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OZET

Bu ¢aligmada asetofenonun biyoindirgenmesiyle, bircok farmokolojik iirliniin 6ncii maddesi olan enantiyomerik
saflikta (S)-1-fenil etanol iiretilmistir. (S)-1-fenil etanol tiirevleri antialzaymir ilag etken maddesi olarak da
kullanim alanina sahiptir. (S)-1-fenil etanoliin {iretimi, asetofenonun alkoldehidrojenaz (ADH) enzimi
biyokatalizli asimetrik indirgenme tepkimesiyle gerceklestirilmistir. Caligmanin ilk asamasinda, karbonil
grubunu indirgeyebilmesi i¢in ADH enzim kaynagi olarak ¢esitli meyve ve sebzeler kullanilmistir. En yiiksek
aktiviteye sahip olan uygun bitkinin se¢imi i¢in, farkli bitkilerin (havug, patates, iiziim, turp) ADH enzim
aktiviteleri tayin edilmistir. Biyokatalizor olarak, en yiliksek ADH aktivitesine sahip havug secilmistir.
Calismanin ikinci asamasinda, enantiyomerik saflikta (S)-1-fenil etanol iiretimine biyokatalizor boyutu, enzim
kaynagi, substrat derisimive sicaklik, tepkime siiresi, tepkime pH’1ve hiicre derisiminin etkileri arastirilmigtir.
Enantiyosecimli asimetrik biyoindirgenme tepkimesinde biyokatalizor olarak kullanilan taze havug igindeki
ADH enzimi tepkimeyi 2mM substrat derisimi, 200 g/L biyokatalizér derigimi, 1,52 mm biyokatalizér boyutu,
33 °C tepkime sicakligi, pH=7 ve 150 rpm karistirma hizi kosullarinda, yiiksek enantiyosecimlilikte ve yiiksek
doniisiimde katalizlemistir (>%99 ee ve %92 c).

Anahtar Kelimeler: Biyoindirgenme, asimetrik sentez, (S)-1-fenil etanol, alkoldehidrojenaz, bitki

USE OF THE PLANT AS BIOCATALYSTS FOR PRODUCING
ENANTIOMERICALLY PURE SECONDER ALCOHOL

ABSTRACT

In this study, enantiomerically pure (S)-1-Phenylethanol was produced with bioreduction of acetophenone that
the precursor of many pharmacological product. Derivatives of (S)-1-Phenylethanol (secondary alcohol) is used
as the active ingredient of drug of anti alzheimer. Production of (S)-1-Phenylethanol was conducted with the
asymmetric reduction reaction of acetophenone that biocatalyst for there action is enzyme of alcohol
dehydrogenase (ADH). In this study, a variety of fruits and vegetables were used as source of enzyme (ADH) for
reduction of the carbonyl group and ADH enzyme activities were determined of different plants (carrots,
potatoes, grapes, radishes) for selection of suitable plant which it has the highest intra cellular enzyme activity.
At the end of this election carrot has been considered as a biocatalyst which has highest ADH activity. The
effects of size of biyocatalyst, source of enzyme, substrate concentration, temperature, reaction time, pH of there
action and the amount of biocatalyst have been investigated on the production of (S)-1-Phenylethanol. It was
found that ADH enzyme in fresh carrots catalysed the bioselective asymmetric reduction reactions at high
conversion and high enantioselectively (>%99 ee and 92% c), under the conditions of 2mM substrate
concentration, 200 g/L biocatalyst concentration, 1,52 mm biyocatalyst size, reaction temperature 33 °C, pH=7
and 150 rpm agitation speed.

Keywords: Bioreduction, asymmetric synthesis, acetophenone, (S)-1-Phenylethanol, alcoholdehydrogenase,
plant
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1. GIRIS ANTRODUCTION)

Ketonlarin asimetrik indirgenmesi organik
molekiillerin sentezinde temel bir prosestir. Prokiral
ketonlarin asimetrik indirgenmesi ile elde edilen kiral
alkoller, ila¢ sanayi, zirai kimya ve tatlandirict
sentezinde kullanilmaktadir [1]. Kiral maddeler (R) ve
(S) olmak tizere iki enantiyomere sahiptir. Farkli
biyolojik etkilerinden dolay1 genellikle
enantiyomerlerden yalniz bir tanesi istenen aktiviteyi
saglar ve farmakolojik agidan ilgi goriir [2]. Bu
nedenle, enantiyomerlerin ayrilmast ilag endiistrisi
icin biiylk 6nem tasimaktadir [3]. Literatiirde
mikrobiyal hiicrelerle biyokatalitik indirgenme ile
ilgili bir ¢ok calisma bulunmaktadir [4-5]. Son
yillarda, Dbiyokatalizor olarak bitki hiicreleri
kullanilarak gerceklestirilen kimyasal reaksiyonlar
biiyiik ilgi c¢ekmektedir [6]. Biyokatalizér olarak
mikrobiyal hiicre ve bitki hiicresinin kullanildig1 bir
calismada, bitki hiicresi olarak havug, mikrobiyal
hiicre olarak ekmek mayasi kullanilmistir [7].

Calismada, pro-kiral ketonlar (indanon, tetralon vb.
keton) asimetrik sentez ile ekmek mayasi ve havug
biyokatalizori  ile  indirgenmistir ve  havug
biyokatalizoriinde her substrat i¢in, ekmek mayasina
gore yilkksek doniisim ve enantiyomerik asirilik
degerleri siras1 i1e>%99 ee ve % 95 ¢, % 85ee ve %
45 ¢,>% 99 ee ve % 70 c olarak elde edilmistir.

Lactobacillus  kefir ~ mikroorganizmasinin  biyo
katalizor olarak kullanildig1 bir ¢alismada pro-kiral
keton (asetofenon) asimetrik sentez ile indirgenmistir.
Lactobacilluskefir biyokatalizorii ile (R)-enantiyomer
icin yiiksek enantiyomerik asirilik verdigi (> % 99)
belirlenmis fakat kofaktor rejenerasyonu gerektigi igin

doniistimlerin  yiiksek olmadigt  vurgulanmistir.
Yiksek doniisim ve enantiyomerik  asirilik
degerlerine ancak ortama kofaktdr ekleyerek

ulasilmustir [8].

Ornegin, kereviz ve havug gibi enzim sistemleri
kullanilarak orto, meta, para bromo ve methoxy
asetofenon tiirevlerinin  enantiyosegimli  olarak
indirgenmesi incelenmistir. Caligmada taze bitki
kokleri elektrikli mikserde 2 dakika pargalanmis ve 20
mL’lik sebze karisimi havug i¢in pH=6,5 ve kereviz
icin pH=6,2 olan tepkime ortamina eklenmistir. Bu
karigim ile 20-30 mg substrat 0,5 mL asetonda
coOziilerek, 48 saat karistirilmig ve 48 saat sonra
kloroform ile ekstrakte edilmistir. Meta konumu igin
havug ile >% 99ee, %100 c¢ ve kereviz ile>% 99ee,
%098 c degerleri elde edilmistir [9].

Substrat olarak asetofenon ve biyokatalizor olarak
kurutulmus yesil bezelyenin kullanildigi baska bir
calismada, ImM substrat 50 mL su i¢inde ¢oziilerek,
25 g biyokatalizor ile karigtirilmis ve oda sicakliginda
24 saat karistirllmigs ve etil asetat ile ekstrakte
edilmistir. Biyoindirgenme reaksiyonu sonucunda
%72 verim ve%98 ee ile (S)-1-fenil etanol elde
edilmigtir [10].
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Literatiirde sadece farkli model substratlarin degisik
bitkiler (biyokatalizér) ile indirgenip alkollerine
doniistiirmenin miimkiin olup olmayacagi
aragtirillmistir.  Substrat  derisimi, biyokatalizor
derisimi, tepkime siiresi, pH etkisi gibi c¢alismalara
yer verilmedigi goriilmektedir.

Bu c¢alismada asetofenonun biyoindirgenmesiyle
enantiyomerik saflikta 1-fenil etanol retilmistir.
Enantiyomerik saflikta {retilen 1-fenil etanol ve
tiirevleri antiseptik, antibiyotik ve dezenfektan oldugu
gibi ilag ve parfiimeride koruyucu olarak
kullanilmaktadir. Girdi olarak kullanilacak olan
asetofenon ve bir ¢ok tiirevlerinin biyokatalitik
indirgenmesi sonucu elde edilen kiral alkoller, ilag
sanayi icin onemli girdilerdir. Ornegin, 2-brom-4-flor
fenil alkol anti alzaymer ilaclarinda potansiyel girdi
olarak kullanilmaktadir [11].

Biyokatalitik olarak enentiyomerik saflikta sekonder
alkol iiretimi i¢in en ¢ok kullanilan yontemler kinetik
rezoliisyon, asimetrik sentez ve derasemizasyondur.
Bu c¢aligmada, prokiral bir bilesikten baslayarak
asimetrik sentez yontemiyle enantiyomerik saflikta
iiretim gerceklestirilmistir. Bu durumda teorik olarak
tim  kiral olmayan  baslangic = maddelerini
enantiyomerik olarak saf {irlinlere dontistirmek
miimkiindiir ve bu tepkimeye enantiyosecimli tepkime
denir. En basit Ornek olarak, kiral olmayan bir
substrat sadece bir asimetrik merkez tasiyan kiral bir
lirliniin iki enantiyomerinin esit olmayan karigimlarina
doniistiiriliir. Amag, sentezlenmesi istenen
enantiyomerin ~ oranmi  artrmaktir. ~ Bu  da
enantiyose¢iciligi maksimuma ulastirmak anlamina
gelir. Bir tepkimenin enantiyosecimli olabilmesi igin
kiral bir reaktif, ¢oziicii veya katalizor, tepkime
iizerinde etkili olmalidir [12].
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OH OH
Sekil 1. Ketonlarin asimetrik sentezi

(Asymmetricsynthesis of ketones)

Asimetrik sentez, kiral olmayan bir birimin bir
substrat molekiille kiral bir molekiile doniistiiriilmesi
ve bu doniisiimde muhtemel izomerlerin esit olmayan
miktarda olusumunu saglayan bir sentez sekli olarak
tanimlanabilir (Sekil 1). Enantiyose¢imligin derecesi
genel olarak enantiyomerik asirilik (e.e.) ile ifade
edilir. Burada enantiyomerlerin orani yiizde olarak
ifade edilir. Enantiyomerik oran yerine Dbiitiin
durumlarda  enantiyomerik  asiriik  teriminin
kullanilmasmin nedeni dogrudan dogruya optikge
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safligi ifade etmesidir. %100 e.e.’li bir madde
enantiyomerik olarak saf bilesiktir. Bir bilesigin
enantiyomerik asirilik ve doniisiim yiizdesi asagidaki
denklemler yardimiyla hesaplanabilir [13].

Cs>Cp; Enantiyomerik asirilik yiizdesi;

Cq-C
=S =R 100 (1)
s +Cp

Yoee=

Doniigiim yiizdest;

% c= G -C

100 2
a @)

Calismada, karbonil grubunu indirgeyebilmek igin
ADH enzim kaynag1 olarak gesitli meyve ve sebzeler
(havug, patates, {iziim, turp) kullanilmistir.
Alkoldehidrojenazlar kofaktore ihtiya¢ duyarlar ve
kofaktorler oldukga pahali maddelerdir. Tepkime
ilerledikge ortamdaki kofaktor tiikeneceginden ve
kofaktorler pahali olduklarindan, saf enzimler yerine
bitkileri, alkoldehidrojenaz kaynagi olarak kullanmak
daha ekonomiktir. Bitki hiicresinin yapisinda bulunan
GDH enzimi ve glikoz molekilii kofaktor
rejenerasyonunu saglayabilir.

Uretim  kesikli ortamda yapilmistir ve uygun
biyokatalizor olarak secilen taze havu¢ kullanilarak
biyotransformasyon verimi {izerine; biyokatalizor
boyutu, baslangic substrat derisimi, biyotepkime
stiresi, biyokatalizor derigimi, ortam pH’1 ve sicaklik
etkileri incelenmistir.

2. DENEYSEL (EXPERIMENTAL)
2.1. Materyal ve Yontem (Materials and Methods)

Bu c¢aligmada substrat olarak kullanilan asetofenon ve
elde edilen iiriin fenil etanoliin saf enantiyomer leri
olan (R) ve (S)-1fenil etanol Aldrich, hegzan ve 2-
propanol Merc’ten temin edilmistir.

Fenil etanol {retiminde biyokatalizér olarak
kullanilan sebze ve meyveler yerel marketlerden
temin edilmistir

2.2. Enzim Aktivitesi Tayini (Determination of Enzyme
Activity)

Hiicre i¢i bir enzim olan alkoldehidrojenazin gesitli
bitkilerdeki (taze havug, patates, iziim, turp)
aktivitesini Ol¢mek igin, Oncelikle bitkiler belirli
boyuta pargalanmis ve 0,1M fosfat tamponu pH 7’ye
ayarlanarak eklendikten sonra santrifiij yapilmis ve
stvi - kisim  kullanilarak — aktivite  belirlenmistir.
Caligmada, aktivite degeri Olgmek icin, etanoliin
asetaldehite  yiikseltgenme tepkimesi (kofaktor
varliginda) UV spektrofotometre ile takip edilmistir.
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Kofaktorler (NAD, NADH) 340 nm de absorbans
vermektedir. Tepkime esnasinda NAD’dan NADH
olusurken absorbans degeri artmaktadir.

ADH

C,HsOH + B-NAD — Asetaldehit + f-NADH

Sekil 2. Etanolin ADH enzimi ile yiikseltgenme

tepkimesi (Ethanol oxidation reaction with biocatalysts of ADH
enzyme)

Enzim aktivitesi internasyonel iinite formiiliine gore
(IU: pmol/dk) olarak verilmistir [14]. Enzim aktivite
degerleri asagidaki bagint1 kullanilarak hesaplanmistir

(8]
Aktivite(U/L)=(AAbs/dak).(V1.1000)/(e.Vsb)  (3)

2.3. Asetofenonun  Asimetrik
(AsymmetricReduction of Acetophenone)

Indirgenmesi

Deneyler substrat olarak belirli derisimde asetofenon
ve biyokatalizor olarak belirli derisimde taze havug
iceren 0,1M sodyum fosfat tampon (pH=7) ortaminda
gerceklestirilmistir.  Asetofenon organik 1 mL
MTBE’de (metil tersiyer biitil eter) ¢oziildiikten sonra
tepkime ortamina eklenmistir. Taze havug belirli bir
boyuta getirilerek kullanilmistir. Tepkimeler 50 mL
hacmindeki vida kapakli kesikli biyoreaktorlerde,
sicaklik ve karistirma hizi (150 rpm) kontrol edilen
orbital calkalayicilarda gerceklestirilmistir. Doniigiim
ve enantiyomerik asirilik {izerine, taze havug
biyokatalizorliigiinde baslangic substrat derigimi,
biyotepkime siiresi, biyokatalizér derisimi, pH ve
sicaklik etkisi incelenmistir.

Calismada, karbonil grubunu indirgeyebilmek igin
ADH enzim kaynagi olarak gesitli meyve ve sebzeler
kullanilmustir (Sekil 3).

ADAE
0 OH
i ’“]) “CHj @’LTH;
e Bithi hiicreleri =
Asetafenon I-feniletanol

Sekil 3. Asetofenonun bitki hiicreleri indirgenmesi
(Reduction of acetophenone with biocatalysis of plantcells)

Alkoldehidrojenazlar kofaktdre ihtiya¢ duyarlar ve
kofaktorler oldukca pahali maddelerdir. Tepkime
ilerledigi sirada ortamdaki kofaktor tiikkeneceginden
dolay1 ve kofaktorler pahali olduklarindan, saf
enzimler yerine bitkileri, alkol dehidrojenaz kaynag:
olarak kullanmak daha ekonomiktir (Sekil 4).

Bitki hiicresinde bulunan GDH enzimi ve glikoz

molekiilii  tarafindan  kofaktdr  rejenerasyonu
gerceklesir [15].
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Gluconic acid ><NADH
Glucose NAD™*

S-1-FENIL ETANOL

Sekil 4. Kofaktdr Rejenerasyonu (Cofactor regeneration)
2.4. Analiz (Analysis)

Tepkime ortamindan alinan 6rnekler, es hacim metil
tersiyer biitil eter ile ekstrakte edilmistir.Organik ve
sulu fazlar ayrildiktan sonra organik faz yiiksek
basing sivi kromatografi ile analiz edilmistir. Tasiyici
faz olarak, hegzan/2-propanol (95/05), akis hiz1 0,80
mL/dak, 10 uL enjeksiyon hacmi, 30°C’ de Chiralcell
OB kolonu (4,6 mm x 50 mm, Daicel Chemical Ind.
Ltd. France) 254 nm UV dedektor ile analizlenmistir.

3. SONUC ve
DISCUSSION)

TARTISMA (RESULTS AND

3.1. Enzim Aktivitesi Tayini (Determination of Enzyme
Activity)

Aktivite tayinlerinde genellikle kaybolan substrat
miktar1 veya meydana gelen {irlin miktar1 tayin
edilerek enzimlerin aktiviteleri ol¢iiliir. Enzim aktivite
tayininde yontem secerken pratik olusuna ve kisa
sirede yapilisina, ayrica hassas olugsuna da Ozen
gostermek gerekir.

14+
%

] %%

Havug patates  turp

ADH enzimi aktivitesi, U/L

lziim

Biyokatalizor tiirii

Sekil 5. Farkli biyokatalizorlerin ADH aktivitesi
‘ADH activity of different biocatalysts)

Bu c¢alismada tayinde spektrofotometrik yontem
kullamilmustir. Sekil 2 deki tepkimeye bagli olarak
taze havug, patates, lizim ve turp i¢in absorbansin
zaman ile degisimi izlenmistir ve tiim veriler Esitlik
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ASETOFENON
NADH
>v
NAD™*
v

3’e gore degerlendirilerek ADH aktivite degerleri elde
edilmistir. (Sekil 5).

Farkli biyokatalizorlerin ADH enzimi aktiviteleri
hesaplanmis ve en yiiksek enzim aktivitesine sahip
taze havu¢ biyokatalizorii ile biyoindirgenme verimi
iizerine tepkime parametrelerinin etkileri
incelenmistir.

3.2. Biyokatalizor Boyutu EtKisi (Effect of Biyocatalyst
Size)

Farkli boyutlara (1,52, 2,76, 3,51 ve 4,13 mm) sahip
taze havug kullanilarak, biyokatalizor boyutu etkisi
incelenmistir. 1,52 mm i¢in %89 ¢ ve >% 99¢e elde
edilmistir (Sekil 6).

100 -

80 -

60 -

40 -

%ee - %c

20 -

1,52 2,76 3,51 4,13 #ee
e
Biyokatalizér boyutu, mm
Sekil 6. Biyokatalizor boyutu etkisi (V=51mL,
Cso=1,5mM, C,=200g/L, 0,1M pH=7 fosfat tamponu
50 mL, t= 48 h, 33 °C) (The effect of biocatalyst size (V=

SImL, Cso= 1,5mM, Cy=200g/L, 50 mL 0,IM pH= 7 phosphate
buffer, t= 48 h, T=33 °C))

Biyokatalizor boyutunun artmast ee degerini
etkilememistir. Ancak, doniisiim yiizdesi azalmistir.
1,52 mm boyutunda doniisim yilizdesi % 89 iken

4,13 mm i¢in %55’e¢ digmiistir. Biyokatalizor
boyutu  arttikca  kiitle  aktarim  kisitlamasi
gerceklesmis  ve  substrat enzime  yeterince

difiizlenmemistir [16].
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3.3. Baslangic Substrat Derisimi Etkisi (Effect of

initial Substrate Concentration)

Biyotransformasyon verimi iizerine, taze havug
biyokatalizorliigiinde baslangig substrat derisimi
etkisi 0,1-10 mM derisim araliginda c¢alisilmistir
(Sekil 7).

100 1
Z
E 90 g
Z Z
260 Z
£ 7
2 40 Z
: z
g 20 Z
R

0,5mM 2mM 4mM 6mM 10mM
& %ee
Cgpo mM &%

Sekil 7. Taze havug hiicreleri ile asimetrik olarak
biyoindirgemeye substrat derisimi etkisi (V= 51 mL,
Cy= 200 g/L, 0,1M pH=7 fosfat tamponu 50 mL, t=
48 h, T= 33 OC) (Effect of substrate concentration (V=51 mL,
Cy= 200 g/L, 0,1M pH=7 phosphate buffer 50 mL, t= 48 h, T= 33
°C)

Baslangi¢ substrat derisiminin enantiyomerik asirilik
lizerine etkisi olmadigi, donilisim degerinin ise
etkilendigi gozlenmistir. 0,lmM baslangi¢c substrat
derisimindeki % 96 doniisiim, 10mM substrat
derisiminde % 41’¢ diigmiistlir. Enantiyomerik asirilik
degeri > % 99 olarak sabit kalmustir.

H. C. Kazici, U. Mehmetoglu

Bu durumda % c ve ee agisindan en uygun substrat
derisimi degerinin 2mM oldugu belirlenmistir.

(S)-1-feniletanol derisiminin substrat derisimi ile
degisimi incelendiginde substrat derisimi arttikca %
doniisim  azalirken  (S)-1-feniletanol  derisimi
artmaktadir (Sekil 8). 2mM substrat derisiminde % 92
doniisiim ile 1,9mM (S)-1-feniletanol elde edilirken
10mM substrat derisiminde % 41 doniisiim ile iiriin
derisimi 4mM degerine ulagmaktadir.

Hem doniisiim hem de iiriin derisimi a¢isindan en
uygun  substrat  derisiminin  4mM  oldugu
goriilmektedir. 4mM substrat derigiminde % 60
doniisim ile 2,48mM (S)-1-feniletanol elde edilirken,
2mM substrat derisiminde % 92 doéniisiim ile 1,9mM
(S)-1-feniletanol elde edilmistir. Uygun substrat
derisiminin 4mM oldugu disiinildigii durumda,
doniismeden kalan substrat miktarinin fazla oldugu
goriilmektedir (% 60) ve bu miktar sadece geri
dongiilii bir sistemde c¢aligilarak arttirilabilir.

Geri dongiilii bir sisteme ihtiyag duyulmadan
substratin neredeyse tamami (%92) dontisebildigi i¢in
kesikli sistemde 2mM da caligmanin uygun olacagi
diiginiilmtistiir.

3.4. Sicakhik EtKisi (Effect of Temperature)

Her enzimin aktif oldugu bir optimum sicaklik aralig
vardir. Ancak yiiksek sicaklik, enzimin aktivitesini
kaybetmesine sebep oldugu igin, bu ¢alismada 25-40
°C araliginda ¢aligilmustir (Sekil 9).

4,5 1 r 120
4
- 100
3.5
3 - 80
=
g 25
= - 60
= 2 l
o :
1,5 1 - 40
.
] 1
1
1 F 20
0.5 !
v
0 T T T : - 0
0 2 4 6 8 10 12 —@=—CS-1FE
C ). mM ——

Sekil 8. Substrat derisiminin doniisiim ve iiriin derigimi tizerine etkisi (V=51 mL, C;=200 g/L, 0,1M pH= 7
fosfat tamponu 50 mL, t=48 h, T=33 0C) (Effect of substrate concentration on the conversion and concentration of product
(V=51 mL, C,=200 g/L, 0,1M pH=7 phosphate buffer 50 mL, t=48 h, T=33°C))
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100 +

80 -

40

%ee -%c

25 30 33 36 40
Sicaklik, °C

# %ee
2 %c¢

Sekil 9. Taze havug hiicreleri ile asimetrik olarak
biyoindirgeme iizerine sicaklik etkisi (V=51mL,
Cso=2mM, C,=200g/L, 0,1M pH=7 fosfat tamponu
50 mL,t=48 h) (Effect of temperature (V=51mL, Cso=2mM,
C,=200g/L, 0,1M pH=7 phosphate buffer50 mL, t=48h))

Enantiyomerik asirilik degeri tiim sicakliklarda > %
99 iken 33 °C’de diger sicakliklara gore daha yiiksek
doniisim  elde  edilmistir. ~ Enzimler  diger
katalizorlerden farkli olarak protein yapilarindan
dolayr aktiviteleri sicakliga baghdirlar. Belli bir
sicakliktan sonra enzim denatiire olmaya baslar ve bu
nedenle doniisiimiin azalmasi, oksidorediiktaz olan
ADH enziminin yiiksek sicaklikta aktifligini yitirmesi
ile aciklanmistir.  Enzim  reaksiyon  hizinin
maksimuma eristigi sicaklik olan optimum sicaklik
degerine 33 °C’de ulasilmustir.

3.5. Biyokatalizor derisimi etkisi (Effect of the
Concentration of Biocatalyst)

Biyokatalizor derisiminin artmasi ile tepkimenin nasil
etkilendigi incelenmistir (Sekil 10). Tepkime
ortamina; 100-400 g/L derisim aralifinda taze havug
eklenmistir.

100 200 300 400 @ %ee

Biyokatalizor derisimi, g/L. ~ ° /o€

Sekil 10. Taze havug hiicreleri ile asimetrik olarak
biyoindirgemeye hiicre derisimi etkisi (V=51mL,
Cso=2mM, 0,1M pH=7 fosfat tamponu 50 mL, t=48h,
T=330C) (Effect of theconcentration of biocatalyst (V=51mL,
Cso=2mM, 0,1M pH=7 phosphatebuffer50 mL, t=48 h, T=33°C))
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Biyokatalizor  derigiminin  artmast sonucu ile
enantiyomerik agirilik degeri etkilenmemistir fakat
doniisiimiin  yiiksek hiicre derisimi degerlerinde
azaldig1 gozlenmistir.

Yiiksek biyokatalizor derisimlerinde ortamin yogun
olmast nedeniyle olusan kiitle aktarimi kisitlamalar
nedeniyle substratin enzime difiizlenmesi
giiclesmistir. 200 g/L hiicre derisimi degerinde yiiksek
enantiyosecimlilige> %99 ve doniisiime (% 92 c)
ulastlmigtir.

3.6. pH Etkisi (Effect of pH)
Taze havug ile biyoindirgeme deneylerinde pH etkisi

incelenirken, ortamin pH’st 6-8’¢ ayarlanmistir
(Sekil 11).

100 A

80

60 -

%ee- %c
N
(=)

pH6 pH6,5 pH7 pH7,5 pH8 & Y%ee

pH = %c

Sekil 11. Taze havug hiicreleri ile asimetrik olarak
biyoindirgemeye pH etkisi (V=51mL, Cso=2mM,
C=200g/L, 0,IM fosfat tamponu 50 mL, t=48 h,
T=33°C) (Effect of pH (V=51 mL, Cso=2mM, C;=200g/L, 0,1M
phosphate buffer50 mL, t=48h, T=33°C))

Her enzimin en iyi g¢alistigt bir pH araligi vardir.
Enzim aktivitesinin pH' ile ilgili olmasinin nedeni,
enzimlerin proteinlerden olugsmasindandir. Kuvvetli
asitler ve bazlar enzimleri koagiile ederler [17]. Bu
nedenle genellikle notr ortamlarda caligirlar. Taze
havu¢ i¢in en uygun pH degerinin 7 oldugu
goriilmiigtiir. Enantiyomerik agiriik < % 99’dur ve
pH’dan etkilenmemektedir. Doniigiim ise %92 ¢
olarak elde edilmistir.

3.7. Siire EtKisi (Effect of Reaction Course)

Biyoindirgenme iizerine tepkime siiresinin etkisi 24-
72 saat i¢in incelenmistir (Sekil 12).

Doniistim degeri reaksiyon siiresinden etkilenirken
enantiyomerik  asirilik  etkilenmemistir. 48 h
sonunda doniisim % 92 degerine ulasmistir. En
uygun c¢alisma siiresinin 48 h olduguna karar
verilmistir (% >99 ee ve % 92 c). 48 h’ten sonra
reaksiyon hizi zamanla daha yavas bir sekilde
degismeye baglamustir.
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100 A
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Sekil 12. Taze havug hiicreleri ile asimetrik olarak
biyoindirgemeye siire etkisi (V=51mL, Cgo=2mM,
C,=200g/L, pH=7 0,IM fosfat tamponu 50 mL,

T=330C) (Effect of reaction course (V=51mL, Cso=2mM,
C=200g/L, pH=7 0,1M phosphate buffer 50 mL, T=33°C))

Yatiskin durumun, belirli bir biylikliigiin bulundugu
sistemde zamanla degerinin aymi kalmasi olarak
tanimlanabildigi disiiniiliirse [17], bu c¢alismada
gergeklesen enzimatik reaksiyon igin yatiskin duruma
gelme siiresinin 48 h oldugu anlasilmaktadir.

4. SONUCLAR (CONCLUSIONS)

Hiicre i¢i bir enzim olan alkoldehidrojenazin gesitli
bitkilerdeki (taze havug, patates, liziim, turp) aktivitesi
siras1 ile 16, 2, 10 ve 6 U/L olarak olglilerek
biyoindirgenme tepkimesi i¢in uygun bitki se¢imi
yapilmigtir.

Asetofenonun enantiyose¢imli biyoindirgenmesi ile
(S)-1-fenil etanoliin iiretimi, ADH kaynag1 olarak 16
U/L  enzim aktivitesine sahip taze havug
biyokatalizorliigiinde gergeklestirilmistir. Bu ¢aligma
kapsaminda enantiyomerik saflikta (S)-1-fenil etanol
iretimine enzim kaynagi, biyokatalizor ¢api, substrat
derisimi, sicaklik, tepkime siiresi, tepkime pH ve
biyokatalizor ~ derisiminin  etkisi  arastirilmistir.
Enantiyose¢imli ~ asimetrik  biyo-  indirgenme
tepkimesinde biyokatalizér olarak kullanilan taze
havu¢ icindeki ADH enzimi, tepkimeyi yiiksek
doniisiim ve enantiyoseg¢imlilikte katalizlemistir.

Biyotransformasyon  verimi  iizerine  yapilan
calismalarda; asetofenonun yiiksek substrat derigimi
degerlerinde inhibisyona sebep oldugu belirlenmistir.
2mM substrat derisiminde taze havug biyokatalizorii
ile gergeklestirilen biyoindirgenme deneylerinde
%<99ee ve %92 c degerleri elde edilmistir.

Biyokatalizor olarak taze havucun kullanildigi
caligmalarda biyokatalizér derisimi olarak, hem
tepkimenin maliyeti hem de tepkimeyi yiiksek
enantiyosecimlilikte katalizlemesi bakimindan 200
g/L  enzim miktarmin daha uygun oldugu
diisiiniilmektedir.
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Tepkime sicakligi enzimatik tepkimeler {izerinde
biiyiik etkiye sahiptir. Yapilan deneylerde sicakligin
enantiyomerik  agirilik  degerini  etkilemedigi,
doniistimii ise etkiledigi gozlenmistir. En uygun
sicakhigin <%99 ee ve %92 ¢ degerleri ile 33°C
oldugu goriilmiistiir.

Her enzimin en iyi ¢alistig1 bir pH aralig1 vardir. Asir
asidik ve bazik ortamlardan etkilenirler. Genellikle
ndtr ortamlarda ¢alisirlar. Taze havug i¢in en uygun
pH degerinin 7 oldugu gorilmistiir.

Tepkime siiresinin enantiyomerik asirilik degerini
etkilemedigi goriilmiistiir. Siirenin artmast ile birlikte
doniisiim degerlerinde belirgin bir artig gozlenmistir.
48h sonunda > % 99 ee ve %92 c olarak bulunmustur.

Yadav ve ark., [10] tarafindan biyokatalizor olarak
havu¢ hiicreleri kullanilarak tetrahidropiranollerin
enantiyosecimli  indirgenmesinin  gerceklestirildigi
calismada %83-94 ee araliginda (S)-alkoller elde
etmislerdir.

Bu calismada (S)-alkoller >% 99 ee ile elde edilmistir.
Yapilan bu c¢alisma, asetofenonun biyokatalizor
olarak bitki hiicresi kullanilarak enantiyosecimli
indirgenmesi ile pek ¢ok farmakolojik {iriiniin ¢ikis
maddesi olan (S)-1-fenil-etanoliin iiretimi agisindan
O6nemini gostermistir.

SEMBOLLER (SYMBOLS)

Cs, Cr, C,:  Enantiyomer ve baglangic substrat
derigimleri

C: Final substrat derisimi

ee, C: Enantiyomerik agirilik ve doniisiim

ADH: Alkoldehidrojenaz

AAbs/dak:  Absorbanstaki net artis

Vr: Toplam hacim, mL

Vo: Ornek hacmi, mL

b: Kiivet 151k yolu uzunlugu (1 cm)

€: 340 nm’de B-NADH igin absorpsiyon

sabiti (e= 6,22 mM"'cm™) [18]
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