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Oz

Propranolol; farmasétik agidan 6nem tagiyan, dzellikle kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde
Makale Bilgisi yaygin olarak kullanilan B-blokerlardan biridir. Bu calismada, propranololiin enantiyomerik
saflikta iiretiminin, rasemik propranololiin ardisik yiikseltgenme-indirgenme tepkimelerini
iceren biyokatalitik derasemizasyonu prosesiyle gerceklestirilmesi amaglanmaktadir. Bu
kapsamda oncelikle rasemik propranololiin yiikseltgenme tepkimesinde kullanilacak uygun
mikroorganizma aragtirilmistir. Propranololiin yiikseltgenmesi igin alkol dehidrojenaz (ADH)
enzimi ve bu enzimin aktivite gOsterebilmesi amaciyla ihtiyag duyulan kofaktdriin
rejenerasyonu igin ise NADH oksidaz enzimi gereklidir. Bu dogrultuda, tepkimede enzim
kaynagi olarak kullanilacak mikroorganizmanmn se¢imi i¢in farkli mikroorganizmalardaki
(Lactobacillus kefir NRRL B-1839, Rhodotorula glutunis DSM 70398, Rhizopus oryzae CBS
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111718, Rhizopus arrhizus) ADH ve NADH oksidaz aktiviteleri ol¢iilmiigtiir. Kullanilan

Propranolol X ! } C milsti !
pB-bloker mikroorganizmalar arasinda en yiiksek ADH ve NADH oksidaz aktivitesi L. kefir’de
Yiikseltgenme bulunmustur.

ADH

NADH oksidaz

Selection of Suitable Microorganism for Biocatalytic Oxidation
Reaction of Racemic Propranolol

Keywords Abstract

Propranolol Propranolol is one of the B-blockers which are pharmaceutically important, especially used for

g’;'g’:t';g; treatment of cardi_ovascu!er t_zlisease. _In this stugjy, _the_produ_ction of enant_iom_erically pure

ADH propranolol was aimed via biocatalytic deracemization including tandem oxidation-reduction

NADH oxidase reactions of racemic propranolol. Within this content, firstly suitable microorganism for the
oxidation of racemic propranolol was investigated. Alcohol dehydrogenase (ADH) enzyme for
oxidation of propranolol and NADH oxidase enzyme for cofactor regeneration were necessary
for the oxidation reactions. For this reason, ADH and NADH oxidase enzymes activities of
different microorganisms were measured to select the microorganism for using as enzyme
source. These microorganisms are Lactobacillus kefir NRRL B-1839, Rhodotorula glutunis
DSM 70398, Rhizopus oryzae CBS 111718, Rhizopus arrhizus. The highest ADH and NADH
oxidase activities were obtained for L. kefir.

1. GIRIS (INTRODUCTION)

llag endiistrisi igin &nemli kiral bilesikler kimyasal yontemlerle sentezlendiginde genellikle rasemik
karisim seklindedir. Genel olarak kiral bilesiklerin sadece bir enantiyomeri istenen biyolojik aktiviteye
sahiptir. Diger enantiyomer ise bir biyolojik aktivite gostermez ve safsizlik olarak nitelendirilir, yan ve
toksik etki gosterebilir ya da diger enantiyomerin etkisini azaltacak yonde g¢aligabilir. Bu yiizden tek
enantiyomer formunda kiral {irinlerin {iretimi ilag endiistrisinde 6nem kazanmaktadir.

flag tedavisinde tek enantiyomerin kullanilmas1 gerekliligi, otoriteleri ilaglar iizerindeki diizenlemeleri
stkilastirmaya yoneltmistir. Bu durum ilag teknolojisinde yeni gelismeler saglamis olup tek-enantiyomer
elde etmek amaciyla pek ¢ok galigma baslatilmigtir [1]. Fakat, enantiyomerik safliktaki ilaglara olan istek
her ne kadar artsa da hala bir¢ok ilag rasemat olarak satilmaktadir [2].
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Toplumda kardiyovaskiiler hastaliklara ¢ok sik rastlanilir [3] ve B-blokerlar bu hastaliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan ¢cok énemli bir ilag grubudur [4]. B-blokerlarin enantiyomerleri ¢ogunlukla farkl
farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklere sahiptir. Bu nedenle B-bloker enantiyomerleri ayri ayri
kullanilmalidir [1]. B-adrenerjik bloker aktivitesine sahip bilesiklerden en Onemlileri propranolol,
atenolol, metoprolol ve alprenololdiir [5]. Propranolol hipertansiyon, migren agrisi, prekardiyal
rahatsizliga bagli gégiis agrisi, kalp ritim bozukluklari, yiiksek tansiyona sebep olan bir bobrekiistii bezi
vaskiiler timori tedavisi ig¢in kliniklerde kullanilmaktadir [6,7]. Bir sekonder amino-alkol olan
propranolol ticari olarak rasemik karisim halinde satilmaktadir. Fakat rasemik halde astim hastalarinda
bronslarin daralmasi ve hipertansiyon hastalarinda diyabete neden olan yan etkilere sahiptir. Bu etkiler R-
enantiyomerinden kaynaklanmaktadir [8]. Fakat, R-propranolol de hipertiroid tedavisinde [9] ve ayrica
dogum kontrol haplarinda [10] kullanilmaktadir. Bu nedenle enantiyomerik saflikta R ve S-propranololiin
elde edilmesi i¢in farkli yontemler denenmektedir.

Enantiyomerik saflikta bilesenlerin elde edilmesinde, mikrobiyal stereoinversiyon ile derasemizasyon
yontemi en ilgi ¢ekici yontemlerden biridir [11]. Enzim saflastirma pahali ve zahmetli oldugundan izole
enzimler ¢ok pahalidir. Biyokatalizor olarak izole enzimler yerine mikrobiyal tim hiicre kullanilmasi
prosesin  ekonomikligi acisindan  oldukga avantajlidir.  Ozellikle yiikseltgenme-indirgenme
biyotransformasyonlarinda kofaktorler gereklidir [12] ve kofaktorler (NAD(H), NADP(H) gibi) pahalidir
[11]. Bu nedenle, enzim kaynagi olarak mikrobiyal tiim hiicre kullanildiginda hiicre i¢inde bulunan ve
rejenere olan kofaktorler prosesin ekonomikligini saglamasi agisindan oldukga 6nemlidir [12,13].

Bu ¢alismada incelenen 6nemli bir B-bloker olan rasemik propranololiin biyotransformasyonu konusunda
literatiirde sadece tek bir ¢caligma bulunmaktadir [14]. Buna ragmen, ¢alismada tepkimenin gergeklesme
mekanizmasina ve tepkimeyi katalizleyen enzimlere dair higbir bilgi bulunmamaktadir. Bu ¢alismada ise,
propranololiin enantiyomerik saflikta {iretiminin, rasemik propranololiin ardisik yiikseltgenme-
indirgenme  tepkimelerini iceren biyokatalitik derasemizasyonu prosesiyle gergeklestirilmesi
amaglanmaktadir. Bu kapsamda Oncelikle rasemik propranololiin yiikseltgenme tepkimesinde
kullanilacak uygun mikroorganizma arastirilmistir. Bu tepkimeyi katalizleyecek alkol dehidrojenaz
(ADH) enzimi hiicre igi bir enzimdir. NAD"’nin NADH’ye indirgenmesi ile alkollerin aldehit ya da
ketonlara doniisiimiinii saglamaktadir [15]. Yiikseltgenme tepkimesinin gergeklesebilmesi icin NAD" nin
rejenerasyonu 6nem tasimaktadir ve biyokatalitik olarak gerceklestirilmesi daha kolaydir. Ornegin,
NADH oksidaz enzimi molekiiler oksijenden hidrojen peroksit ya da su olusumunu katalizlerken ayni
zamanda NADH’nin NAD"ya yiikseltgenmesini de gerceklestirerek kofaktdr rejenerasyonunu
saglamaktadir. Kofaktér rejenerasyonu icin kosubstrat gerektirmemesi ve boOylece yan {iriin
olusturmamasi agisindan NADH oksidaz enziminin kullanilmasi avantajlidir [13]. Bu nedenle, ¢calismada
propranololiin yiikseltgenmesi i¢gin ADH enzimi ve kofaktdr rejenerasyonu i¢in NADH oksidaz enzimi
gereklidir. Prosesin ekonomikligini saglamak ac¢isindan bu iki enzimi ve kofaktorlerini igeren
mikroorganizmalar arastirilmistir.

2. DENEYSEL YONTEM (EXPERIMENTAL METHOD)

2.1. Kullanilan Mikroorganizmalarin ~ Ureme Kosullann  (Growth  Conditions of Using
Microorganisms)

2.1.1. Lactobacillus kefir Mikroorganizmasimn Ureme Kosullari (Growth Conditions of
Lactobacillus kefir)

Lactobacillus kefir NRRL B-1839 ‘Agricultural Research Service Culture Collection (NRRL)’den temin
edilmistir. L. kefir bilesimi 22 g/L glikoz, 10 g/L kazein pepton, 5 g/L sodyum asetat, 5 g/L. maya 6ziiti,
10 g/L et oziitl, 2 g/ K;HPO,, 1 g/L Tween 80, 0.2 g/L MgSO,.7H,0, 0.05 g/L MnSO,.H,0’dan olusan
100 mL tireme ortaminda, 35°C, 150 rpm kosullarinda 1 giin siiresince ¢ogaltilmistir.

2.1.2. Rhizopus oryzae Mikroorganizmasimin Ureme Kosullari (Growth Conditions of Rhizopus
oryzae)

Rhizopus oryzae CBS 111718 kiifii ‘Centraalbureau voor Schimmelcultures Culture Collection’dan satin
almmustir. R. oryzae ilk olarak bilesimi 20 g/L glikoz, 20 g/L. malt 6ziitii, 20 g/L. agar ve 1 g/L peptondan
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olugsan, pH’1 6,6 olan kati {ireme ortaminda 30°C’de, 4-9 giin siiresince g¢ogaltilmistir. Kat1 iireme
ortaminda cogaltilan sporlar steril suya aktarilarak spor cozeltisi hazirlanmistir. Thoma lami ile
mikroskopta spor sayimi yapilmis ve baslangig spor sayist 5x10° olacak sekilde sivi iireme ortamina ekim
yapilmigtir. 20 g/L glikoz, 5 g/L. maya 6ziitii, 5 g/ sodyum kloriir ve 10 g/L triptondan olusan ve pH’1 5
olan 100 mL s1v1 iireme ortaminda mikroorganizma iiretimi 30°C’de, 150 rpm karistirma hizinda 2 giinde
gerceklestirilmistir.

2.1.3. Rhizopus arrhizus Mikroorganizmastmin Ureme Kosullari (Growth Conditions of Rhizopus
arrhizus)

Rhizopus arrhizus kiifii Ankara Universitesi Biyoloji Béliimii’nden temin edilmistir. R. arrhizus, PDA
(patates dekstroz agar) kat1 iireme ortaminda, 30°C’de, 4 giin siiresince ¢ogaltilmistir. Spor ¢ozeltisi R.
oryzae mikroorganizmasiyla ayni yontemle hazirlanmig, mikroskopta sayimi yapilmig ve sivi iireme
ortamina aktarilmigtir. Stvi iireme ortami, 20 g/L. glikoz ve 4 g/L patates ekstraktindan olusan ve pH’1 5,1
olan PDB (patates dekstroz besiyeri) ortamidir. 100 mL hacmindeki bu ortamda hiicre {iretimi; 30°C’de,
150 rpm karistirma hizindaki orbital ¢alkalayicida, 2 giinde gerceklestirilmistir.

2.1.4. Rhodotorula glutunis Mikroorganizmasinin Ureme Kosullari (Growth Conditions of
Rhodotorula glutunis)

Rhodotorula glutunis DSM 70398 Leibniz Institute DSMZ (German Collection of Microorganisms and
Cell Cultures)’den satin alinmustir. R. glutunis bilesimi 10 g/L glikoz, 5 g/L pepton, 3 g/L maya oziiti, 3
g/L malt 6ziitiinden olusan 100 mL UYM ortaminda (genel maya tireme ortami), 30°C, 150 rpm’de 2 giin
stireyle cogaltilmistir.

2.2. Ses Otesi Dalga (SOD) Uygulama Yontemi (The Method of Ultrasonication Application)

Mikroorganizmalarin ADH ve NADH oksidaz enzim aktivitelerine bakmak amaciyla sirasiyla hiicre
iginde ve hiicre zarinda oldugu bilinen bu enzimlerin serbest kalmasi igin mikroorganizmalara SOD
uygulanmustir. SOD uygulama kosullar literatiir arastirmasi ile belirlenmistir. Hiicrelerin parcalanarak
igindeki enzim/proteinlerin salimi i¢in mikrobiyolojide standart bir yontem olarak akustik kavitasyon
iireten, genellikle 20 ya da 40 kHz frekansta, SOD kullanilmaktadir [16]. 15-20 kHz’den yiiksek
frekanstaki ses dalgalar1 enzimde aktivite kaybina neden olabileceginden [17] bu ¢alismada hiicrelere 20
kHz frekansta SOD uygulanmistir. SOD uygulanirken ortamdaki hiicre derisimi %20 (w/v)’den fazla
olmamalidir. Yiiksek derisim hiicre pargalanmasinda verimliligin diismesine neden olur. SOD ile hiicre
homojenizasyonunda genelde %5°lik hiicre siispansiyonu kullanilir [18]. Hiicre derisimi agirlikca %5’in
lizerine ¢iktiginda enerji avantaj miktar1 da azalir [19]. Bu nedenle, bu ¢aligmada %4 (w/v) oraninda
hiicre siispansiyonu kullanilmigtir. ADH enzimi de dahil olmak iizere farkli enzimlere SOD uygulama
parametrelerinin incelendigi Ozbek ve Ulgen (2000) ¢alismasinda [20] enzimlere uygulanan akustik gii¢
arttikca enzimin aktivitesi azalmistir. Ayni1 zamanda uygulama sonrasinda enzimin kararliligi
incelendiginde uygulanan akustik gii¢ arttikca enzimin zamanla aktivite kaybinin da arttigi tespit
edilmistir. Bu nedenle, bu ¢alismada kullamlan SOD cihaz ile hiicrelere uygulanabilecek en diisiik giic
degerleri (40 ve 80 W) uygulanmistir. SOD ile par¢alamada yiiksek akustik giic nedeniyle serbest radikal
olusumu gerceklesir. Bu durum ise hiicrelerden kararsiz molekiillerin salimma neden olarak zararli
olabilir. Serbest radikal iiretimini azaltmak igin “duty cyle control” kullamlarak SOD enerjisi ¢dzeltiye
kesikli olarak verilebilir [20]. Bu nedenle bu calismada SOD, kesikli olarak uygulanmistir. Ozbek ve
Ulgen (2000) calismasinda [20] SOD uygulama siiresi arttikca ADH enzim aktivitesinin diistiigii
sonucuna varildigindan bu calismada SOD hiicrelere kisa siirelerde (2-3 dk) uygulanmistir. Tiim bu
calismalar incelenerek, bu ¢aligmada hiicreler 6000 rpm, 4°C, 20 dk santrifiijlendikten sonra {ireme ortami
ile %4 (w/v) oraninda hiicre siispansiyonu hazirlanmistir. 20 kHz frekansta SOD, 40 ve 80 W giicte,
kesikli olarak (1s uygulama+ls ara), kisa siirelerde (2-3 dk) uygulanmistir (Bandelin Sonopuls HD3400
Ultrasonic homogenizer, 400 W; 1,9 cm ¢apli prop). Ayn1 zamanda, ultrasonik prop 20 ml hacimdeKi
hiicre siispansiyonuna 2 c¢m derinliginde daldirilarak SOD uygulanmustir [21]. Parcalamadan sonra
bekleme siiresi arttikga enzimin aktivitesi diistiigiinden [20], uygulama sonrasinda hiicreler bekletilmeden
aktivite dlglimleri yapilmistir. SOD uygulanirken hiicre siispansiyonunun bulundugu beher, uygulama
sirasinda artan sicakligin enzim aktivasyonunu diisiirmemesi i¢in buz banyosuna oturtulmusgtur [21].



16 Rahime SONGUR, Ulkii MEHMETOGLU | GU J Sci, Part C, 5(4):13-25(2017)

2.3. ADH Aktivitesi Belirleme Yontemi (The Method of ADH Activity Determination)

SOD uygulandiktan sonra hiicre siispansiyonu, 20 mM etanol ¢dzeltisi ve 20 mM B-NAD (pH 7 fosfat
tamponundaki ¢ozeltisi) iceren karisima eklenmis ve UV Spektrofotometresinde 340 nm dalga boyunda
analizlenmistir. Burada ADH enzimlerinin katalizledigi etil alkoliin yiikseltgenme tepkimesiyle olusan 3-
NADH’m 340 nm dalga boyunda absorbansta neden oldugu artis Ol¢iilmektedir [22]. Tepkime
spektrofotometre kiiveti i¢inde takip edilmistir.

ADH
Etanol + B-NAD —  Asetaldehit + B-NADH

UV spektrofotometrede 340 nm’de takip edilen absorbansin zamanla degisiminin egiminden birim
zamandaki absorbans degisimi bulunmustur. Sekil 1’deki f-NADH’a ait kalibrasyon grafiginden birim
zamanda birim hacimde olusan NADH mol sayisi ve dolayisiyla harcanan etanol mol sayisi
hesaplanmustir. 1 iinite (U); 25°C, pH 7’de herbir dakikada 1 umol etanolii asetaldehite doniistiiren enzim
miktaridir [22].
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Sekil 1. f-NADH kalibrasyon grafigi (The calibration graph of f-NADH)

2.4. NADH Oksidaz Aktivitesi Belirleme Yontemi (The Method of NADH Oxidase Activity
Determination)

Hiicre siispansiyonu SOD uygulandiktan sonra 1 mM dithiotreitol ve 0,1 mM B-NADH (pH 7,5 potasyum
fosfat tamponundaki ¢dzeltisi) igeren karigima eklenmis ve UV Spektrofotometresinde 340 nm dalga
boyunda analizlenmistir [23]. Burada NADH oksidaz enzimlerinin katalizledigi O,’nin H,0;’ye
donisiimii tepkimesiyle azalan B-NADH’in 340 nm dalga boyunda absorbansta neden oldugu azalig
Ol¢lilmektedir. 1 tnite (U); 25°C, pH 7,5’da herbir dakikada 1 umol B-NADH’1 doniistiiren enzim
miktaridir. Enzim aktiviteleri, Sekil 1°deki kalibrasyon grafigi kullanilarak ADH enzim aktivitesinin
hesaplanma yontemiyle benzer sekilde hesaplanmustir.

NADH oksidaz

O+ B-NADH+ H* — H,0, + B-NAD*
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2.5. L. kefir Mikroorganizmasi ile Biyotransformasyon Tepkimesi (Biotransformation Reaction Using
L. kefir)

Biyokatalitik derasemizasyon tepkimesinde substrat olarak kullanilan rasemik propranolol Sigma’dan
temin edilmis ve tepkimede kullanilmak iizere Tris-HCI (50 mM, pH 7,5) tamponunda ¢6ziinmiistiir.
Ureyen hiicreler 4500 rpm, 4°C, 10 dk santrifiijlendikten sonra tepkime ortaminda baslangi¢ hiicre
derigimi 20-400 g/L olacak sekilde, hassas terazide tartilip (0,2-4 g) 10 mL tampon ortami i¢eren tepkime
kabma eklenmis ve 30°C, 180 rpm’de tepkimeler gerceklestirilmistir. Kofaktdr rejenerasyonunu
saglayacak olan tepkimenin substrati molekiiler O, oldugundan 250 mL’lik tepkime kabi kullanilmistir.
Tepkime siiresi sonunda tepkime ortami kloroformla ekstrakte edilmis, ¢oziiciisii uzaklastirilmig ve
etanolde ¢oziilerek HPLC analizine hazirlanmistir.

2.6. Propranololiin HPLC Analizi (HPLC Analysis of Propranolol)

Tepkime sonunda analizler HPLC’de (Thermo Finnigan Spectra System) Chiralcel OD (4,6 x 250 mm, 10
um) kolonu kullanilarak yapilmistir. Hareketli faz olarak hekzan ve etanol kullanilmig; 0,8 mL/min akig
hizi, UV dedektor 280 nm dalga boyu, 20 pL enjeksiyon hacmi kosullarinda analizler gergeklestirilmistir.

Analiz sonuglarina gére % ee ve % C hesabr yapilmistir. % ee propranololiin enantiyomerik asiriligini
ifade etmekte ve Esitlik (1)’den hesaplanmaktadir. % C ise (S)-propranololiin doniisiimiinii ifade etmekte
ve Esitlik (2)’den hesaplanmaktadir.

_CS
Cr + Cs

% ee = x100 D

Burada; Cg ve Cs sirasiyla (R)-propranolol ve (S)-propranololiin derisimini ifade etmektedir.

Ce, — C.
96C'=-42%7———x
So

100 2)

Burada; Csg, ve Cs sirastyla (S)-propranololiin baglangi¢ derisimini ve tepkime sonrasinda ortamda kalan
(S)-propranololiin derisimini ifade etmektedir.

3. BULGULAR VE TARTISMA (RESULTS AND DISCUSSION)

Kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan B-blokerlardan biri olan propranololiin
enantiyomerik saflikta {iretimi 6nem tagimaktadir. Bu g¢aligmada, rasemik propranololiin ¢oklu enzim
sistemi ile ardigik yiikseltgenme-indirgenme tepkimeleri gerceklestirilerek enantiyomerik saflikta
propranolol iiretimi amaglanmaktadir (Sekil 2). Bunun i¢in ¢alismanin bu kisminda Sekil 2’deki
mekanizmanin ilk basamagi olan ylikseltgenme tepkimesi ele alimmis ve bu tepkimeyi katalizleyecek
uygun mikroorganizma belirlenmeye caligilmustir.

Sekil 2’deki derasemizasyon mekanizmasi, biyokatalitik derasemizasyon ile enantiyomerik saflikta
sekonder alkol {iretimi konusundaki ¢aligsmalar [24] referans alinarak Onerilmistir. Burada yiikseltgenme
tepkimesi ADH enzimi katalizorliigiinde gergeklesecektir. Fakat, ADH kofaktor gerektiren bir enzimdir
ve kofaktorler pahalidir [25]. Bu nedenle tiim hiicre kullanildigi durumda hiicre i¢inde bulunan ve
rejenere olan kofaktdrler prosesin ekonomikligini saglamasi agisindan olduk¢a onemlidir. Ornegin,
NADH oksidaz enziminin molekiiler oksijenden su ya da hidrojen peroksit (H,O,) olusumunu
katalizlerken ayni zamanda kofaktor rejenerasyonunu sagladigi bilinmektedir. Kofaktor rejenerasyonu
i¢in kosubstrat gerektirmemesi ve boylece yan lriin olusturmamasi agisindan NADH oksidaz enziminin
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kullanilmasi avantajlidir [13]. Tiim bu nedenlerle yiikseltgenme tepkimesinde kullanilmak iizere ADH ve
NADH oksidaz enzimlerini igeren bir mikroorganizma arastirilmstir.

A X
oY N S-secimli oY N R-secimli

= i OH o
| yiikseltgenme indirgenme
T
(R)-propranolol S-ADH (R)-propranolol R-ADH OH
» ma ¥ 3

A . v . (R)-propranolol
OTH NADP* NADPH O/\II/\H
H OH U . ‘ o]

(S)-propranolol NADH oksidaz i |

Sekil 2. Ardisik yiikseltgenme-indirgenme tepkimeleri ile rasemik propranololiin biyokatalitik
derasemizasyonu (Biocatalytic deracemization of racemic propranolol via tandem oxidation and
reduction reactions)

3.1. Lactobacillus kefir’de Bulunan NADH Oksidaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi (Determination
of NADH Oxidase Activity in L. kefir)

Lactobacillus kefir mikroorganizmasinin ADH enzimini igerdigi bilinmektedir [26]. NADH oksidaz
enzimini igerip igermedigi ise enzim aktivitesi Olgiilerek arastirilmistir. Geueke vd. (2003) ¢alismasindan
Lactobacillus brevis mikroorganizmasinin O’li ortamda firetildiginde NADH oksidaz aktivitesinin,
0O,’siz ortamda firetildiginde ADH aktivitesinin daha yiiksek oldugu bilgisi edinilmistir [27]. Bu nedenle
L. kefir O,’1i ve O,’siz ortamda iiretilerek enzim aktivitesi 6l¢iilmiistiir. Her iki ortamda tiretilen L. kefir’e
SOD uygulanmadan ve SOD uygulanarak (20 kHz, 80 W, 1 dk siirekli SOD+1 dk ara, 3 kez uygulama,
hiicre ilireme ortaminda) hiicre siispansiyonlart hazirlanmigtir. Bu stispansiyonlarin NADH oksidaz
aktivitelerine bakilmis ve absorbansin zamanla degisimi Sekil 3’te, aktivitelerin sayisal degerleri Tablo
1’de verilmigtir. Buna gore, O;’li ve O,’siz ortamda iiretilen mikroorganizmalarin NADH oksidaz
aktivitelerinin ¢cok yakin oldugu, fakat SOD uygulanmasinin hiicre zarinda bulunan NADH oksidazin
serbest kalmasi icin ¢ok etkili oldugu gdzlenmistir. SOD uygulanmus hiicre siispansiyonlarinda enzim
aktivitesi yaklasik 100 kat daha fazla bulunmustur.
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Sekil 3. L. kefir' de NADH oksidaz aktivitesi ol¢iimii sirasinda absorbansin zamanla degigimi (A=340 nm,
1 mM dithiotreitol, 0,1 mM NADH (pH 7,5 potasyum fosfat tamponu), SOD (20 kHz, 80 W, (1 dk siirekli
SOD+1 dk ara) x 3 kez)) (The changing absorbans value with time during determinating NADH oxidase
activity in L. kefir)

Tablo 1. L. kefir’'deki NADH oksidaz aktiviteleri (A=340 nm, 1 mM dithiotreitol, 0,1 mM NADH (pH 7,5
potasyum fosfat tamponu), SOD (20 kHz, 80 W, (1 dk siirekli SOD+1 dk ara) x 3 kez)) (NADH oxidase
activity in L. kefir)

Hiicre Aktivite (U/mL)
SOD uygulanmis, O,’li ortamda iiretilen 0,531
SOD uygulanmis, O,’siz ortamda iiretilen 0,572
SOD uygulanmamus, Oy’li ortamda iiretilen 0,0046
SOD uygulanmanmus, O,’siz ortamda iiretilen 0,0045

3.2. Farkli Mikroorganizmalarin ADH ve NADH Oksidaz Aktivitelerinin Belirlenmesi (Determination
of ADH and NADH Oxidase Activities in Different Microorganisms)

Farkli mikroorganizmalarin ADH ve NADH oksidaz enzim aktiviteleri belirlenerek yiikseltgenme
tepkimesini katalizleyecek L. kefir’den daha yiiksek enzim aktivitesine sahip mikroorganizma
arastirllmistir. Bu amagla Rhodotorula glutunis DSM 70398, Rhizopus oryzae CBS 111718, Rhizopus
arrhizus ve karsilastirma amaciyla Lactobacillus kefir NRRL B-1839 mikroorganizmalarina SOD (40 W
giicteki 20 kHz SOD, 1s uygulama+ls ara olacak sekilde 2 dk) uygulanmistir. SOD uygulanarak
hazirlanan hiicre siispansiyonlarinin ADH ve NADH oksidaz aktiviteleri oOlciilmiistiir. Buna gore;
zamanla elde edilen absorbans degisimleri Sekil 4 ve Sekil 5°te, hesaplanan aktivite degerleri Tablo 2 ve
Tablo 3’te verilmistir. Rhizopus oryzae ve Rhizopus arrhizus’da NADH oksidaz aktivitesine
rastlanmamistir. Buna gore, kullanilan mikroorganizmalar arasinda ADH ve NADH oksidaz aktivitesi en

yiiksek olan mikroorganizma L. kefir olarak belirlenmistir.
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Sekil 4. Farkli mikroorganizmalarda ADH aktivitesi 6l¢iimii sirasinda absorbansin zamanla degisimleri
(A=340 nm, 20 mM etanol ve 20 mM B-NAD (pH 7 fosfat tamponundaki ¢ozeltisi), SOD (40 W, 20 kHz
SOD, Is uygulama+I1s ara olacak sekilde 2 dk)) (The changing absorbans value with time during
determinating ADH activities in different microorganisms)
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Sekil 5. Farkly mikroorganizmalarda NADH oksidaz aktivitesi olgiimii sirasinda absorbansin zamanla
degisimleri (A=340 nm, 1 mM dithiotreitol, 0,1 mM NADH (pH 7,5 potasyum fosfat tamponu), SOD (40
W, 20 kHz SOD, Is uygulama+1s ara olacak sekilde 2 dk)) (The changing absorbans value with time
during determinating NADH oxidase activities in different microorganisms)
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Tablo 2. ADH aktiviteleri (=340 nm, 20 mM etanol, 20 mM B-NAD (pH 7 fosfat tamponundaki ¢ozeltisi),
SOD (40 W, 20 kHz SOD, Is uygulama+1s ara olacak sekilde 2 dk)) (ADH activities)

Mikroorganizma Aktivite (U/mL)
L. kefir (O,’siz ortamda iiretilen) 0,0370
R. glutunis 0,0161
R. oryzae 0,0205
R. arrhizus 0,0156

Tablo 3. NADH oksidaz aktiviteleri (A=340 nm, 1 mM dithiotreitol, 0,1 mM NADH (pH 7,5 potasyum
fosfat tamponu), SOD (40 W, 20 kHz SOD, Is uygulama+ls ara olacak sekilde 2 dk)) (NADH oxidase
activities)

Mikroorganizma Aktivite (U/mL)
L. kefir (O,’siz ortamda iiretilen) 0,960

R. glutunis 0,014

R. oryzae -

R. arrhizus -

Tablo 1°de goriildiigii iizere, O,’siz ortamda iiretilen L. kefir'e 20 kHz SOD 80 W giicte 1 dk siirekli
uygulama+1 dk ara kosullarinda 3 kez uygulama yapildiginda NADH oksidaz aktivitesi 0,572 U/mL iken
aymi cihazla 20 kHz SOD 40 W giicte, 1s uygulama+1s ara olacak sekilde 2 dk uygulandiginda NADH
oksidaz aktivitesi 0,96 U/mL (Tablo 3) olarak bulunmustur. Hiicre zarinda bulunan NADH oksidaz
enziminin serbest kalmasi icin SOD uygulamas1 olumlu etki gdstermistir. Fakat uzun siireli ve yiiksek
giicte uygulandiginda enzim aktivitesi daha diistik bulunmustur. Bunun nedeninin, uzun siireli ve yliksek
giicte uygulama sirasinda SOD’nin enzim yapisina zarar vermis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle
SOD mikroorganizmaya yeterli enerji yogunlugunda uygulanmalidir.

3.3. Rasemik Propranololiin Yiikseltgenmesi (Oxidation of Racemic Propranolol)

Kullanilan mikroorganizmalar arasinda ADH ve NADH oksidaz aktivitesi en yiiksek olan
mikroorganizma L. kefir NRRL B-1839 olarak belirlendiginden bu mikroorganizma tiim hiicre olarak
kullanilarak tepkime gergeklestirilmistir. Rasemik propranololiin yiikseltgenme tepkimesi oncelikle 1 mM
substrat derigimi, 200 g/L mikroorganizma (L. kefir) derisiminde Tris-HCI tamponunda (50 mM, pH 7,5),
30°C ve 180 rpm karistirma hizindaki orbital ¢alkalayicida gergeklestirilmigtir. Tepkime hacmi 10 mL’dir
fakat Sekil 2°de goriildigl gibi kofaktor rejenerasyonunun gergeklesmesi igin O, gerektiginden tepkime,
250 mL’lik tepkime kabinda gerceklestirilmistir. 6 giinliik tepkime siiresinin sonunda enantiyomerik
asirilik (% ee) %1,5 bulunmustur. Bir de, tepkime ortamina kofaktor rejenerasyonu i¢in hiicre iginde
yeterli miktarda bulunmamasi ihtimaline kars1 tepkimenin baslangicinda 0,5 mM NADPH eklenerek ayn
kosullarda tepkime gerceklestirilmistir. Fakat % ee degeri degismemistir.

Geueke vd. (2003) calismasindan Lactobacillus brevis mikroorganizmasimin O;’li ortamda iiretildiginde
NADH oksidaz aktivitesinin, O,’siz ortamda iiretildiginde ADH aktivitesinin daha yiiksek oldugu bilgisi
edinilmisti [27]. Bu bilgi 1s1ginda O,’li ve O,’siz ortamda tiretilen L. kefir mikroorganizmasindan esit
miktarda hiicre kullanilarak, daha diisiik substrat derisimde ve farkli baslangi¢c hiicre derisimlerinde
tepkimeler gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 4’te verilmistir. Hiicre derisimi yiiksek
oldugunda kiitle aktarim kisitlamasina neden olabileceginden 20-400 g/L derisim araliginda ¢alisilmistir.
Gortildiigii gibi substrat derisiminin diigmesinin, O,’li ve O,’siz ortamda {iretilen hiicrelerin birlikte
kullanilmasinin ve farkli baglangi¢ hiicre derisimlerinde ¢alisilmasinin kayda deger bir etkisi olmamistir
ve en yiksek % ee degeri %3,61 olarak bulunmustur.
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Tablo 4. Rasemik propranololiin yiikseltgenme kosullar: (C,=0,1 mM, V=10 mL, Tris-HCI tamponu (50
mM, pH 7,5), 5 giin, L. kefir) (Oxidation conditions of racemic propranolol)
Mikroorganizma derisimi

(g/L) NAD ilavesi % ee Konfigiirasyon % C

20 (10 +10)* - 3,07 S 9,93
200 (100+100)* - 3,19 R 33,27
400 (200+200)* - 3,36 R 39,82
200 (100+100)* \ 3,61 R 23,72

* 0,’li ve Oy’siz ortamda fliretilen L. kefir mikroorganizmasindan esit miktarda hiicre kullanilmig ve tepkime ortamindaki
derisimleri parantez iginde belirtilmisgtir.

% ee degerinin 3,61 olarak bulundugu tepkime sonucu ile ayni derisimdeki tepkime ortaminin
mikroorganizma eklenmeden gerceklestirilen kontrol deneyinin HPLC analiz sonuglarinin
karsilagtirilmasi Sekil 6’da verilmistir. Buna gore L. kefir tepkimeyi katalizlemekte ve yaklasik olarak 9.
ve 11. dakikalarda ¢ikan propranolol enantiyomerlerinin pik alanlan kii¢lilmektedir. Ancak tepkimeyi
stereosecimli olarak katalizleyememektedir.

-- L. kefir ile tepkime
-- kontrol deneyi

Sekil 6. L. kefir ile gerceklestirilen tepkimeni HPLC analiz sonucunun kontrol deneyi ile
karsilastiriimasi (The comparing of HPLC analysis result of oxidation reaction with L. kefir and control
experiment)

Sonug¢ olarak, enzim aktivite Ol¢iimleri sonucunda kullanilan mikroorganizmalar arasinda ADH ve
NADH oksidaz aktivitesi en yiiksek olan L. kefir mikroorganizmasi olarak bulunmustur. Bu
mikroorganizma propranololiin yiikseltgenmesi tepkimesinde kullanildiginda ise Sekil 6’da goriildigii
iizere tepkimeyi katalizledigi, belli bir doniisiimiin oldugu fakat se¢imli davranamadigi gozlenmistir.
Calisma kapsaminda propranololiin enantiyomerik saflikta liretimi amacglandigindan, ADH ve NADH
oksidaz enzimlerini iceren ve propranololiin yiikseltgenmesini se¢imli olarak katalizleyecek uygun
mikroorganizmay1 belirlemek i¢in ¢aligmalar devam etmektedir.
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4. SONUCLAR (CONCLUSIONS)

Farmasotik acidan 6nem tasiyan B-blokerlardan biri olan propranololiin enantiyomerik saflikta iiretimi
kapsaminda rasemik propranololiin yilikseltgenme tepkimesinde kullanilacak olan uygun mikroorganizma
arastirilmigtir. Bu tepkimenin gergeklesmesi icin ADH ve NADH oksidaz enzimi gerekli oldugundan
farkli mikroorganizmalarda bu enzimlerin aktiviteleri dl¢iilmiis ve kullanilan mikroorganizmalar arasinda
en yliksek aktivitelerin L. kefir’de oldugu belirlenmistir. L. kefir mikroorganizmasi rasemik propranololiin
yiikseltgenmesi tepkimesinde kullanildiginda ise % ee degeri en yliksek %3,61 olarak bulunmustur. Bu da
L. kefir’in tepkimede secimli davranamadigini gostermektedir. Sonug olarak, L. kefir’in ADH ve NADH
oksidaz enzimlerini igerdigi, HPLC pikleri incelendiginde tepkimeyi katalizledigi fakat tepkimede
stereose¢imli davranamadigi anlagilmisgtir.

Aktivite deneyleri sonucunda hiicre i¢i ve hiicre zarinda oldugu bilinen ADH ve NADH oksidaz
enzimlerinin hiicre disina ¢ikarilmasi icin SOD (ya da enzimin c¢ikmasi igin baska hiicre parcalama
yontemlerinin) uygulanmasinin gerekli oldugu anlasilmustir. L. kefir in NADH oksidaz aktivitesinin SOD
uygulandiginda yaklasik 100 kat artmasi bu gerekliligi ortaya koymaktadir.

Derasemizasyon yontemiyle iliskili olarak ise uygun mikroorganizma se¢imi iizerinde c¢alismalar devam
etmektedir. Rasemik propranololiin yiikseltgenmesi tepkimesini se¢imli olarak katalizleyebilen bir
mikroorganizma bulundugu durumda tepkimenin optimum kosullarinin belirlenmesi hedeflenmektedir.

5. SEMBOLLER (SYMBOLYS)

ADH: Alkol dehidrojenaz

Cr : (R)-propranololiin derigimi

Cs : (S)-propranololiin derigimi

C, : Rasemik propranololiin baglangi¢ derigimi
Cso : (S)-propranololiin baslangi¢ derigimi
NAD: Nikotinamid adenin diniikleotid
PDA: Patates dekstroz agar

PDB: Patates dekstroz besiyeri

SOD : Ses 6tesi dalga

UYM: Genel maya iireme ortami

V : Tepkime hacmi

% C : Doniistim

% ee : Enantiyomerik asirilik
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