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Lactobacillus paracasei biyokatalizorii ile enantiyosaf (S)-1- (4-metoksifenil)
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Bu calismada, 4-metoksiasetofenonun enantiyosecici indirgenmesinde yedi biyokatalizoriin indirgeme kapasitesi tam
hiicre biyokatalizor olarak arastirilmistir. Lactobacillus paracasei BD28'in en iyi indirgeme kapasitesine sahip oldugu
bulunmustur. pH, inkiibasyon siiresi, ¢alkalama hiz1 ve sicaklik gibi farkli parametrelerin enantiyomerik asirilik ve
doniigiim tizerindeki etkileri aragtirildi. Tam hiicre biyokatalizoérii Lactobacillus paracasei BD28 kullanilarak, genel
alerjik yanit i¢in tedavi fonksiyonuna sahip sikloalkil [b] indollerin sentezinde kullanilabilen (S)-1-(4-metoksifenil)
etanol, gram dlgeginde, yiiksek verimli ve enantiyomerik olarak saf halde tiretilmistir. Gram 6l¢ekli tiretim gergeklestirildi
ve % 95 verimle optik olarak saf formda 9,69 g (S)-1-(4-metoksifenil) etanol iiretildi. Bu, kimyasal iglemlere kiyasla (S)-
1-(4-metoksifenil) etanol iiretimi i¢in ucuz, temiz ve ¢evre dostu bir iglemdir.

Anahtar kelimeler: Asimetrik indirgenme, Biyokatalizor, Kiral alkol, Lactobacillus paracasei, (S)-1-(4-metoksifenil)
etanol

Abstract

In this study, the reductive capacity of seven biocatalysts were investigated as whole-cell biocatalyst in the
enantioselective reduction of 4-metoxyacetofhenone. Lactobacillus paracasei BD28 was found to have the best reductive
capacity. Effects of different parameters such as pH, incubation time, agitation speed and temperature, on enantiomeric
excess and conversion were investigated in a bioconversion. (S)-1-(4-methoxyphenyl) ethanol which, can be employed
for the synthesis of cycloalkyl [b] indoles which have the treatment function for general allergic response, was produced
in gram-scale, high yield and enantiomerically pure form using whole-cell biocatalyst of Lactobacillus paracasei BD28.
The gram-scale production was carried out, and 9.69 g of (S)-1-(4-methoxyphenyl) ethanol in optically pure form was
produced with 95 % vyield. This is a cheap, clean and eco-friendly process for production of (S)-1-(4-methoxyphenyl)
ethanol compared to chemical processes.
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1. Giris

Kiralite, basta ilag tiretimi olmak tizere ¢ok ¢esitli
endiistrilerde oldukca fazla dikkat ¢ekmektedir.

flag endiistrisinde kiraliteye artan ilgi ilag
formiilasyonlarinin iiretiminde tekli
enantiyomerlerin ~ kullanilmasim1  talep eden

diizenleyici kurumlar tarafindan kortiklenmektedir,
c¢linkii enantiyomerlerin her biri farkli farmakolojik
aktivitelere ve farkli biyolojik etkilere sahiptirler
(Drayer, 1986; Murzin vd., 2005). Bundan dolay1
son yillarda tek enantiyomer halinde ilag
satislarinda hizli ve siirekli bir biiyiime olmustur.
Bu  bilgiler 1s18inda, enantiyosegici {iretim
metotlarinin gelistirilmesi hizli bir sekilde artmistir
ve yeni metotlarin gelistirilmesine devem
edilmektedir (Ni ve Xu, 2012). Kiral sekonder
alkoller ilaglarmn, zirai kimyasallarin ve cogu
fonksiyonel molekiiliin sentezi i¢in olduk¢a dnemli
oncii maddelerdir (Patel, 2002; Gamenara ve de
Maria, 2009). Ornegin, kiral 1-(4-metoksifenil)
etanol’iin her iki enantiyomeride cesitli ilaglarin
sentezi i¢in anahtar bir hammaddedir. (S)-1-(4-
metoksifenil) etanol ((S)-2), difenilhidramin
hidrokloriir ve loratadin dahil olmak {izere
histaminlerin sentezi igin O6nemli bir Onciidiir
(MacLellan ve Clayden, 2011; Brondani vd.,
2012). Ayrica, (S)-2, genel alerjik tepki i¢in tedavi
fonksiyonuna sahip olan sikloalkil [b] indollerin
sentezi i¢in kullanilabilir (Hillier vd., 2004, 2005).
(R)-1-(4-metoksifenil) etanol ((R)-2), ibuprofen ve
naproksen gibi aril propiyonik asit anti-
enflamatuar ve analjezik ilaglarin sentezi igin temel
bir Oncli olarak kullanilabilmektedir (Llona-
Minguez vd., 2015). Bu nedenle, kimyasal veya
biyolojik metotlar kullanilarak enantiyosaf olarak
(S)-2 ve (R)-2'nin sentezlenmesi olduk¢a 6nemli
hale gelmistir. Giliniimiizde enantiyosaf kiral
sekonder alkoller kimyasal ve biyokatalizorler
kullanilarak sentezlenebilmektedirler (Honda vd.,

2017).  Biyokatalizorler  kiral  bilesiklerin
hazirlanmasi i¢in ¢ok basarili olan ve yaygin olarak
kullanilan ~ bir  metottur.  Biyokatalizorlerin

kimyasal katalizorlere kiyasla bircok avantaji
vardir. Kimyasal katalizorler toksik atik ve ¢ok
cesitli yan drlinler {iretirken, biyokatalizorler
biyolojik olarak pargalanabilir ve hafif reaksiyon
kosullar1  altinda  kimyasal  reaksiyonlar
gergeklestirmek icin temiz ve ¢evre dostu bir yol ve
Substrat i¢in biiyiik bir segicilik saglamaktadirlar
(Gotor-Fernandez vd., 2006; Contesini vd., 2010).
Biyokatalitik reaksiyonlar, birbirlerine gére hem
avantajlar1 hem de dezavantajlari olan izole edilmis
saf enzimler ve tam hiicre biyokatalizorler
kullanilarak  gergeklestirilebilir  (Kafarski ve
Lejczak, 2004). izole edilmis saf enzimler, belirli
reaksiyonlari katalize ederek yan iiriin olusumunu
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veya lirlin bozulmasini ortadan kaldirir ve iiriiniin
saflagtirmas1  genellikle ¢ok daha kolaydir
(Kafarski ve Lejczak, 2004). Ancak, saf enzimler
¢ok pahalidir ve ¢ok kararsizdir. Buna ek olarak,
enzimler tek bir reaksiyonu katalize ederken, ¢ok
sayida endiistriyel iiriin, tam hiicreler kullanilarak
bir dizi biyokimyasal reaksiyondan sonra elde
edilir. Genel olarak, enzim saflagtirma, pahali
koenzim ve koenzim rejenerasyonu ilavesini
onlemek icin biyokatalizor olarak izole enzimler
yerine tam mikrobiyal hiicreler tercihli olarak
kullanilmaktadir (Ishige vd., 2005). Tim hiicre
biyokatalizérler ¢ok daha kararli, verimli, daha
kolay ve uygun maliyetli olarak kullanilabilirler.
Bu yiizden biyokatalizor olarak tam hiicreler tercih
edilmektedir (Sahin, 2017). Literatiirde, 4-
metoksiasetofenon (1)'in biyokatalitik asimetrik
indirgenmesine odaklanan, immobilize mikrobiyal
hiicreler tarafindan katalize edilen enantiyomerik
olarak saf (S)-2'nin biyokatalitik sentezi hakkinda
bazi raporlar bulunmaktadir ve bunlar smirh
sayidadir (Lou vd., 2009; Wang vd., 2009; Swizdor
vd., 2010). Bitki hiicre Kkiiltiirleri, mikrobiyal
hiicreler ~ve  ketoreduktazlar  gibi  gesitli
biyokatalizorler, 1'in (S)-2'ye enantiyosegici olarak
indirgenmesi i¢in uygulanmistir (Lou vd., 2011,
Wei vd., 2016). Bununla birlikte, diisiik iriin
verimi (%63) ve enantiyomerik agirilikta (ee)
(%77) (S)-2 elde edilmistir. Rasemik 2’nin ¢esitli
biyokatalizorler kullanilarak (S)-2'ye asimetrik
olarak yiikseltgendigi ve yiiksek ee’lerin elde
edildigi gesitli ¢alismalarda mevcuttur (Wang vd.,
2009; Xu vd., 2015; Wei vd., 2016). Bununla
birlikte, bu yaklasim %350 teorik verim ile sinirlidir
(Zong vd., 2019). Bu nedenle, (S)-2 ve (R)-2’yi
daha yiiksek verim, ee ve daha ekonomik olarak
tiretmek icin kullanilabilecek bir tam hiicre
biyokatalizorii gelistirmek oldukg¢a dnemlidir.

Bu calismada daha 6nce boza iceceginden elde

edilmis 7 farklh laktik asit bakterisi 4-
metoksiasetofenon (1)’in asimetrik
indirgenmesinde biyokatalizor olarak

kullanilabilme potansiyelleri degerlendirilmistir.
En iyi indirgeme kapasitesine sahip biyokatalizor
belirlendikten sonra enantiyosegicilige etki eden
karistirma hizi, pH, sicaklik ve reaksiyon siiresi
gibi biyokatalitik indirgenme kosullar sistematik
olarak optimize edilerek segicilik iizerine etkileri
kapsaml1 bir sekilde incelenmistir.

2. Metaryal ve yontem

Bu calismada kullanilan kimyasallar ve MRS
kiiltiir ortam1 Sigma-Aldrich’ten temin edildi. Elde
edilen iriiniin karekterizasyonu Bruker 400 MHz
NMR kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen
iiriiniin enantiyomerik asirihigr (ee) Agilent 1260
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model HPLC'de kiral kolon OD-H kullanilarak
belirlenmistir. Uriiniin optik rotasyonu
Bellingham+Stanley, ADP 220 model, dijital
spektropolarimetre ile ol¢iilmiistiir. Merck 60 silika
jel (70-230), kolon kromatografisinde kullanilarak
iirtintin saflastirma islemi yapilmaistir.
Reaksiyonlarin doniisiimleri bir miktar ham iiriiniin
silikajel ihtiva eden kiigiik bir kolondan siiziilmesi
sonucunda HPLC analizi yapilarak keton pikinin
alkol  piki ile  karsilagtirilmast  sonucu
belirlenmistir.

2.1. Calismada kullanilan biyokatalizérler ve
kiiltiir sartlar

Bu calismada kullanilan biyokatalizler
Lactobacillus plantarum BY14, Lactobacillus
fermantum BY35, Enterecoccus faecium BY48,
Lactobacillus paracasei BD28, Lactobacillus
paracasei BD101, Lactobacillus paracasei BD71
ve Lactobacillus paracasei BD87 daha once
boza’dan izole edilmistir. (Dertli vd., 2016).
Biyokatalizorler MRS (%2 glikoz, Twen 80 1 ml
I"t, maya ekstrakt1 [Difco] 5 g 1%, lab lemco
[Oxoid] 8 g I'%, pepton [Oxoid] 10 g 1%, sodyum
asetat.3H,0 5 g 1%, K;HPO,4 2 g 1'%, triamonyum
sitrat 2 g I, tuz ¢ozeltisi [MgS04.7H,0 %11.5
(w/v)) ortaminda 37°C’de 2 giin gelistirildi ve daha

sonra  yikama islemi yapildi.  Yikanan
biyokatalizorler liyolifizator ile dondurularak
kurutuldu. Kurutulmug biyokatalizorler

kullanilmak {izere oda sicakliginda muhafaza
edilmistirler.

2.2. Asimetrik biyoindirgenme i¢in genel reaksiyon
yontemi

250 mL’lik bir erlen igerisine 100 mL MRS
besiyeri ve tlizerine 20 mg kuru Lactobacillus
paracasei BD28 ilave edildi. Karisim galkalayici
inkiibatorde 30°C’de 2 saat 150 rpm’de karistirildi.
Daha sonra kanisimin pH’st 1M’k HCI
kullanilarak 6.0’a ayarlandi1 ve ayni sartlar altinda
2 saat daha karigtirllmaya devam edildi. Substrat 1
(1 mmol) reaksiyon karigimina ilave edilerek
calkalayici inkiibatorde 30°C, 150 rpm’de 36 saat
daha karistirildi. Karistirma islemi bittikten sonra
karigimin kolay bir sekilde ektrakte edilebilmesi
i¢in santrifijjleme islemine tabi tutuldu. Santrifiij
islemi sonrasinda elde edilen sivi kisim sodyum
kloriir ile doyuruldu. Daha sonra doyurulan sulu
faz diklor metan ile ekstrakte edildi. Ekstraksiyon
sonrasinda elde edilen diklor metan fazi susuz
magnezyum siilfat ile kurutuldu ve organik ¢o6ziicii
evaporasyon ile uzaklastirildi. Ham {iriin kolon
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kromotgrafisinde hekzan-etil esatat (90:10) ¢oziicii
karisimu ile saflastirildi. Elde edilen kiral alkol (S)-
2’nin yapist NMR ile karakterize edildi ve
enantiyomerik  asiriik  OD-H  kiral  kolon
kullanilarak HPLC ile belirlendi.

2.3. Gram él¢ekte sentez yontemi

5 L’lik bir erlen icereisine 1 L’lik steril taze
hazirlanmis MRS besiyeri ilave edilerek iizerine
200 mg kuru Lactobacillus paracasei BD28
eklendi ve 2 saat 30°C’de 150 rpm’de ¢alkalayici
inkiibatorde 2 saat karistirildi. Daha sonra pH 6’ya
ayarlandi ve aymi sartlar altinda 2 saat daha
karistirildi. Bu karistirma isleminden sonra, 4-
metoksi asetofenon (67 mmol, 10.06 g) reaksiyon
karigimina ilave edildi ve reaksiyon bittiginde
karekterizasyon ve saflagtirma islemi yukarida
belirtildigi gibi gerceklestirildi.

2.4. Asimetrik biyoidirgenme ve
sartlarmmin optimizasyonu

reaksiyon

Daha oOnce boza'dan izole edilen 7 farkli
biyokatalizoriin 4-metoksiasetofenon 1'in  1-(4-
metoksifenil) etanol 2'ye asimetrik indirgenme
reaksiyonunda indirgeyici kapasiteleri
degerlendirildi (Tablo 1). Biyokatalitik
indirgenme, 20 mg kuru biyokatalizériin 100
mL'lik taze MRS ortaminda siispanse edilip
tizerine 1 mmol substrat 1'in ilave edilip 100
rpm'de 24 saat oda sicaklifinda karistirtlmasi ile
gerceklestirilmistir.  Yapilan bu degerlendirme
reaksiyonlarinin ~ sonucunda  doniigim  ve
enantiyomerik  asirithik  bakimindan en iyi
biyokatalizér olarak Lactobacillus paracasei
BD28 belirlendi. Belirlenen bu biyokatalizor
kullanilarak segicilige etki eden biyoindirgenme
reaksiyon sartlar1 optimize edilmistir (Tablo 2). Bu
optimize sartlar altinda biyokatalizoriin endistriyel
olarak kullanilabilirligini test etmek i¢in gram
Olcekte substratlarin  asimetrik  indirgenmesi
gerceklestirilmistir.

3. Bulgular

En iyi biyokatalizorii belirlemek i¢in asimetrik
indirgenme reaksiyonlar1 20 mg kuru bakterinin
100 ml taze hazirlanmig MRS besiyeri igerisine
ilave edildi ve 2 saat oda sicakliginda, 100 rpm’de
calkalayic1 inkiibatorde karistirildi. Daha sonra
karigimin {izerine 1 mmol 1 eklendi ve ayni sartlar
altinda 24 saat kanstirildi ve sonucglar analiz
edilerek en iyi biyokatalizor belirlendi (Tablo 1).
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Tablo 1. 4-metoksi asetofenon (1)’in asimetrik biyoindirgenmesinde en iyi biyokatalizoriin belirlenmesi

O
& J‘L Biyolatalior

OH

o A — - j’-ﬁ/ ~ i" = =
r'.fle-:r’ﬂ“v’;I RT,245,10010m oo ~F MeQ™ H:F'J’

1 (s)-2 (R)-2

Biyokatalizor Doéniisiim®[%]  Verim® ee® [%0], (S)?
[%0]

Lactobacillus plantarum BY 14 49 47 50
Lactobacillus fermantum BY35 51 48 55
Enterecoccus faecium BY48 61 55 51
Lactobacillus paracasei BD28 74 71 75
Lactobacillus paracasei BD101 59 56 68
Lactobacillus paracasei BD71 71 68 59
Lactobacillus paracasei BD87 53 48 18

Reaksiyon sartlari: biyokatalizér 20 mg, substrat 1 mmol, RT, 24 s, 100 rpm, *Déniisiimler kiral HPLC ile belirlendi, ®izole edilen verim, ‘enantiyomerik
asiriliklar kiral OD-H kolon kullanilarak HPLC ile belirlenmistir, “Konfigiirasyonlar lgiilen cevirme agilarmin literatiirdeki degerleri ile karsilastirilarak

belirlenmistir.

4-metoksi asetofenon’un 1-(4-metoksifenil) etanol
2'ye biyokatalitik asimetrik indirgenmesinde en iyi
indirgenme potansiyeline sahip Lactobacillus
paracasei BD28 biyokatalizorii belirlendikten
sonra bu biyokatalizor kullanilarak reaksiyonun

doniistimii, tiriiniin segicilik ve verimine etki eden
reaksiyon kosullar1 (pH, karistirma hizi, sicaklik ve
inklibasyon  siiresi) kapsamli  bir  sekilde
arastirilarak optimizasyonlar1 yapilmistir (Tablo
2).

Tablo 2. Lactobacillus paracasei BD28 biyokatalizorii kullanilarak asimetrik indirgenme sartlarinin

optimizasyonu

pH Sicaklik Inkiibasyon siiresi Karigtirma Hizi
Doéns. ee °C Doéns. ee Saat  Dons. ee rom  Dons. ee
) (%) ) (%) 0)? (%) ) (%)
4.5 74 75(S) | RT 88 91 (S) 24 95 96 (S) | 100 99 98 (S)
55 80 79 (S) 28 94 92 (S) 36 99 98 (S) | 150 99 99 (S)
6 88 91 (S) 30 95 96 (S) 48 99 89 (S) | 200 65 54 (S)
6.5 81 80 (S) 32 90 78 (S) 60 87 71(S) | 250 61 41 (S)
7 77 71 (S) 34 83 69 (S) 72 79 65 (S)
75 65 63 (S) 36 78 54 (S)

2Dontistimler kiral HPLC ile belirlendi, “enantiyomerik asiriliklar kiral OD-H kolon kullanilarak HPLC ile belirlenmistir, “Konfigiirasyonlar 6l¢iilen
¢evirme agilarinin literatlirdeki degerleri ile karsilastirtlarak belirlenmistir.

Reaksiyon sartlar1 optimize edildikten sonra bu optimize sartlar altinda biyokatalizoér miktarinin doniigiim,
enantiyomerik asirilik ve verim tizerine etkisi arastirildi (Tablo 3).

Tablo 3. Biyokatalizér miktarinin doniisiim ve segicilige etkisi

Biyokatalizor miktar: (mg) Déniisiim (%) ee (%) Verim (%)
10 82 79 77
15 91 82 79
20 >99 >99 95
25 89 79 80
30 82 65 77
35 79 62 71
40 77 58 69
45 68 54 61
50 65 51 58
55 67 47 61

Reaksiyon sartlari: pH 6, 30°C, 150 rpm, 36 h
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Reaksiyon optimizasyon sartlar1 belirlendikten skalada substrat kullanilarak biyokatalizoriin
sonra bu  optimizasyon sartlar1  altinda doniisiim ve enantiyomerik asirihginda herhangi
biyokatalizoriin endiistriyel olarak bir degisiklik olmadan maksimum ne kadar
kullanilabilirligini gostermek icin degisik gram substrati indirgeyebilecegi tespit edildi (Sekil 1).
0 OH
i ;‘J'LH Laclobacilius paracase: BI28 e
mm*"““ﬂ"’i pH &, 30°C_ 150 rpm. 36 s MEO.feL:;J/
1 .
Donusum =%99 (5)-2
67 mmel (10.06 g) ee %99 63.65 mmol (.69 g)
verim: %95

Sekil 1. (S)-1-(4-metoksifenil)ethanol’{in gram 6l¢ekte sentezi

3.1. Kiral sekonder alkol (S-2) ‘nin spektral verileri 69.9, 55.3, 25.0 (Sekil 3); [a]o® = -61.6 (c 1.0,

CHCl3), >99% ee; Lit. [a]p® = +3.7 (¢ 1.0, CHCI5)
3.1.1.  (S)-1-(4-methoxyphenyl)ethanol  ((S)-2) R enantiyomer ve %6 ee i¢in dlgiilen deger) (Sahin,
(Sahin, 2017) 2017); HPLC kosullar:: kiral OD-H kolon, 220 nm,

akis kizi: 0.8 mL/dk, i-PrOH/n-hekzan 5:95, tr (S
Renksiz sivi, verim %95; 'H-NMR (400 MHz, enantiyomer) 17.7 dk. (Sekil 4 (rasemik alkol 2 nin
CDCls) 0 = 7.30-7.27 (m, 2H), 6.89-6.85 (m, 2H), HPLC kromatogrami); Sekil 5). Substrat 1’in
4.83 (q, J = 6.4 Hz, 1H), 3.79 (s, 3H), 2.11 (bs, HPLC analiz sartlar1 (S)-2 ile aynidir ve ketonun
OH), 1.46 (d, J = 6.5 Hz, 3H) (Sekil 2); *C-NMR alikonma zamam 11.2 dk. (Sekil 6).

(100 MHz, CDCls) ¢ 158.9, 138.0, 126.7, 113.8,

|
oy = =

Lo \ L
SIS 0 o
(=] o (=] w (o]
— L] %] T L]
| | | T T | I | |
10.0 9.0 8.0 70 6.0 50 40 3.0 20 1.0 0.0

Sekil 2. (S)-2’nin *H -NMR spektrumu
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158.9
138.0
126.7
1138

| }

69.9

55.3
250

170 160 150 140 130 120 110 100 90

190 180

Sekil 3. (S)-2’nin C-NMR spektrumu

80

70 60 50 40 30 20 10

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHINWMETOXYRASEM943 D)

1200 -

T

0 5 10
VWD1 A Wavelength=220 nm (ENGIN SAHINMMETOXYRASEM943 D)

OH

MeO

Rasemik 2

—46.701
17,656

Bane S
g
R

v v T
5 10

Peak RetTime Type Width Area

# [min] [min] mAU

1 15.701 MM 0.6596 8.07666e4 2040.82080 48.0774
2 17.656 MM 0.7500 8.72264e4 1938.29895 51.9226

Sekil 4. Rasemik alkol 2’nin HPLC kromatogrami
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ADC1 A ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHINVMETOXY)

1200

1000 N“ ey e b Ay e Y e
200

600
400
200

0

I T v J ¥ T J ¥ Y T ' Y J T ' ' r ¥ . J
0 ] 10 15 20 mir|
VWD1 A, Wavelength=220 nm (ENGIN SAHINMMETOXY)

mall

3 QH
17503

1500 Me
1250 MaO

10003 (5)-2
750
500

zs:—é - I8 \_

¥ y ¥ ¥ T ¥ ¥ ¥ T g ¥ ¥ ¥ T ¥ y y Y T ¥ y g T
0 5 10 15 20 mir}

——

#  [min] [min] mAU  *s [mAU ] %
1 17.768 MM ©.7600 8.73274e4 1939.38794 100.0000

Sekil 5. (S)-2’nin HPLC kromatogrami

ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHINWMETOXYKETNY885 D)

mAL A
1000 *W W
800 - i
- 1
|
200 -
0+ - : - r T T T
8 10 12 miry

2 4 6
VWD1 A Wavelength=220 nm (ENGIN SAHINWMETOXYKETNY&850)

mAL @
« ) A &

3000 - "Ag'y
- o \
2000 |
<00 MeO 1 \
1000 \\
5m_
e \,\ m—
0 2 s 6 8 10 12 mury
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] mAU *s  [mAU ] %

cenefemnnne R R oo | <mmemmeeee |+ |
1 11.249 MM 0.6046 1.33600e5 3682.60083 100.0000

Sekil 6. Substrat 1’in HPLC kromatogrami
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4. Tartisma ve Sonug¢

Cesitli  biyokatalizorlerin  taranmasi  sonucu
arzulanan ee'yi ve doniisiimii elde etmek organik
kimya i¢in 6nemli bir yoldur (Matsuda vd., 2009).
Bununla birlikte literatiir iyi bir biyokatalizdriin
sahip olmasi gereken oOzellikleri tanimlamistir
(Matsuda vd., 2009). lyi bir biyokatalizdre
fermantasyonun  optimizasyonu  kullanilarak
ulagilabilir.  Biyokatalizérlere  olan ilginin
artmasindan dolay, bilinen mevcut
biyokatalizorler hala sinirlidir ve bu nedenle yeni
ve  gelistirilmis  aktivitelere  sahip  yeni
biyokatalizorlerin  kesfedilmesi hayati 6nem
tastmaktadir. Tablo 1°den acik¢a goriilmektedir ki
kullanilan 7 farkli biyokatalizér %49°dan % 74’e
kadar degisen bir doniisim oram1 ve % 18’den
%75’e kadar degisen enantiyomerik asiriliklarda
(S)-2’yi  iretmiglerdir (Tablo 1). Cesitli
biyoindirgenme reaksiyonlarindan elde edilen
enantiyomerik asiriik ve doniisim degerleri,
taranan 7  biyokatalizorden  Lactobacillus
paracasei BD28in en iyi ee'yi ve doniisimi
verdigini ortaya koymaktadir. Bundan dolay1
dontisim  (%74) ve enantiyomerik agirilik
bakiminda (%75) en 1iyi degere sahip olan
Lactobacillus paracasei BD28 en iyi biyokatalizor
olarak secildi ve bundan sonraki reaksiyonlara bu
biyokatalizor kullanilarak devam edildi. Reaksiyon
kosullari, kiral bir alkoliin basarili bir sekilde
iretilmesi i¢in gereklidir ve pH, sicaklik,
inkiibasyon siiresi ve calkalama hiz1 gibi
parametrelerin optimizasyonu yiiksek doniisiim ve
enantiyomerik asiriliga ulagsmak i¢in Onemlidir
(Tablo 2) (Pereira, 1998). Ik parametre olarak
pH’nin  donisiim ve  secicilie  etkisinin
aragtirllmasi yapilmistir. pH'nin, tam hiicrelerin
kullanildig1 biyokatalitik reaksiyonlarin seyrinde
anahtar bir rol oynadig1 bilinmektedir ve asagida
belirtildigi sekilde etkiler yapabilir. a) pH,
reaksiyona dahil olan enzimlerin aktivitesini ve
enantiyoseciciligini  etkiler.  b) Koenzim
rejenerasyonunu etkiler ve bu da substratlarin
biyoindirgenmesini etkiler. c)Reaksiyona dahil
olan substratlarin, iirlinlerin ve enzimlerin iyonik
durumunu degistirir. d)Enzimin aktif bolgesinin
substrat ile baglanmasim etkiler (Guo vd., 2010;
Luo vd., 2011; Cui vd., 2018). pH’nin etkisinin
aragtirilmast i¢in, 20 mg kuru biyokatalizor, 1
mmol substrat, 100 rpm, oda sicakliginda (RT) ve
24 saat reaksiyon kosullari altinda degisik pH’larda
(4.5-7.5) reaksiyonlar gerceklestirilerek pH’ni
secicilige etkisi arastirildi (Tablo 2). Acik bir
sekilde tablo 2’de goriildiigii gibi pH hem segicilik
hem de doniisim {izerine etkili oldugu
goriilmektedir. pH degerinin 6’nin {izerine ¢iktigi
durumlarda hem doniisim hem de segicilik
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diismektedir. Bu durum yukarida da belirtildigi
gibi enzimin ¢ boyutlu yapisinin degismesi
sonucu enzim aktif merkezinin substrat ile
yeterince etkilesememesi sonucu secicilik ve
doniisiimiin diismesi ile agiklanabilir. pH 6 oldugu
durumda en iyi doniistim (%88) ve en iyi secicilik
(%91) degerlerine ulasildig1 i¢in optimun pH 6
olarak belirlenmistir. Sicaklik, cogu enzimin
aktivitesi, seciciligi, kararlilig1 ve bir reaksiyonun
dinamik denge durumu {izerinde 6nemli bir etkiye
sahiptir. Bu nedenle, biyoindirgenme reaksiyonlar
farkli  sicakliklarda  gergeklestirilerek ikinci
parametre  olarak  sicakligin  dOniisiim  ve
enantiyomerik asirilik iizerine etkisi arastirildi
(Tablo 2). pH 6 olarak optimize edildikten sonra bu
pH degerinde, 100 rpm ve 24 saat reaksiyon siiresi
sartlar1 altinda sicakligin substratin doniisiimi,
iirliniin ee'si ve verimi iizerine etkisini belirlemek
icin farkli sicakliklarda (RT-36°C) reaksiyonlar
yapilmigtir. Sicakligin 30°C’nin iizerine ¢iktiginda
hem donisim hem de segicilik degerleri

diismektedir. Bu degerlerdeki diislis yiiksek
sicakliklarda biyokatalizoriin aktivitesinin
azalmasi ile aciklanabilir.  DoOniisim  ve

enantiyomerik asirilik bakimindan en iyi degerle
30°C’de elde edildigi i¢in 30°C optimum sicaklik
olarak belirlenmis ve bundan sonraki reaksiyonlar
bu sicaklikta yapilmigtir. pH degerinin 6 ve
sicakligin 30°C oldugu ve karistirma hizinin100
rpm oldugu kosullar altinda iigiincii parametre olan
inkiibasyon siiresinin se¢icilik ve doniislim tizerine
etkisini incelemek icin farkli inkiibasyon
siirelerinde (24-72 saat) reaksiyonlar
gergeklestirilmistir (Tablo 2). Tablo 2’den de
goriildiigli gibi reaksiyon siiresinin 36 saatten fazla
oldugunda hem segiciligin hem de doniisiimiin
distiigii goriilmektedir. Bu degerlerdeki diisme
siire arttikca enzimin aktif bolgesinin seklinin
degisebilecegi hem de enzim aktivitesinin azalmasi
ile agiklanabilir. Inkiibasyon siiresi igin en iyi
donisiim (%99) ve en iyi enantiyomerik asirilik
(%98) 36 saatte elde edilmistir ve bundan dolay1

optimum inkiibasyon siiresi olarak 36 saat
belirlenmistir. Genel olarak, c¢alkalama hizi,
biyoindirgenme  siirecinde  substratlarin  ve

iirlinlerin partikiil transfer oranini etkileyebilir ve
daha sonra doniisiim ve verimi etkiler. Bu nedenle,
calkalama hizinin biyoindirgenme iizerindeki
etkilerini arastirmak olduk¢a Onemlidir. Bundan
dolayi, karistirma hizi enzimin yapisini degistirdigi
igcin son parametre olarak optimizasyonu
yapumigtir. pH’min 6, sicakligin  30°C ve
inkiibasyon siiresinin 36 saat oldugu reaksiyon
sartlar1 altinda farkli karistirma hizlari altinda (100-
250 rpm) reaksiyonlar yapilarak doniigim ve
enantiyomerik asirilik izerine etkisi
degerlendirilmistir (Tablo 2). Karigtirma hizinin
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150 rpm’den fazla oldugu durumlarda segicilik ve
doniisiim orani azalmaktadir. Bu azalma karistirma
hiz1 yiiksek oldugunda biyokatalizoriin yapisinin
degismesi sonugu aktivitesinin diigmesi ile
aciklanabilir. Reaksiyonun tamamen doniistiigii ve
iriiniin enantiyomerik asiriliginin %99’dan biyiik
oldugu calkalama hiz1 150 rpm’dir. Bundan dolay1
optimum c¢alkalama hizi 150 rpm olarak
belirlenmistir. Sistematik olarak yapilan reaksiyon
optimizasyon  islemi  sonucunda en iyi
biyoindirgenme reaksiyon kosullar1 (sicaklik 30°C,
150 rpm, pH 6, inkiibasyon siiresi 36 saat)
belirlenmistir. Tam hiicre biyokatalizorlerinde,
biyokatalizér miktar1 yalmzca reaksiyon hizini,
dontigiimii,  seciciligi  dogrudan etkilemekle
kalmaz, ayni zamanda kiitle transferi sinirlamasini
da baglatabilir. Bu nedenle, uygun miktarda
biyokatalizor kullanarak biyokatalitik
reaksiyonlarin  gerceklestirilmesi son derece
onemlidir (Pu vd., 2011). Bu amagla, 10 ila 55 mg
arasinda degisen miktarlarda biyokatalizorler
kullanilarak optimize edilmis kosullar altinda
cesitli deneyler gergeklestirildi (Tablo  3).
Biyokatalizor ~ miktan 20 mg'a  kadar
kullanildiginda doniisiim ve ee'nin arttig1, ancak
miktar 20 mg'dan fazla oldugunda hem doniigiim
hem de eenin azaldigi goriilmiistiir. Ornegin
biyokatalizér miktar1 25 mg ve 30 mg olarak
kullanildiginda ee'nin sirasiyla % 79 ve% 65'e
diistiigii goriilmiistir. Bu durum, daha oOnce
literatiirde belirtildigi gibi, reaksiyon ortamindaki
biyokatalizériin artmasi ile NADPH miktarinin
degismesi sonucu biyokatalizoriin seciciliginin
degismesi ile agiklanabilir (Zhimin vd., 2018).
Bundan dolay1 bu biyokatalitik asimetrik
indirgenme i¢in uygun biyokatalizoér miktar1 20 mg
olarak belirlenmistir.

Caligmanin son amaci, enantiyosaf kiral alkoliin
yesil yontemle gram Olgeginde sentezlenmesi
endiistriyel uygulamalar i¢in son derece Onemli
oldugundan, belirlenen optimum biyoindirgenme
kosullarin1 kullanarak (S)-2'nin gram o6lgeginde
sentezini gerceklestirmektir. Substrat
konsantrasyonunun, iirliniin ee'si ve substrat’in
doniigiimii tizerinde bir etkisi oldugu bilinmektedir.
Literatiirde, daha yiiksek substrat
konsantrasyonunun, hiicre  toksisitesine  ve
iriin/substrat  inhibisyonuna neden  olarak
biyotransformasyonu azaltabilecegi rapor
edilmistir (Xie vd., 2009; Singh vd., 2012). Bu
nedenle, maksimum ee ve doniisiim elde etmek icin
optimum substrat konsantrasyonunu belirlemek
¢ok  Onemlidir.  Substrat  konsantrasyonu,
reaksiyonun  doniisimiinii  ve  segiciligini
etkilemistir ¢linkii hiicreler, substrata karsi farkli
afiniteye sahip farkli tiirde rediiktazlar igerir.
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Ayrica, biiyiilk miktarlarda substrat kullanilmasi
hiicre toksisitesine ve substrat tiriin inhibisyonuna
neden olabilir (Roy vd., 2003). Bu nedenle,
optimum substrat konsantrasyonunun belirlenmesi
¢ok Onemlidir. Optimize edilmis kosullar altinda
substrat  konsantrasyonunun  10-80  mmol
araliginda  degistirilmesiyle bir dizi deney
gerceklestirildi. Uriiniin en iyi ee'si (>% 99) ve tam
doniisiim (>%99), 67 mmol (10.06 g)/1L substrat 1
konsantrasyonu ile elde edildi (Sekil 1). Optimize
edilmis kosullar altinda substrat 1 (67 mmol),>%
99 ee ve % 95 verimle (S)-2 (63.65 mmol, 9.69
g)'ye donistiiriildi. Doniisiim ve ee, 67 mmol'den
daha yiiksek konsantrasyonda keton kullanilmasi
ile azald1. Doniisiim ve ee'deki bu azalma substratin
toksisitesinin  bir  sonucu olarak  enzimin
aktivitesindeki azalma ile agiklanabilir.

Sonug olarak, Lactobacillus paracasei BD28'in
miikemmel doniisiim ve enantiosegicilik ile 1'in
asimetrik biyoindirgenmesi i¢in ¢ok Onemli bir
biyokatalizor oldugu gosterilmistir.
Difenilhidramin hidrokloriir ve loratadin dahil
olmak {izere intihistaminlerin sentezi i¢in dnemli
bir oncii olarak kullanilabilen (S)-2, Lactobacillus
paracasei BD28 kullanilarak gram olgeginde,
miitkemmel verimde ve enantiyomerik olarak saf
formda sentezlendi. Bu c¢alisma, daha yiiksek
substrat toleransi (10.06 g /1L) ve verim (% 95)
gibi avantajlar saglamigtir. Bu sonuglar, mevcut
yontemin gram olgeginde (S)-2'nin yesil sentezi
icin onemli bir potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir. Bu biyokatalitik indirgeme, gevre
dostu reaksiyon kosullar1 nedeniyle optik olarak saf
(S)-2'nin sentezi i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir.
Lactobacillus paracasei BD28 kullanilarak 1'in
katalitik asimetrik indirgemesi, kimyasal islemlere
kiyasla ucuz, gevreye zarar vermeyen ve kolayca
Olceklendirilebilen bir metottur. Bdylece, ilag
onciisii olarak kullanilabilecek enantiyo saf (S)-
2’nin elde edilmesi igin yeni bir biyokatalizor
literatiire kazandirilmistir.
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