olduklar1 bir g¢alismada ise Cryptococcus
gastricus'un  hiicreleri  kullanilarak  (4S)-(+)-Karyonun  asimetrik  indirgenmesini
gerceklestirmiglerdir. Cryptococcus gastricus biyokatalizorii igin optimum kosullar RSM
yontemi ile belirlenmistir.  Cryptococcus gastricus esliginde  (4S)-(+)-Karyonun
biyoindirgenmesi (>%95) yiiksek oranda gergeklestirilmistir. Biyoindirgenme sonucunda

verimi artirmak i¢in reaksiyon kosullarinin optimize edilmesi lizerinde ¢alismislardir.

Bin Halmi ve arkadaglar ise yaptiklar1 ¢calismada (2016) RSM yontemini kullanarak
optimizasyon yontemi ile Serratia sp susunun tepkime kosullarini optime ederek alt1 degerlikli

molibdenin biyoindirgenmesini gerceklestirmislerdir.

Yapilan calismalarda biyokatalizorlerin reaksiyonlari yiiksek verim ve ee de
katalizledikleri goriilmektedir. Tek hiicreli biyokatalizorler enzimlere gore daha ucuz olmasi ve
daha kararli yap1 gostermeleri bakimindan izole edilmis enzimlere gore daha tercih edile
bilirdirler. Ek olarak tam hiicreli biyokatalizorlerin kullanimi, kofaktor ilavesini ve enzim
saflastirma gerekliligini de 6nlemektedir (Mandan vd., 2004). Kiral biaril sekonder alkoller
farmasotik madde olarak kullanilabilmektedir bu durum sekonder alkollerin 6nemini
artirmaktadir. Kiral Biaril sekonder alkoller fizyolojik olarak aktif olan bir¢ok farmasétik
maddenin iiretilmesinde ¢ikis maddesi ve ara madde olarak kullanilmaktadirlar (Devalie vd.,
2001; Klaholz vd., 2000). Ayrica biiyiikk molekiillii prokiral ketonlarin biyokatalizorler
esliginde indirgenmesi son derece segici ve verimlidir (Moore vd., 2007; Zhu & Hua, 2006;
Lavevdera vd., 2008; Truppo vd., 2007). Bu duruma ek olarak birgok diaril ketonun farkli
biyokatlizorler esliginde biyoindirgenmesi gergeklestirilmistir. Bu tepkimeler iyi bir segicilikle
gerceklestirilmistir ancak bu tepkimeler hala sinirli sayidadir (Salvi & Chattopadhyay, 2001,
Lee vd., 2015; Takemoto & Tanaka, 2001). Ayrica biiyiik hacimli substratlarin biyokatalizorler
esliginde indirgenmesi zordur (Wang, vd., 2018; Lavendera vd., 2008).

Daha sonra, Sporobolomyces ile mutan enzimleri kullanilarak yiiksek doniisiim ve
secicilikte diaril ketonlar indirgenerek sekonder kiral alkoller elde edilmistir. Ancak bu
sonuglarin elde edilmesi igin pahali olan saf enzimler ve kofaktorler kullanilmistir (Li vd.,
2009). Ayrica Candida zeylanoides biyokatalizor olarak kullanilmis ve diisiik gram dlgeginde
%99 enantiyomerik fazlalikta ¢esitli hacimli substratlar indirgenmistir (Sahin, 2020).
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Kiral 1-(4-metoksifenol) etanol, ilag¢ iiretiminde ara {iriin olarak kullanilabilen ¢ok
onemli bir sekonder alkoldiir. Ek olarak loratadin, (S)-1-(4-metoksifenil) etanol ve
difenilhidramin hidrokloriir gibi alerjik durumlarda kullanilan ilaglarin {iretimi i¢in 6nemli bir
oncii iken (R)-1-(4-metoksifenil) etanol, ibuprofen gibi anti-enflamatuvar ve analjezik ilaglarin
tiretiminde kullanilan ¢ok 6nemli bir ¢ikis maddesidir (MacLellan & Clayden, 2011; Brondani
vd., 2012; Llona-Minguez vd., 2015). Bu sebeple kimyasal katalizérler esliginde veya
biyokatalizorler esliginde enantiyosaf olarak sentezlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Kimyasal
katalizorler esliginde yapilan sentezlerin ¢evre kirliliklerine neden olmasi ayrica bu sentezler
sonucunda triinlerin saflastirllmasinda yasanan zorluklar kimyasal katalizorlii tepkimelerin
siirliliklart arasindadir. Enzimatik yontemler ise yiiksek enantiyosegicilik ve daha yumusak
reaksiyon sartlari nedeniyle daha fazla tercih edilmektedir. Bitkilerden elde edilen hiicre
kiiltiirleri, mikrobiyal hiicreler ve ketoreduktazlar gibi farkli biyokatalizérler 4-
metoksiasetofenonun (S)-1-(4-metoksifenil) etanole enantiyosegici olarak indirgenmesi igin
uygulanmistir (Lou vd., 2009; Wei, Liang vd., 2009). 4-metoksiasetofenonun biyokatalizor
esliginde asimetrik indirgenmesi sonucunda enantiyomerik olarak saf 1-(4-metoksifenol) etanol
eldesine dair bazi ¢alisma yayilar1 bulunmaktadir (Zong vd., 2009; Lou vd., 2009). Yapilan
bu aragtirma c¢alismalarinda orta diizeyde bir enantiyo secicilik ile ilag Onclisii olarak
kullanilabilecek ilgili kiral sekonder alkoller elde edilmistir. Hatzakis ve arkadaslar1 yaptiklar
calismada rasemik karisimdan (R)-1-(4-metoksifenil) etanol'ii biyokatalizor varliginda kinetik
reziilisyon ile biyokatalizor esliginde (R)-1-(4-metoksifenil) etanol'ii %88 enantiyomerik
asirilik ve %18 gibi olduke¢a diisiikk oldugu sdylenebilecek bir verim ile elde etmislerdir
(Hatzakis & Smonou, 2005). Bitki hiicre kiiltiirleri yine bir¢ok indirgenme tepkimesinde
biyokatalizor olarak kullanilmistir (Kumaraswamy & Ramesh, 2003; Maczka & Mironowicz,
2004). Mikrobiyal hiicreler bazi ¢alismalarda biyokatalizor olarak kullanilmis ve verim ve ee
ile ilgili degerler ortaya konmustur (Salvi vd., 1995; Homann vd., 2004; Utsukihara vd., 2006;
Yang vd., 2006) ve ketoreduktazlar bazi indirgenme tepkimelerini katalizlemek igin
kullanilmiglardir (Wendlausen vd., 1998). Biyokatalizorlerin katalizor olarak kullanilarak 4'-
metoksiasetofenonun, (S)-1-(4-metoksifenil) etanol'e biyokatalitik asimetrik indirgenmesi ile
ilgili ¢esitli ¢alisma yayinlart literatiirde yer almaktadir. Ancak bu calismalarda elde edilen
maksimum substrat doniisiimii istenilen diizeyin olduk¢a altinda gergeklesmistir (< %62,3).
Yayinlanan g¢alisma raporlarinin birgogunda enantiyomerik asirilik %77 den daha kiigiik
¢ikmistir. Fusarium caucasicum 18791 ve Aspergillus niveus 12276 biyokatalizorleri esliginde
yapilan ¢alismalarda ee > %99 ¢ikmistir ancak bu tepkimelerde verim oldukca diisiik ¢ikmistir
(verim < %20).

26



Literatiirden de goriilecegi lizere diaril ketonlarin 6zellikle ilag dnciisii olarak kullanilan
(4-Klorofenil) (fenil) metanon‘un (1) biyokatalizor esliginde asimetrik indirgenmesini igeren
calismalar halen sinirhidir. Ayrica, substratin doniisiimii, tirinliin enantiyomerik fazlahigi ve
verimi bu kosullardan etkilendigi i¢in tepkimenin gergeklestigi kosullar biyokatalizor esliginde
indirgeme i¢in optimize edilmelidir. Yapilan arastirmalar incelendiginde 6zellikle son yillarda
yapilan ¢alismalarda genellikle ¢esitli matematiksel yontemlerin tepkime kosullarini optimize
etmek icin kullanildigi goriilmektedir. Tepkime kosullarinin optimizasyonunda kullanilan
geleneksel yontemlerin pahali olma, zaman alict olma gibi dezavantajlarinin oldugu
goriilmektedir. Ayrica geleneksel yolla yapilan optimizasyon yontemlerinde tepkime igin
gerekli olan ortam kosullar1 birbirinden bagimsiz olarak tek tek belirlenmektedir. Matematiksel
yontemlerde optimum kosullarin ayni anda belirlenmesi amaca ulagmak i¢in nispeten daha kisa
zaman alacagindan matematiksel yontem ile optimizasyon geleneksel yolla yapilan
optimizasyon tekniklerine gore daha kullanish oldugu goriilmektedir. Bu sebeple tepkimenin

optimizasyon kosullari matematiksel bir yontem kullanilarak belirlenmesi avantajlidir.

Endiistriyel olarak biyokatalizorlerin kullanimi ¢evre agisindan kirlilik olusturmamalari,
ozellikle kiral ajanlarin segici olarak elde edilmesinde kullanilmasi biyokatalizorlerin
kullanimin1 6nemli kilmaktadir. Optikge aktif bilesiklerin liretilmesin de tepkime kosullarinin
optime edilmesi son derece biiyiik 6nem tasimaktadir. Optimize edilmis kosullarda ee ve
doniisiim daha yiiksek olarak gerceklesmektedir. Farmasotik madde Onciisii olarak kullanilan
1’in biyokatalizor esliginde indirgenmesi igin uygun katalizorlerin gelistirilmesi ve bu
tepkimenin gerceklestigi kosullarin optimizasyonu i¢in yeni yontemlerin kullanilmasi da

tepkimenin verimliligi ve doniisiimii yilikseltilmesi bakimindan énemlidir.
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IKiINCi BOLUM

2. YONTEM

Bu yiiksek lisans tez c¢alismasinda Lactobacillus paracasei BD101 bakterisi
biyokatalizor olarak kullanilarak (S)-(4-klorofenil) (Fenil) Metanon’un (1) asimetrik
indirgenmesi gergeklestirilerek ilag Onciisii olarak kullanilabilen (S)-(4-Klorofenil) (Fenil)
Metanol’iin ((S)-2) elde edilmesi amaglanmistir. Ayrica bu sentez tepkimesinin optimum
kosullarinin belirlenmesin de matematiksel bir yontem olan kompozit tasarim tabanli
optimizasyon yontemi kullanilarak bu ydntemin optimum kosullarin belirlenmesinde ki

uygunlugu arastirilmistir.

0 OH OH
Lactobacillus paracasei BD101
rotatable composite design-based O O +
Cl optimization cl Cl
1 (S)-2 (R)-2

Sekil 20: Lactobacillus paracasei BD101 Bakterisi ile (S)-(4-Kloro fenil) (fenil) Metanon'un
Asimetrik Indirgenmesi

2.1. MALZEMELER VE YONTEM

Cikis maddesi olarak kullanilan substrat ve kiiltiir ortam1 (MRS) gibi malzemeler ticari
tedarikgilerden temin edilmistir. Reaksiyonun ilerlemesini takip etmek igin TLC (ince katman
Kromatografisi) kullanilmigtir. Kiral bir dedektoér igeren Agilent 1260 HPLC (Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi) sistemi kullanilarak ee’ler belirlendi. Bellingham+Stanley
ADP 220 polarimetrisi, tiriiniin spesifik optik dontisiimiinii 6lgmek igin kullanildi. Rasemik
alkol 2 substrat 1’in MeOH i¢inde NaBHj4 ile indirgenmesi sonucunda elde edildi. NMR
analizleri Buruker (400 MHz) ile yapildu.

2.2. BIYOKATALIZOR

Bu arastirmada kullanilan bakteri tiirii Lactobacillus paracasei BD101, daha 6nce
tahildan elde edilen fermente boza i¢eceginden izole edilmisti. Literatiirde ifade edilen izole
yontemine gore biyokatalizor elde edildi, kurutuldu ve saklandi (Dertli vd., 2016).

2.3. DENEYSEL UYGULAMA

Lactobacillus paracasei BD101 tarafindan (S)-(4- klorofenil) (fenil)metanol iiretimi

icin genel bir prosediir hazirlanmigtir. 100 mL MRS brot ile 250 mL erlen mayer igerisine kuru
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Lactobacillus paracasei BD101 (20 mg) ilave edildi ve karisim 37 C de iki saat ¢alkaland
(120 rpm). Ayrica reaksiyon ortaminin pH'si, 1IM’lik HCI ¢ozeltisiyle 5.85'e ayarlandi ve
ardindan karisim, ayni sekilde iki saat daha karistirildi. Daha sonra tepkime karisimina 1 mmol
1 (%2 oraninda Etanolde ¢oziinmiis olarak) ilave edildi ve 37 'C de 120 rpm'de 71 saat
karistirildi. Daha sonra karisim santrifiij edilerek sivi kisim ayrildi. Sivi faz etil asetet ile
ekstrakta edildi. Az miktarda ham iiriin, kiigiik bir silis kolonundan siiziildiikten sonra, doniistim
ve ee degerlerini belirlemek igin kullanildi. Daha sonra ham iiriin, etil asetat: heksan (05:95)
¢Oziicii karigimi ile kolon kromatografisinde saflastirildi. Ardindan, iirlinii karakterize etmek
icin NMR analizi yapildi. Optik c¢evirme acis1 literatiir ile Kkarsilastirilarak mutlak
konfigiirasyonlarini tespit etmemiz saglandi. Alkol pikleri ile keton pikleri ile karsilastirilarak
reaksiyonun doniisiimii belirlendi. Biyokatalizor kullanilmadan yapilan denemelerde iiriin elde

edilememistir.

(S)-(4- klorofenil) (fenil)metanoliin gram O6l¢eginde elde edilmesi: Lactobacillus paracasei
BD101 tarafindan (S)-(4- klorofenil) (fenil)metanoliin gram 6lgekli iiretimi i¢in de prosediir
hazirlanmistir. 1000 mL MRS brot igeren 5 L erlen mayer i¢ine kuru Lactobacillus paracasei
BD101 (200 mg) ilave edildi ve karisim 37 'Ciki saat ¢alkalandi (120 rpm). Ayrica reaksiyon
ortaminin pH'", 1M’lik HCI ¢6zeltisiyle 5.85'e ayarlandi ve karisim, ayn1 sekilde iki saat daha
karistirildi. Daha sonra reaksiyon karigimina 65 mmol 1 (%2 Etanolde ¢6ziinmiis olarak) ilave
edildi ve 37 'C 120 rpm'de 71 saat karistirldi. Doniisiim, ee ve saflastirma yukarida belirtildigi
gibi gergeklestirildi. Uriiniin karakterizasyonu, ee'si ve substratin doniisiimii yukarida tarif

edildigi gibi yapildi.

(S)-(4-klorofenil) (fenil)metanol ((S)-2) (Karthikeyan & Jeganmohan, 2010). Sar1 yag,
izole edilmis verim %97, 'H NMR (400 MHz, CDCls) 8 = 7.36-7.26 (m, 9H), 5.80 (s, 1H), 2.45
(s, 1H); ** NMR (100 MHz, CDCl3) 8 = 143.4, 142.2, 133.3, 128.6, 128.6, 127.9, 126.5, 75.6;
[4] 0?* = +19.1 (c 0.8, CHCI3), ee > %99; [Aydinlatilmis. [6]p?* = (S)-enantiomerin * 93 ee'si
icin +17.9 (¢ 0.8, CHCI5)]; HPLC, kiral AD -H siitunu, n -heksan/ i -PrOH, 90:10, akis hizi=1
mL/dak, 254 nm, tr (S) 11,7 dak. Ayrica keton 1 HPLC analiz kosulu alkol (S)-2 ile aynidir ve

substrat tutma suresi 7.0 dakikadir.

2.4. KOMPOZIT TASARIM TABANLI OPTiMiZASYON

Reaksiyonun optimum kosullar1 yeni bir kompozit tasarim tabanli optimizasyon
yontemi kullanilarak belirlenmistir ve bu yontemim uygulanabilirligi gelistirilmistir. Deneysel
bir tasariminin se¢imi bazi1 temel dzelliklere dayanmaktadir (Ozdemir, 2016). Ornegin, done

bilirlik, deneyin merkezinden esit bir varyansi tahmin etmek i¢in énemli bir 6zelliktir. Bu
29



nedenle, deneysel calismalar yiirtitmek icin donebilir bir bilesik tasarim se¢ilmistir. Tablo 8,
deney ic¢in dort tasarim faktoriinii ve bunlarin kodlanmis/kodlanmamis diizeylerini
gostermektedir. Ayrica, yanit degiskenleri ee ve doniistlirmedir. Dort tasarim faktorii ile
asimetrik bir indirgemenin donebilir tasarimi, on alti faktoriyel, sekiz eksenel ve sekiz
kopyalanmis merkezden olusur. Tablo 9, kompozit tasarimi ve ee ve doniisiim i¢in toplanan
verileri gostermektedir. Deneysel yanlilig1 ortadan kaldirmak i¢in deneysel caligmalar rastgele
secildi. Bu reaksiyonda verim ve ee sicaklik, karistirma hizi, karistirma siiresi ve pH gibi

faktorlerden etkilenmektedir. Bu faktorler tasarim faktorii olarak alinmastir.

Tablo 8: Tasarim Faktorleri ve Kodlanmis/Kodlanmamis Diizeyler
Kodlu/ Kodsuz Orta Kodlu/ Kodsuz Kodlu/ Kodsuz

Tasarim faktorii/Notasyon Birimler

Diistik Diistik Yiiksek
pH/A -212 0/6 +2/10
Sicaklik/B °C -2/10 0/30 +2/50
Karigtirma siiresi/C Saat -2/0 0/48 +2/96
Karistirma hizi/D Rpm -2/50 0/150 +2/250

Kompozit tasarim tabanli optimizasyon stratejisi kullanilarak (S)-(4-klorofenil) (Fenil)
Metanon’un (2) asimetrik indirgenmesinin biyokatalizor esliginde farkli kosullarda yapilarak
elde edilecek olan (S)-(4-Klorofenil) (Fenil) Metanol’iin ee (%) ve dontisiimiine (%) ait veriler

elde edilmistir.

Tablo 9: Kompozit Tasarim Tabanli Optimizasyon ile Farkli Kosullarda Hesaplanan ee(%) ve
Doniistiirme(%) i¢in Toplanan Veriler

A B C D ee  Doniistiirmek
BU YUZDEN RO PH Sicaklik Karistirma siiresi Karistirma hizi (%) (%)
27 1 6 30 48 150 98 95
22 2 6 30 96 150 91 97
15 3 4 40 72 200 77 75
18 4 10 30 48 150 39 29
11 5 4 40 24 200 71 65
12 6 8 40 24 200 51 45
30 7 6 30 48 150 98 95
19 8 6 10 48 150 82 69
5 9 4 20 72 100 65 58
4 10 8 40 24 100 48 35
2 11 8 20 24 100 51 63
13 12 4 20 72 200 64 62
26 13 6 30 48 150 98 95
17 14 2 30 48 150 31 25
20 15 6 50 48 150 52 43
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1 16 4 20 24 100 61 52
31 17 6 30 48 150 98 95
24 18 6 30 48 250 92 94

7 19 4 40 72 100 71 67
29 20 6 30 48 150 98 95
16 21 8 40 72 200 70 69

8 22 8 40 72 100 71 54

3 23 4 40 24 100 65 o1
23 24 6 30 48 50 90 51
14 25 8 20 72 200 47 51
32 26 6 30 48 150 98 95
10 27 8 20 24 200 48 41
28 28 6 30 48 150 98 95
21 29 6 30 0 150 0 0

9 30 4 20 24 200 61 59

6 31 8 20 72 100 47 51
25 32 6 30 48 150 98 95

Modelleme adimi i¢in, ee ve doniistiirmenin tahmin edilen yanit fonksiyonlar1 asagidaki

gibi elde edilir:
AT (4] - ) A
B dl Ay G,[2 G2 ay,[2
f.(9) = &, +X'e + XEX where g= cles 1, andE= e |
a A R A A
D a/\3 a4l/2 a42/2 a43/2 a44
L L4 ]
Al A - o
. B ,8 ,B11 ﬂlz/z 1813/2 ﬂln/z
£.(9) = B, +x'h+x'Hx where g= c , h= ,82 ,and H = . 1@
D ﬁs lé41/2 542/2 B43/2 ﬁ,\44
L4 ]

Burada /. (9)ve sirasiyla £.(g)ee ve donlistimiin tahmini yanit fonksiyonlarini

gosterir. ee ve h sirasiyla ee ve doniisliim i¢in regresyon katsayilarinin vektorleridir. Ayni hatlar
boyunca, E ve H, sirasiyla ee ve doniisiim i¢in regresyon katsayilarinin matrisini temsil eder.
(1) ve (2)' deki modele dayali olarak, daha uygun istatistikler saglamak icin logaritmik
doniisiimii uygulanabilir. Ayrica 6nemsiz model terimlerini ortadan kaldirmak i¢in indirgenmis
modeller kullamilmistir. Bu farkindaliga dayanarak, anlamli model terimlerini bulmak i¢in

geriye doniik p -degeri yontemi uygulandi.

31



Optimizasyon adimi, asimetrik biyolojik indirgeme i¢in optimum c¢alisma kosullarini
elde etmek icin ¢cok dnemlidir. Bu 6zel amag i¢in yeni bir dondiiriilebilir bilesik tasarim tabanl
optimizasyon ydntemi Onerilmistir. Onerilen optimizasyonun amag fonksiyonu, genel arzu
edilirlik fonksiyonunu maksimize etmektir. Genel istenirlik degerinin sifir ile bir arasinda
oldugu not edilir. Ardindan, sinir kosullar1 sunulan modeli kisitlar. Yeni dondiirtilebilir

kompozit tasarim tabanli optimizasyon yontemi asagidaki gibidir:

maximize (d,, *d, )]/2
subjectto —2<A,B,C,D<+2
where

0, &, +xe+XEx<L,

a, +Xe+XEx-L .
dy, = [ : =1, L, <, +Xe+XEX<T,.

e e =
Tee - Lee

1 &, +xe+XEx> L,

(3)
0, B, +Xh+xHx<L,
B, +Xh+xHx-L,

d = L <A +Xh+x'Hx<T,
c TC_LC C ﬂo c

1, B, +xh+xXHx> L,

Burada dec ve sirasiyla dcee ve donlisim yanitlarmin bireysel arzu edilirlik

fonksiyonlaridir. EK olarak L. ve L. alt degerleri belirtin. Ayrica, Te ve T hedef degerleri

tanimladi.

Veri analizi ve tahmin edilen yanitlarin grafiklerinin ¢izilmesi i¢in Tasarim Uzmani
(Stirim=12.0.3.0 Minneapolis, MN 55143) kullanildi. Ayrica, Denklem (3)1 ¢6zmek igin
optimizasyon ara¢ kutusu (Siiriim=R2014a Natick, Massachusetts 01760) ile MATLAB
yuriitiildi.

Sonug olarak kompozit tasarim tabanli optimizasyon yontemi ile 1’den Lactobacillius
paracasei BD 101 biyokatalizorii ile esliginde (S)-2’nin sentezi igin gerekli kosullar optimize

edilmistir.
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UCUNCU BOLUM

3. BULGULAR

Optikce aktif sekonder kiral alkoller ilag Oncilisii ve etken madde olarak
kullanilabilmektedirler. Optik¢e aktif alkollerin bir enantiyomeri istenen fizyolojik etkiyi
gosterirken diger enantiyomer etki gostermeyebilir veya olumsuz yan etkilerin olusmasina
sebep olabilir bu nedenle bu tiir optikge aktif maddelerin enantiyosaf olarak elde edilmeleri

olduk¢a 6nemlidir.

Bir ilag Onciisii olarak kullanilan (S)-(4- klorofenil) (fenil)metanoliin biyo-katalizli
tiretiminde tepkime kosullarinin optimizasyonu ee, verim ve donlisimi iist seviyeye
cikarmaktadir. Bu tepkime i¢in sicaklik (°C), pH, inkiibasyon siiresi (h) ve karistirma hizi (rpm)
optimizasyon i¢in tasarim faktorii olarak belirlenmistir. ee, doniisiim ve tepkime verimine etki
etmekle birlikte bu tasarim faktorleri biyokatalizor olarak kullanilan bakteri seviyesini ve
asimetrik indirgenmede seciciligi de etkilemektedir. Yeni tasarim tabanli optimizasyon yontemi
dort tasarim faktoriine bagli olarak tepkimenin en yiiksek oran da ee, donilisiim ve verimin

oldugu kosullar1 tahmin etmektedir.

Modelleme asamasi igin belirleme katsayisi (R?) maksimize edildiginden ve p-degerleri
< 0.0001 oldugundan indirgenmis kiibik modeller segildi. Tablo 10 ee yanit degiskeni igin
model uyum istatistiklerini ve ANOVA sonuglarint gostermektedir. Tablo 10'da gosterildigi

gibi, R¥’nin degeri 0,9994tiir. Bu nedenle model, anlaml1 model terimlerini tahmin etmek igin

miikemmeldir. Ayrica mutlak tahmin edilen belirleme katsayis1 ( Rs ) degeri 0,9986 olarak elde
edilmistir. Diizeltilmis belirleme katsayist ( RZ) degeri de 0,9789 olarak bulunmustur. Ve Rﬁre
arasindaki farkin R:dj 0,0197 olduguna dikkat edin; bu nedenle, R§ ee yanitinin modeli i¢in ile

bir anlagmadir R: . Ardindan, yeterli kesinlik degeri istenir; bu nedenle, bu model deneysel

tasarim alaninda gezinmek i¢in kullanilir. ANOVA sonuglarindan elde edilen verilere gore
model anlamlidir ¢iinkii p degeri <0,0001'dir. Tablo 10'da 0.0500'den kiiciik p degerleri, model
terimlerinin anlamli oldugunu gostermektedir. A (pH), B (sicaklik), C (Karistirma siiresi), D
(karistirma hizi), AB (pH*sicaklik), AC (pH*Karistirma stiresi), AD (pH*Karistirma hizi), BC
(sicakhik*Karistirma periyodu), BD (sicaklik*karistirma hizi), A% (pH 2, B? (sicaklik 2, C2
(Karistirma periyodu 2, D? (Calkalama hiz1 2, ABC (pH*sicaklik*Karistirma periyodu), ABD
(pH *sicaklik*karistirma hizi), A2B (pH 2 *sicaklik), A2C (pH 2 *Calkalama siiresi) ve AB2
(pH* sicaklik 2 6nemli model terimleridir. Uyum eksikligi model i¢in énemli degildir.
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Tablo 10: Ee Yamt Degiskeni Icin Model Uyum Istatistikleri ve ANOVA Sonuglari

Uyum
[statistikleri
r_ 0,9994
R? 0,9986
R 0,9789

Yeterli Hassasiyet 139.5689

ee yanit degiskeninin indirgenmis kiibik modeli icin ANOVA

Kaynak Kareler D Ortalama F P degeri Durum
Toplami1 F Kare degeri

. < . )

Modeli 18480.55 18 1026.7 1251.29 0,0001 Onemli

< . :

A 32 1 32 39 0,0001 Onemli

< . :

B 450 1 450 548.44 0,0001 Onemli

< . :

C 41405 1 4140.5 5046.23 0,0001 Onemli

D 817 1 817 995 00076  Demek

istediler

AB 1225 1 1225 1493 0002  Demek

istediler

AC 2025 1 2025 2468 00003  Demek

istediler

iLE 9 1 9 1097 00056  Demek

istediler

.. < . .

M.O 169 1 169 205,97 0,0001 Onemli

BD 2025 1 20.25 24.68 0,0003 Onemli

2 < . .

A 719232 1 7192.32 8765.64 0,0001 Onemli

2 < . .

B 1708.01 1 1708.01 2081.64 0,0001 Onemli

2 < . .

C 4976.01 1 4976.01 6064.52 0,0001 Onemli

< . .

D? 76.01 1 76.01 92.64 0,0001 Onemli

< . .

ABC 110.25 1 110.25 134.37 0,0001 Onemli

ABD 4 1 4 488 0,0458 Onemli

2 < . .

A2B 83333 1 833.33 1015.63 0,0001 Onemli

2 < . .

A2C 1976.33 1 1976.33 2408.66 0,0001 Onemli

< . .

AB? 37408 1 374.08 455.91 0,0001 Onemli
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Artik 10.67 13 0,8205

Uyum eksikligi 10.67 6 1.78 Onemsiz
Saf Hata 0o 7 0
Kor Toplam 18491.22 31

Tablo 11 kodlanmis faktorlere bagli olarak ee yaniti i¢in regresyon katsayilarini
gostermektedir. Varyans eflasyon faktorii (VIF) degerleri 10°dan kii¢lik oldugu i¢in ee yaniti
icin ¢oklu dogrusallik sorunu olmadigim gésterir (Ozdemir & Tiirkoz, 2020). ee cevabinin

tahmin edilen uygun fonksiyonu asagidaki gibidir:

f..(9) =98.00+ 2.00A—7.50B + 22.75C +0.58D + 0.88AB +1.12AC
~0.75AD +3.25BC +1.13BD —15.60 A’ — 7.60B* —12.98C2 —1.60D” + 2.62 ABC
—0.50ABD +12.50A2B —19.25A°C —8.37 AB?

Ee yanit1 i¢in kodlanmis regresyon katsayilar1 asagidaki tablodaki gibidir.

Tablo 11: Ee Yanit i¢in Kodlanmis Faktorler Agisindan Regresyon Katsayilari

.. Katsay1 Standart %95 GA %95 GA .
Model terimi Tahmini hata Diisik  Yiiksek VIE
Tutmak 98 1 0,3203 97.31 98.69
A 2 1 0,3203 1.31 2,69 3
B -7.5 1 0,3203 -8.19 -6.81 3
C 22.75 1 0,3203 22.06 23.44 3
D 0,5833 1 0,1849  0,1839 0,9828 1
AB 0,875 1 0,2265  0,3858 1.36 1
AC 1.12 1 0,2265  0,6358 1.61 1
IK -0.75 1 0,2265 -1.24  -0,2608 1
M.O 3.25 1 0,2265 2,76 3.74 1
BD 1.13 1 0,2265  0,6358 1.61 1
A? -15.6 1 0,1667  -15.96 -15.24 1.02
B2 -7.6 1 0,1667 -7.96 -7.24 1.02
C? -12.98 1 0,1667  -13.34 -12.62 1.02
D? -1.6 1 0,1667 -1.96 -1.24 1.02
ABC 2.62 1 0,2265 2.14 3.11 1
ABD -0,5 1 0,2265 -0,9892 -0.0108 1
A’B 125 1 0,3922 11.65 13.35 3
A%C -19.25 1 0,3922 -20.1 -18.4 3
AB? -8.37 1 0,3922 -9.22 -7.53 3

Déniisiim yaniti igin dej ve arasindaki fark Rére 0,2'den biiyiiktii; bu nedenle, modeli

olusturmak i¢in logaritmik doniisiimii uygulandi. Tablo 12, doniisiim yanit1 i¢in indirgenmis
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kiibik modeli gostermektedir. R?, R; ,ve Ré degerleri sirasiyla 0.9933, 0.9862 ve 0.8274 olarak

bulunmustur. Bu nedenle, model uyumu déniisiim yaniti i¢in yeterlidir ve R; ile R: uyumdur.

Daha sonra, Tablo 12'de de yeterli bir kesinlik degeri istenmektedir. Bu nedenle, model
deneysel tasarim uzayinda gezinme yetenegine sahiptir. ANOVA sonuglarna goére model
anlamlidir. Model terimleri, B (sicaklik), C (inkiibasyon siiresi), BC (sicaklik*inkiibasyon
stiresi), BD (sicaklik*Calkalama hiz1), A? (pH 2), B? (sicaklik 2), C? (inkiibasyon periyodu 2),
D? (Calkalama hiz1 2), A2C (pH 2 *inkiibasyon siiresi), AB? (pH* sicaklik ?), B3 (sicaklik %) ve
D? (Calkalama hiz1 3 0,05'ten kiigiik p degerleri nedeniyle 6nemlidir. Bir hiyerarsi saglamak
icin modele bazi 6nemsiz model terimleri eklenmistir. Ayrica, uyum eksikligi, doniigiim yaniti

modeli i¢in dnemli degildir.

Tablo 12: Déniisiim Yanit1 Degiskeni I¢in Model Uyum Istatistikleri ve ANOVA Sonuglar

Uyum Istatistikleri
r?_ 0,9933
R? 0,9862
R 0,8274
Yeterli Hassasiyet 54.5019
Doénitistim yanit1 degiskeninin indirgenmis kiibik modeli igin ANOVA
Kaynak Kareler Toplami DF Ortalama Kare F degeri P degeri Durum
Modeli 101.61 16 6.35 139.14 <0,0001 Onemli
A 0,0197 1 0,0197 0,4324 0,5208 Onemsiz
B 02728 1 0,2728 598 0,0273 Onemli
C 36.01 1 36.01 789.03 <0,0001 Onemli
D 0,0889 1 0,0889 1.95 0,1831 Onemsiz
AB 0,1103 1 0,1103 2.42 0,1409 Onemsiz
AC 0,0016 1 0,0016 0,034 0,8563 Onemsiz
M.O 0,4451 1 0,4451 9.75 0,007 Onemli
BD 0,387 1 0,387 8.48 0,0107 Onemli
A? 29.7 1 29.7 650.72 <0,0001 Onemli
B? 1408 1 14.08  308.4 <0,0001 Onemli
C? 2154 1 2154 471,98 <0,0001 Onemli
D? 445 1 445  97.44 <0,0001 Onemli
A*C 1966 1 19.66 430.83 <0,0001 Onemli
AB? 0,3573 1 0,3573 7.83 0,0135 Onemli
B3 0626 1 0,626  13.71 0,0021 Onemli
D3 202 1 202 4436 <0,0001 Onemli
Artik 0,6847 15 0,0456
Uyum eksikligi 0,6847 8 0,0856 Onemsiz
Saf Hata 0o 7 0
Kor Toplam 102.3 31
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Tahmini regresyon katsayilari, doniisiim yanit1 i¢in Tablo 13'te gosterilmektedir. VIF
degerleri 10'dan kii¢iik oldugu i¢in model i¢in ¢oklu baglanti sorunu olmadig1 bildirilmektedir
(Ozdemir & Tiirkdz, 2020). Daha sonra, déniisiimiin tahmini yanit fonksiyonu asagidaki gibi
gosterilir:
£.(9)=3.18+0.05A+0.18B+2.12C -0.11D -0.08 AB + 0.01AC +0.17BC

+0.16BD —1.00A% —0.69B* —0.85C?* —0.39D? —1.92 A’C —0.26 AB*
—0.11B° +0.21D°

Tablo 13: Déniisiim Yamit: I¢in Kodlanmis Faktorler Agisindan Regresyon Katsayilari
Katsay1 D Standart %95 GA %95 GA

Modelterimi  +hmini F hata Diisiik Yiksek VI
Tutmak 318 1 0,0755 3.02 3.34
A 00497 1 0,0755 01113 02107 3
B 01847 1 0,0755 0,0237 03457 3
C 212 1 0,0755 1.96 228 3
D 01054 1 0,0755 10,2664 0,0556 3
AB 0083 1 0,0534 20.1969 00308 1
AC 0,0098 1 0,0534 20.104 01237 1
MO 0,668 1 0,0534 0,053 0,2806 1
BD 0,1555 1 0,0534 0,0417 02604 1
A2 101 0,0393 -1.09 0919 )
B? 06903 1 0,0393 10,7741 20,6065
c 0854 1 0,0393 10,9378 07702
D2 0388 1 0,0393 04718 03042
AC 192 1 0,0925 212 172 3
AB? 02588 1 0,0925 0,456 00617 3
B 01142 1 0,0308 -0,1799 20,0485 3
D° 0,2054 1 0,0308 0,1397 02711 3

Optimizasyon islemi kompozit tasarima dayali optimizasyon yontemi ile yapildiginda
her bir tasarim faktorii i¢in ideal yanitlar1 gosteren sekil asagida verilmistir (Sekil 21). Sekil
21'de gosterildigi gibi, pH faktdriiniin orta seviye civarinda olmasi arzu edilir. Ote yandan,
yiiksek seviye civarindaki sicaklik faktorii arzu edilebilirligi en iist diizeye ¢ikarmak igin
istenmektedir. Aymi hatlar boyunca, daha yliksek seviyeli inkiibasyon siiresi faktorii arzu
edilirlik i¢in idealdir. Ote yandan, daha diisiik seviyeli ¢calkalama hiz1 faktorii, arzu edilebilirligi

en list diizeye ¢ikarmak i¢in daha iyi ¢oziimler saglamaktadir.
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ee'nin tahmini yanit fonksiyonlarini ve doniisiimii maksimize ederken, belirtilen tasarim
faktorlerinin optimum kosullarint elde etmek igin (21)'deki tasarim tabanli optimizasyon
yontemi uygulandi. Optimizasyon sonuglari, genel arzu edilebilirligin 1 oldugunu
gostermektedir. Bu sonug, bir ilag Onciisii olarak (S)-(4-klorofenil) (fenil)metanoliin biyo-
katalize edilmis iiretimi i¢in tamamen arzu edilen (ideal) kosullarin elde edildigini
gostermektedir. Optimum kosullar su sekilde siralanmistir: A(pH)=5,85, B(sicaklik)=37°C, C
(inkiibasyon siiresi) =71 saat ve D (Karistirma hizi) =120 rpm. Tahmini ee ve doniisiim yaniti
fonksiyonlar1 sirasiyla %99, 35 ve %97,36 olarak elde edilmistir. Daha sonra, ee ve donilisiim
i¢cin tahmin edilen sonuglar1 dogrulamak i¢in yeni optimizasyon modelinden optimum kosullar

kullanilarak bir deney yapilmistir.

Dogrulama deneyinden, ee ve doniisiim sirastyla> %99,00 ve> %99,00 bulunmustur.
Bu nedenle, yeni tasarim tabanli optimizasyon yonteminden elde edilen sonuclar, dogrulama
deneyi ile iyi bir uyum ig¢indedir. Bu durum ayni zamanda yeni optimizasyon modelinin

yetenegini de ortaya koymaktadir.

Maksimum substrat miktarini bir iiriine doniistiirmek i¢in elde edilen optimum kosullar
altinda c¢esitli miktarlarda substratlarla ¢esitli deneyler yapilmistir. Optimize edilmis kosullar
altinda 70 mmol (15.166 g) substrat kullanildiginda, Sekil 22'de goriildiigii gibi enantiopiir
formda > %99 doniisiim ve %98 verimle (S)-2 14.85 g olarak elde edildi.

o OH

Lactobacillus paracasei BD101
cl 1 Cl

. (¢}
pH: 5.85, 37°C, 71 h, 120 rpm (S)-2

Conv. >99%
70 mmol (15.166 g) ee: >99% 67.9 mmol (14.85 g)
Yield: 97%

Sekil 22: (S)-2'nin Gram Olgeginde Sentezi
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SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Sonu¢

Biaril keton olan (4-Klorofenil) (fenil) metanon’un Lactobacillus paracasei BD101
biyokatalizorii esliginde asimetrik indirgenmesi gerceklestirilerek yiiksek enantiyosaflikta ilag
onciisii olarak kullanilan (S)-2 elde edilmistir. Tepkimenin optimum kosullari kompozit tasarim
tabanli optimizasyon yontemi ile basarili bir sekilde belirlenmistir. Kompozit tasarim tabanl
optimizasyon yonteminin biyokatalitik tepkimelerin optimum kosullarinin tespit edilmesinde
iyi calistig1 gosterilmistir. Ayrica bu ¢alisma Lactobacillus paracasei BD101 biyokatalizoriin
biaril ketonu azaltmak i¢in giiclii bir katalizor islevi gordiigiinii gostermistir. Diaril ketonlarin
organik sentez tepkimelerinde verimli bir sekilde indirgenmeleri hala 6nemli zorluklar
icermektedir bu durum bu calismanin Onemini artirmaktadir. Bu c¢alismada kullanilan
biyokatalizor ve kompozit tasarim tabanli optimizasyon yaklasimi, bu alanda 6nemli bir
potansiyel gostermektedir. Enantiysaf 6ksiiriik 6nleyici ve kusma dnleyici 6zelliklere sahip olan
ve brong kaslarini gevseten L- Kloprastin ve karbinoksamin onciilleri olan (S)-2 etkili ve ¢evre
dostu bir biyokatalitik yontemle iiretildi. Ek olarak, miikemmel bir doniisiim, ee, verim ve
yiiksek gram 6l¢eginde iiriin elde edilmistir. Yiiksek gram &lgeginde madde elde etmek igin
yine tasarim tabanli optimizasyon teknigi kullanildi. (S)-2'yi etkili bir sekilde sentezlemek igin
kullanildig1 dikkate alindiginda, bu yontem, farmasotik olarak degerli molekiillerin pratik

sentezi i¢in diislik maliyetli bir potansiyel sunmaktadir.

Tartisma

Optikge aktif sekonder kiral alkollerin ilag Onciisti olarak kullanilma gibi sanayide
onemli kullanim alanlar1 bulunmaktadir. Bu durum bu kimyasallarin tiretilmesini ve sentez
tepkimelerini 6nemli kilmaktadir. Kiral sekonder alkollerin 6nemli elde yontemlerinden biri de
asimetrik indirgenme tepkimeleridir. Bu tiir tepkimeler kullanilarak biaril ketonlarin
indirgenmesi ile sentezlenebilmektedirler. Asimetrik indirgenme tepkimelerini katalizlenmek
icin kimyasal katalizorler ile birlikte biyolojik katalizorlerde kullanilabilmektedirler.
Biyokatalizorlerin baz1 6nemli avantajlarinin ortaya konulmasindan sonra bu tiir tepkimelerin

katalizlenmesinde biyokatalizdrler yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir.

Asimetrik indirgenme tepkimelerinde enantiyosaf maddelerin eldesi izomerlerin farkl
fizyolojik etkiler gostermesinden dolayir son derece Onemlidir. Ee, doniisiim ve tepkime
veriminin artirilabilmesi igin tepkime kosullarinin optimizasyonu ¢ok Onemlidir. Sunulan
yontemin ve biyokatalizoriin endiistriyel uygulanabilirligi 6nemlidir. Bu nedenle oOnerilen
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yontemin endiistriyel uygulanabilirligini ve biyokatalizorii optimize edilmis kosullar altinda
biiyilk miktarda substrat {iriine doniistiiriilmelidir. Substrat konsantrasyonunun segiciligi,

doniistimii ve ee' yi etkiledigi literatiirden incelenmistir (Salvi & Chattopadhyay, 2016).

Bu tez ¢alismasinda bir ilag olarak (S)-(4- klorofenil) (fenil)metanoliin biyokatalizor
esliginde sentezi gergeklestirilmistir. Biyokatalizor olarak. Lactobacillus paracasei BD101
bakterisi kullanilmistir. Reaksiyon kosullarinin optimizasyonu ig¢in tasarim tabanli
optimizasyon yontemi kullanilarak (S)-2’nin elde tepkimesinde optimum kosullar su sekilde
siralanmustir: A(pH)=5,85, B(sicaklik)=37 ° C, C (inkiibasyon siiresi) =71 saat ve D (ajitasyon
hiz1) =120 rpm. Tahmini ee ve doniisiim yanit1 fonksiyonlar sirasiyla %99, 35 ve %97,36
olarak elde edilmistir. Daha sonra, ee ve doniisiim i¢in tahmin edilen sonuglart dogrulamak i¢in
yeni optimizasyon modelinden optimum kosullar kullanilarak bir deney yapilmistir. Dogrulama
deneyinden, ee ve doniisiim sirasiyla > %99,00 ve > %99,00 olarak elde edildi. Elde edilen
sonuclardan tasarim tabanli optimizasyon yontemi ile tahmini olarak edilen doniisiim ve ee

orani ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Lactobacillus paracasei BD101 tarafindan (S)-(4-klorofenil) (fenil)metanoliin gram
Olgekli tiretimi gergeklestirilerek optimum kosullar altinda 70 mmol (15.166 g) substrat
kullanilarak sekil 22 ‘de verilen sentez tepkimesine gore enantiyosaf olarak > %99 ee, doniisiim
oranin da ve>%98 verimle (S)-2 14.85 g olarak elde edilmistir. Substrat miktar1 70mmol‘den
fazla oldugunda, substratin hem segiciligi hem de déniisiimii azalmistir. Ornegin, substrat
miktar1 80 mmol oldugunda, reaksiyon doniisiim degeri ve {irlin ee degeri sirasiyla %77 ve %79
olarak bulunmustur. Bunun nedeni, substrat toksisitesi ve azalmis biyokatalizor aktivitesidir

(Sahin, 2018).

Oneriler

Optimizasyon kosullari kompozit tasarim tabanli optimizasyon yontemi ile belirlenerek
bir biaril keton olan (4-Klorofenil) (fenil) metanon’un Lactobacillus paracasei BD101
biyokatalizorii ile asimetrik indirgenmesi saglanarak enantiyopure oksiiriik 6nleyici ve kusma
onleyici ozelliklere sahip olan ve brons kaslarini gevseten L- kloprastin ve karbinoksamin
onciilleri olan (S)-(4- klorofenil) (fenil)metanoliin enantiyosaf olarak eldesi gergeklestirilmistir.
Asimetrik indirgenme tepkimelerinde optimum kosullarin belirlenmesin de kompozit tasarim
tabanli optimizasyon yonteminin kullanilabilecegi basarili bir sekilde gosterilmistir. Ayni
zaman da ilag 6nciisii olan 1’in Lactobacillus paracasei BD101 bakterisi esliginde indirgenmesi

basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.
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Asimetrik sekonder kiral alkollerin ilag Onciisii olarak kullanilabildikleri g6z oniine
alindiginda Lactobacillus paracasei BD101 biyokatalizorii esliginde farkli biaril ketonlarin
biyokatalitik indirgenmesi yapilabilir. Kompozit tasarim tabanli optimizasyon yonteminin
optimum kosullar1 belirlemede ki basaris1 ortaya konuldugundan bu yontem ile farkli degerli
maddelerin tepkime kosullarinin optimize edilmesinde kullanilabilir. Tla¢ 6nciisii olan (S)-2’nin
tiretimi bu sentez yontemi ile endiistriyel dlcekte yapilabilir. Biaril ketonlarin indirgenme
tepkimelerinde kimyasal katalizorler yerine ¢evre dostu olan ve daha ekonomik bir sentez sunan

Lactobacillus paracasei BD101 biyokatalizorii kullanilabilir.
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EKLER

Ek 1: (S)-2 Bilesiginin 1H ve 13C-NMR Spektrumu
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Ek 2: Bilesik 1, Bilesik (S)-2 ve Rasemik (S)-2’nin HPLC Kromatogrami

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHINISRASEMY001094.D)
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Ek 2: Bilesik 1, Bilesik (S)-2 ve Rasemik (S)-2’nin HPLC Kromatogrami

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHINYISKETONY001083.D)

200 —
0 : o : ‘ : : s ‘ —
1 2 3 4 5 6 7 8 min
VWD1 A, Wavelength=254 nm (ENGIN SAHIN\ISKETONY001083.D) 0
mALl 2
0 M
3500
3000
2500
2000 C|
1500
1000

0 1 2 3 4 5 6 7 8 ‘mirlw
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] mAU  *s  [mAU ] %

1 7.015 MM ©.3771 9.45467e4 4178.77344 100.0000

Bilesik 1’in HPLC Kromatogram

50



OZ GECMIS

—ogdu. Ik, orta ve lise 6grenimimi Giimiishane’de

tamamladi. 2009 yilinda Yiiziincii Y1l Universitesi Egitim Fakiiltesi Kimya Ogretmenligi
Boliimiinden mezun oldu. 2011 yilinda Rekabet Kurumu Kiz Anadolu Lisesine Kimya
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