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Cell solution 2=

Purpose:

Pharmaceutically important -blockers, which are especially used for treatment of cardiovasculer disease, are
chiral. The enantiomers of B-blocker have different pharmacokinetic and pharmacodynamic properties. For
this reason, it is important that enantiomers of B-blocker should use separately. In this study, the production of
enantiomerically pure propranolol, which has commonly use as B-blockers, was aimed.

Theory and Methods:

The production of enantiomerically pure propranolol via biocatalytic deracemization using Rhizopus oryzae
CBS 111718 was investigated. The effect of different parameters to the reaction (cell disruption methods,
substrate concentration, pH of reaction medium, reaction time, etc.) using R. oryzae was investigated to
determine optimum conditions. The samples were analyzed with HPLC.

Results:

The highest enantiomeric excess (ee%) and conversion (C%) values were obtained as ee%=28.4 and C%=60.2
at pH 7 phosphate buffer, 3 mM substrate concentration, 10 min duration of ultrasonication, 6 days reaction
time.

Conclusion:
The production of enantiomerically pure propranolol via biocatalytic deracemization using a microorganism
is an environmentally friendly method. R-propranolol was obtained in all experiments.
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Farmasotik agidan 6nem tastyan, 6zellikle kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan
B-blokerlar kiral maddelerdir. B-blokerlarn enantiyomerleri c¢ogunlukla farkli farmakokinetik ve
farmakodinamik ozelliklere sahiptir. Bu nedenle B-bloker enantiyomerlerinin ayr1 ayri kullanilmast 6nem
kazanmistir. Bu ¢aligmada; yaygin olarak kullanilan B-blokerlardan biri olan propranololiin enantiyomerik
saflikta tiretimi amaglanmaktadir. Bu amag dogrultusunda, Rhizopus oryzae CBS 111718 mikroorganizmast
kullanilarak biyokatalitik derasemizasyon ile enantiyomerik saflikta propranolol {iretimi incelenmistir. R.
oryzae mikroorganizmasi ile farkli tepkime parametrelerinin (hiicre pargalama yontemi, substrat derigimi,
tepkime ortaminin pH’1, siire gibi) tepkimeye etkisi incelenerek en uygun ¢alisma kosullarinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Tiim bu denemeler sonucunda en yiiksek enantiyomerik asirilik (%ee) ve doniisiim (%C)
degerleri; pH 7 olan tampon ortanunda, 3 mM substrat derisiminde, 10 dakika ses Stesi dalga (SOD)
uygulandigi kosulda, 6 giin sonunda %ee=28,4; %C=60,2 olarak bulunmustur.

The effects of ultrasonication and reaction parameters on the biocatalytic deracemization
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Pharmaceutically important $-blockers, which are especially used for treatment of cardiovasculer disease,
are chiral. The enantiomers of B-blocker have different pharmacokinetic and pharmacodynamic properties.
For this reason, it is important that enantiomers of B-blocker should use separately. In this study, the
production of enantiomerically pure propranolol, which has commonly use as B-blockers, was aimed. In
accordance with this purpose, the production of enantiomerically pure propranolol via biocatalytic
deracemization using Rhizopus oryzae CBS 111718 was investigated. The effect of different parameters to
the reaction (cell disruption methods, substrate concentration, pH of reaction medium, reaction time, etc.)
using R. oryzae was investigated to determine optimum conditions. At the end of all this experiments, the
highest enantiomeric excess (ee%) and conversion (C%) values were obtained as ee%=28.4 and C%=60.2 at
pH 7 phosphate buffer, 3 mM substrate concentration, 10 min duration of ultrasonication, 6 days reaction
time.
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1. GIRIS INTRODUCTION)

flag endiistrisi icin ©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 gdstermez ve safsizlik
olarak nitelendirilir, yan ve toksik etki gosterebilir ya da
diger enantiyomerin etkisini azaltacak yonde ¢alisabilir. Bu
yiizden tek enantiyomer formunda kiral {irinlerin dretimi
onem kazanmaktadir. Ilag tedavisinde tek enantiyomerin
kullanilmas1  gerekliligi, otoriteleri ilaglar iizerindeki
diizenlemeleri sikilastirmaya yoneltmistir. Bu durum ilag
teknolojisinde yeni gelismeler saglamis olup tek-
enantiyomer elde etmek amaciyla pek ¢ok calisma
baslatilmigtir [1]. Boylece son 20 yilda onayli yeni rasemik
ilaglarin miktart dnemli 6lgiide azalmistir. 1992-2011 yillart
arasinda Amerikan Gida ve Ilag idaresi (FDA) onayli yeni
rasemik ilaglarin miktar1 %21’den %5’e diismiistiir.
Ornegin, 2011 yilinda diinya ¢apinda hi¢ yeni rasemik ilag
onay!r yapilmamis, onaylanan ilaglarin neredeyse %70’
enantiyomerik safliktaki bilesiklerden, geri kalani da akiral
bilesiklerden olusmustur. Fakat, enantiyomerik safliktaki
ilaglara olan istek her ne kadar artsa da hala bir¢ok ilag
rasemat olarak satilmaktadir [2].

Toplumda kardiyovaskiiler hastaliklara ¢ok sik rastlanilir ve
bu hastaliklarin tedavisinde kullanilan bir¢ok ila¢ kiraldir
[3]. B-blokerlar da kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullanilan ¢ok 6nemli bir ilag grubudur [4].
Hipertansiyon, iskemik kalp hastaliklari, kalp ritim
bozukluklar1 [3], kalp yetmezligi, akut koroner sendrom
hastaliklarinin tedavisinde [5] ve ayrica migren agrilari,
glokom [6], bobrekiistii bezi vaskiiler timori, tiroid bezinin
asirt faaliyetinden dogan durumlar [5] ile sempatik sinir
sistemi  ile ilgili diger hastaliklarin  tedavisinde
kullanilmaktadir ~ [4].  B-blokerlarin  enantiyomerleri
c¢ogunlukla farkli farmakokinetik ve farmakodinamik
ozelliklere sahiptir. Bu nedenle B-bloker enantiyomerleri
ayrt ayrt kullanilmalidir. Ciinkii daha az aktif olan
enantiyomer (distomer) B-bloker etkisi vermemekte, tiim ilag¢
secimliligini azaltmakta ya da yan etki olusturabilmektedir.
Genellikle, daha aktif olan enantiyomer (eutomer)
distomerden 10-500 kat daha aktiftir [1]. Yapilan bir
SWORD c¢aligmast ile sotaloliin distomerinin miyokardiyal
damar tikanikligi olan hastalarin 6liim oranini artirdigi
saptanmustir. Diger [-blokerlarin daha az aktif olan
enantiyomerlerinin genel olarak bu kadar ciddi yan etkileri
saptanmasa da istenen tedavi edici etkileri olmayan bu
enantiyomerlerin yan etki olusturabilecek gereksiz bir
izomerik yiikleme oldugu diisiiniilmektedir [4]. B-blokerlarin
sadece kiiciik bir bdolimii tek enantiyomer halinde
satilmaktadir [1]. P-adrenerjik bloker aktivitesine sahip
bilesiklerden en 6nemlileri propranolol, atenolol, metoprolol
ve alprenololdiir [7]. Propranolol (Sekil 1) hipertansiyon,
migren agrisi, prekardiyal rahatsizliga bagli gogiis agrisi,
kalp ritim bozukluklari, yiiksek tansiyona sebep olan bir
bobrekiistii bezi vaskiiler timorii tedavisi igin kliniklerde

kullanilmaktadir [8, 9]. Bir sekonder amino-alkol olan
propranolol (1-izopropil amino-3-(1-naftoksi)-2-propanolol)
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
[10]. Fakat, R-propranolol de tiroksinin  (T4)
triityodotriyonine (T3) doniiglimiinii inhibe ederek kandaki
T3 derisiminin azalmasin1 sagladigindan hipertiroid
tedavisinde [11] ve ayrica dogum kontrol haplarinda [12]
kullanilmaktadir. Bu nedenle enantiyomerik saflikta R ve S-
propranololiin  elde edilmesi i¢in farkli yontemler

denenmektedir.

N
OH

Sekil 1. Propranolol (Propranolol)

Enantiyomerik saflikta bilesenlerin elde edilmesinde en ilgi
cekici yontemlerden biri oksidorediiktif stereoinversiyon ile
derasemizasyon yontemidir. Stereosecimli
oksidorediiktazlar1  igeren mikrobiyal oksidorediiktif
sistemlerin; farmasotik, tarim kimyasallar1 ve degerli
kimyasallar igin ©6nemli olan optikge aktif alkollerin
eldesinde ve ticari olarak ilgi c¢ekici tepkimelerin
katalizlenmesinde kullanimi gittikge artmaktadir. Fakat,
optikge saf alkolleri istenen konfigiirasyonda iiretmek igin
derasemizasyon tepkimesini etkili bir sekilde katalizleyecek
enzimatik sistemi bulmak hala zordur [13]. Bu ¢alismada
incelenen rasemik propranololiin biyotransformasyonu
konusunda da literatiirde sadece tek Dbir c¢alisma
bulunmaktadir ve kapsami olduk¢a smirhdir [14]. Bu
calismada, farmasotik agidan Onem tasiyan, Ozellikle
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan  B-blokerlardan  biri olan  propranololiin
biyokatalitik derasemizasyon yontemiyle enantiyomerik
saflikta {iretimi amaglanmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda,
R. oryzae mikroorganizmasi kullanilarak gergeklestirilen
derasemizasyon tepkimesi igin en uygun tepkime
parametrelerinin  belirlenmesine  yonelik  calismalar
yapilmistir.

2. DENEYSEL METOT (EXPERIMENTAL METHOD)

2.1. Rhizopus oryzae (CBS 111718) Mikroorganizmasinin

Ureme Kosullart
(Growth Conditions of Rhizopus oryzae)

Rhizopus oryzae (CBS 111718) kiifii ilk olarak bilesimi 20
g/L glikoz, 20 g/L malt oziitii, 20 g/L agar ve 1 g/L
peptondan olusan, pH’1 6,6 olan kat1 iireme ortamina ekim
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yapilarak 30°C’da, 4-7 giin siiresince ¢ogaltilmigtir. Kati
iireme ortaminda ¢ogaltilan sporlar steril ortamda, bir miktar
steril suya aktarilarak spor ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu
¢ozeltiden ornek almip mikroskopta Thoma lam
kullanilarak spor sayimi1 yapilmistir. Boylece baglangi¢ spor
sayis1 5x10° olacak sekilde sivi iireme ortamma ekim
yapilmistir. 20 g/L glikoz, 5 g/L maya 6ziitd, 5 g/L sodyum
kloriir ve 10 g/L triptondan olusan ve pH’1 5 olan sivi iireme
ortaminda mikroorganizma {iretimi 30°C’da, 150 rpm
karistirma hizindaki orbital c¢alkalayicida, 2 giinde
gergeklestirilmistir.

2.2. Hiicrelere Parcalama Yéntemlerinin Uygulanmasi
(Application of Cell Disruption Methods)

Mikroorganizmalar  tepkimede  kullanilmadan  6nce,
parcalayarak kiitle aktarim kisitlamalarini azaltmak ve hiicre
ici oldugu bilinen ADH ve NADH oksidaz enzimlerinin
serbest kalmas1 igin hiicrelere ses otesi dalga (SOD) ve
mekanik parcalama yontemleri uygulanmistir.

2.2.1. Ses étesi dalga (SOD) uygulama yontemi

(Application of ultrasonication)

Ureyen hiicreler 6000 rpm ve 4°C’da 15 dakika
santrifiijlendikten sonra tampon ortami ile %10-11 (w/v)
oraninda hiicre ¢ozeltisi hazirlanmistir. 40 W giigteki 20 kHz
SOD, 1s uygulama+ls ara olacak sekilde 5-25 dakika
hiicrelere uygulanmistir (Bandelin Sonopuls HD3400
Ultrasonic homogenizer, 400 W; 1,9 cm capli prop). SOD
uygulanirken = mikroorganizmanm  bulundugu  beher,
uygulama sirasinda artan sicakligin enzim aktivitesini
diistirmemesi i¢in buz banyosuna oturtulmustur.

2.2.2. Mekanik par¢alama uygulama yontemi

(Application of mechanical homogenization)

Ureyen hiicreler 6000 rpm ve 4°C’da 20 dakika
santrifiijlendikten sonra tampon ortami ile %10-11 (w/v)
oraninda ¢ozeltisi hazirlanmistir. 50 Hz, 850 W giicteki
mekanik homojenizer ile 45 s uygulama yapilarak hiicreler
parcalanmistir (Miccra D-9, 850W, 11000 min!, 50 Hz).
Mekanik pargalama uygulanirken de mikroorganizmanin
bulundugu beher, uygulama sirasinda artan sicakligin enzim
aktivitesini diigiirmemesi i¢in buz banyosuna oturtulmustur.

2.3. Biyotransformasyon Tepkimesinin Gergeklestirilmesi
(The Procedure of Biotransformation Reaction)

Biyokatalitik derasemizasyon tepkimesinde substrat olarak
kullanilan rasemik propranolol Sigma’dan temin edilmistir.
Enzim kaynagi olarak kullanilacak olan R. oryzae’nin iireyen
hiicreleri siiziilerek ya da 6000 rpm ve 4°C’da 15 dakika
santrifiijlendikten sonra istenen derisimi saglayacak sekilde
tartilip SOD/mekanik par¢alama uygulanarak ya da hig bir
uygulama yapilmadan 10 mL tepkime ortamina
koyulmustur. Tampon olarak fosfat tamponu (pH 6-8)
kullamlmistir.  Istenen derisimde rasemik propranolol
tepkime kabina eklenerek tepkimeler basglatilmis ve 30°C,
180 rpm’de gerceklestirilmistir. Tepkimeler ortamda O»
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miktarinin fazla olmasi icin 250 mL’lik agz1 pamuklu
erlenlerde gerceklestirilmistir. Tepkime siiresi sonunda
tepkime ortami kloroformla 2 kez ekstrakte edilmis,
¢Oziiciisii uzaklastirilmis ve etanolde ¢oziilerek HPLC
analizine hazirlanmigtir. Tiim deneyler iki tekrarli olarak
gerceklestirilmis  ve elde edilen sonuglarm aritmetik
ortalamalar1 alinarak kullanilmistir.

2.4. HPLC Analizi (HPLC Analysis)

Tepkime sonunda analizler HPLC’de (Thermo Finnigan
Spectra System) Chiralcel OD (4,6 x 250 mm, 10 pm)
kolonu kullanilarak yapilmistir. Coziicii ve 6rnekler 0,2 pm
membran filtrelerden siiziilmiis, hareketli faz olarak hekzan
ve etanol kullanilmig; 0,8 mL/min akis hizi, UV dedektor
280 nm dalga boyu, 20 pL enjeksiyon hacmi kosullarinda
analizler gerceklestirilmistir.

Analiz sonuglarina gore %ee ve %C hesabi yapilmistir. %ee
propranololiin enantiyomerik asiriligini ifade etmekte ve Es.
1’den  hesaplanmakta, %C ise (S)-propranololiin
doniistimiinii ifade etmekte ve Es. 2’den hesaplanmaktadir.

%ee:%xloo (1)

Burada; Cr ve Cs sirasiyla (R)-propranolol ve (S)-
propranololiin derigimini ifade etmektedir.

%C:CSC°—S‘OCSx100 )

Burada; Cs, ve Cs sirasiyla (S)-propranololiin baslangic¢
derisimini ve tepkime sonrasinda ortamda kalan (S)-
propranololiin derisimini ifade etmektedir.

3. SONUCLAR VE TARTISMALAR
(RESULTS AND DISCUSSIONS)

Bu ¢alisma kapsaminda, rasemik propranololiin biyokatalitik
derasemizasyonu ile enantiyomerik saflikta propranolol
iretimi amaglanmaktadir. Biyokatalitik derasemizasyon ile
enantiyomerik saflikta sekonder alkol iiretimi konusundaki
calismalar [15] referans alinarak propranolol i¢in, Sekil
2’deki derasemizasyon mekanizmasi Onerilmistir. Bu
mekanizmay1 gergeklestirmek i¢in enzim kaynagi olarak
Rhizopus oryzae CBS 111718 mikroorganizmasi tiim hiicre
olarak kullanilmakta ve sonugta R-propranolol elde
edilmektedir. Burada R. oryzae mikroorganizmasinin iginde
bulunan ADH ve NADH oksidaz enzimleri ile ardigik
yiikseltgenme-indirgenme  tepkimelerinin  gergeklestigi
diistiniilmektedir. ADH kofaktor gerektiren bir enzimdir ve
kofaktorler pahalidir [16]. Bu calismada R. oryzae tiim hiicre
olarak kullanildigindan ortamda bulunan ve rejenere olan
kofaktorler  tepkimede  kullanilmakta ve  kofaktor
eklenmesine gerek kalmamaktadir. Bu da, saf enzime gore
prosesin ekonomikligini saglamasi agisindan tiim hiicre
kullanimimin biiyiikk bir avantajidir. Son zamanlarda
endiistriyel olarak uygulanan yiikseltgenme-indirgenme
biyotransformasyonlarinda proseslerin %75’inde tiim hiicre
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kullanilmas1 [17], gergeklestirilen bu caligmanin dnemini
ortaya koymaktadir. Calismada R. oryzae mikroorganizmasi
ile tepkimenin yliksek %ee ve doniigiimle ger¢eklesmesi igin
cesitli tepkime parametrelerinin etkisi (hiicre pargalama
yontemi, tepkime ortaminin pH’1, substrat derisimi, tepkime
siiresi gibi) arastirilmistir. Ureme ortaminda iiretildikten
sonra topaklanarak iireyen mikroorganizmanin tepkimede
kiitle aktarim kisitlamalarina sebep olmamasi igin hiicreler
SOD ve mekanik parcalamayla pargalanmus, bununla birlikte
higbir uygulama yapilmayan hiicrelerle de
biyotransformasyon tepkimeleri gergeklestirilmistir. Fosfat
tamponunda gergeklestirilen bu tepkimelerin sonuglart Sekil
3’te verilmistir. Buna gore; R. oryzae mikroorganizmasinin
propranololii se¢imli olarak doniistlirdiigii gozlenmistir.
Tampon ortaminda gergeklestirilen tepkimelerde, tiim
uygulama yontemleri ile yakin sonuglar elde edilmistir.
Fakat, en yliksek %ee degeri (%28,4) ve %C degeri (%60,2)
SOD uygulamas: ile elde edildiginden sonraki deneylerde
hiicrelere SOD uygulamas: yapilmasma karar verilmistir.

Mekanik pargalama ile uygulama yapilmayan duruma gore
daha diisiik sonuglar elde edilmesinin, mekanik parcalama
sirasinda enzim yapisinin zarar gormiis olabileceginden
kaynaklandig diisiiniilmektedir.

R. oryzae mikroorganizmasindaki enzimlerin rasemik
propranololiin biyokatalitik derasemizasyonunu
katalizlediginden emin olduktan sonra en uygun tepkime
parametrelerinin belirlenmesi i¢in substrat derisimi, tepkime
siiresi, tepkime ortammin pH’1i, SOD uygulama siiresi,
MgCl ilavesi, gibi farkli parametrelerin tepkimeye etkileri
incelenmistir. Yapilan bu deneylerde elde edilen sonuglardan
sirastyla bahsedilecektir. Substrat derisimi tepkime i¢in ¢cok
onemli bir parametre oldugundan baglangic substrat
derisiminin tepkimeye etkisi incelenmis (1, 3, 5, 10 mM) ve
elde edilen sonuglar Sekil 4’te verilmistir. Buna gore,
tepkimede substrat derisimi 1 mM ve 3 mM oldugunda
birbirine ¢ok yakin degerler elde edilmis, derisim 3 mM’dan
fazla oldugunda ise %ee degerinin azaldigr gdzlenmistir.

A A
O N P
/r b S-secimli 3t N R-secimli
A
- O N
(R)-propranolol S-ADH (R)-propranclol R-ADH /\olf\”
- ﬁ —
A A (R)-propranolol

0/\7/\ N NADP* NADPH

NADH oksidaz

(o] N
H ‘OH H U /\IclJ/\H
CO om0 =2 o, O

(S)-propranolol

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

70,0
60,2
60,0 550 36,7
Z 7

50,0 ? /_
< 400 / %4
:ﬁ / / B% ee
-]
o 00 / 26.1 @%C
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0.0 4 4
SOD mekanik parcalama  uygulama yok

Sekil 3. Hiicre pargalama ydnteminin etkisi (Co=3 mM, V=10 mL, R. oryzae=100 g/L, SOD= %10 w/v hiicre
derigsimindeki tampon ortaminda 10 min (pulse:1s +1s), Mekanik parcalama= %10 w/v hiicre derisimindeki tampon
ortaminda 45s uygulama, pH 7, Siire= 6 giin) (The effect of cell distruption methods)
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Endiistriyel agidan diistintildiiglinde birim zamanda birim
hacimde iretilen madde miktarinin fazla olmasi
istenmektedir. Bu nedenle tepkime sirasinda miimkiin olan
en yliksek substrat derisiminde c¢alisilmasi olusacak {iriin
miktarint artirmay1 saglayacaktir. Bu durum diisiintilerek
Sekil 4’e gore; incelenen tepkime sistemi igin en uygun
substrat derisimi 3 mM olarak belirlenmistir.

Literatiirde rasemik propranololiin biyotransformasyonunun
gerceklestirildigi tek calismada [14]; Rhizopus arrhizus
(NCIM 997) ve Geotrichum candidum (NCIM 980)
mikroorganizmalari kullanilmustir. Gergeklestirilen
tepkimelerde siire etkisi incelenmis (2, 4, 6, 8 giin) ve en
uygun tepkime siiresi 6 giin olarak belirlenmistir. Rhizopus

mikroorganizmasi ile gerceklestirilen tepkimelerde zamanla
%ee degerinin degisimi incelendiginde; 2. glinde elde edilen
%ee degerlerinin 4. giine kadar hizli bir yiikselis gosterdigi,
6. giine kadar daha az bir hizla artmaya devam ettigi, 6.
giinden sonra 8. giline kadar tepkime siirdiiriildiigiinde ise
dismeye  basladigt  gozlenmektedir. Bu  bilgiden
faydalanarak, bu calismada oOnceki tepkimeler 6 giin
sirdiiriilmiistiir. Fakat Rhizopus oryzae mikroorganizmasi
ile gergeklestirilen tepkimelerde, zamanla enantiyomerik
asirihigin ve doniisiimiin nasil degistigini anlayabilmek i¢in
tepkime siiresinin etkisi (2, 4, 6, 8, 12 giin) incelenmistir.
Ayni kosullarda baglatilan tepkimeler farkli siirelerde
sonlandirilarak elde edilen sonuglar Sekil 5’te verilmistir.
Buna gore; 2 giiniin bu tepkime igin yeterli bir siire olmadig1

oryzae’ye yakin bir tiir olan Rhizopus arrhizus goriilmektedir. 2. glinden 4. giine kadar %ee degeri artmustr.
500 45,3 45,7 46,4
120 7 % 39,8 ?*
40,0 % % ? %%
Wi . . .
. b
X / % ee
g ?(5)’2 15,5/ 15,4/ é /— 2% C
2 150 x
) 10,0 8’6/ 56/_
50 - A
Wl 7 % 7 7
1 3 5 10
substrat derisimi (mM)

Sekil 4. Substrat derisiminin etkisi (R. oryzae=100 g/L, V=10 mL, SOD= %10 w/v hiicre derisimindeki tampon ortaminda
5 min (pulse:1s +1s), pH=6, Siire= 6 giin) (The effect of substrate concentration)
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Sekil 5. Tepkime siiresinin etkisi (Co=3 mM, V=10 mL, R. oryzae=100 g/L, SOD= %10 w/v hiicre derisimindeki tampon
ortaminda 5 min (pulse:1s +1s), pH=6) (The effect of reaction time)
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4. glinden sonra ise %ee degerinde ¢ok fazla bir degisiklik
olmamakla beraber hafif bir artig oldugu gézlenmistir. Buna
gore, bu tepkime sistemi i¢in 6 giin tepkime siiresinde
caligilmasina  karar  verilmistir. Enzimlerin  aktivite
gosterebilmeleri i¢in pH Onemli bir parametredir. Fosfat
tamponunda gergeklestirilen tepkimelerde pH etkisini
gorebilmek amaciyla tepkimeler pH 6, 7, 8 olmak flizere iig
farkli pH degerinde gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglar
Sekil 6’da verilmistir. En yiiksek %ee ve %C degerleri
sirastyla %25,6 ve %53 olarak pH 7°de elde edilmistir.
Literatiirde rasemik propranololiin biyotransformasyonunun
gerceklestirildigi tek ¢aligmada [14]; bir de pH etkisi (pH
6,8; 7,0; 7,4) incelenmis ve Rhizopus arrhizus
mikroorganizmas1 kullanildigi durumda en yiiksek %ee
degerleri pH 7’de elde edilmistir. Bu nedenle Rhizopus
oryzae mikroorganizmasi ile yapilan bu ¢aligmada, bulunan
en uygun pH degerinin literatiirle uyumlu oldugu
diisiiniilmektedir.

Topaklanarak {ireyen hiicreyi pargalayarak kiitle aktarim
kisitlamalarinin azaltilmasi ve hiicre igindeki enzimlerin
digar1 ¢ikabilmesi igin hiicre pargalama ydntemi olarak SOD
uygulanmasina karar verilmisti. Fakat, bu uygulama
strasinda hiicreye enerji uygulandigindan bu sirada enzimin
protein yapisinin zarar gdrmemesi igin SOD uygulama
stiresinin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle,

uygulandiginda sirasiyla %25,6 ve %53 olarak elde
edilmistir. SOD, hiicreye 5 dakika uygulandiginda hiicreyi
parcalamak i¢in siirenin yeterli olmadigi, 10 dakikadan fazla
uygulandiginda ise uygulanan enerjinin enzim yapisina
olumsuz etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Kofaktdrler enzimin
katalitik aktivitesini artirmak ve tepkime siiresini kisaltmak
icin kullanilirlar. Bazi enzimlerin aktivitesi lizerine olumlu
etkiler yapan +2 degerlikli iyonlardan biri olan Mg’un
etkisini gorebilmek i¢in tepkime ortamina farkli derigsimlerde
MgCl, eklenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 8’de
verilmistir. Fakat burada beklenenin aksine tepkime
ortamindaki MgCl, derisimi arttikca enantiyomerik asirilik
degeri diismiistiir. Hi¢ eklenmedigi durumda %ee ve %C
degerinin daha yiiksek oldugu gézlenmistir.

Bu c¢alismada rasemik propranololin R. oryzae
katalizorliigiinde biyokatalitik derasemizasyonu sonucu R-
propranolol elde edilmektedir. Buna gore R. oryzae’nin
rasemik propranololiin iginde yer alan S-propranololii
doniistiirdigii (ardisik yiikseltgenme-indirgenme
tepkimeleri ile) (Sekil 2) ve R-propranololiin doniismeden
kaldig1 disiiniilmektedir. Bu nedenle, elde edilen %ee
degerlerinin tiimii R konfigiirasyonuna aittir.

4. SIMGELER (SYMBOLS)

hiicreye SOD uygulama siiresinin etkisi incelenmistir. 40 W Cr : (R)-propranololiin derisimi
giicteki 20 kHz SOD, 1s uygulama+1s ara olacak sekilde 5, Cs : (S)-propranololiin derisimi
10, 15 ve 25 dakika hiicrelere uygulanmistir. SOD Co : Rasemik propranololiin baslangi¢ derisimi
uygulanirken  mikroorganizmanin  bulundugu  beher, Cso : (S)-propranololiin baslangi¢ derisimi
uygulama sirasinda artan sicakligin enzim aktivitesini SOD  : Ses Otesi dalga
diistirmemesi i¢in buz banyosuna oturtulmustur. Elde edilen \'% : Tepkime hacmi
sonuglar Sekil 7°de goriilmektedir. Buna gore; en yiiksek %C : Déniisim
%ee ve %C degerleri, hiicreye 10 dakika SOD %ee : Enantiyomerik asirilik
60,0
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Sekil 6. Tepkimedeki fosfat tamponunun pH’1ni etkisi (C, =3 mM, V=10 mL, R. oryzae=100 g/L, SOD= %10 w/v hiicre
derisimindeki tampon ortaminda 10 min (pulse:1s +1s), Stire= 6 giin) (The effect of phosphate buffer pH in the reaction medium)
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Sekil 7. SOD uygulama siiresinin etkisi (C,=3 mM, V=10 mL, R. oryzae=100 g/L, SOD= %10 w/v hiicre derisimindeki
tampon ortaminda (pulse:1s +1s), pH=7, Siire= 6 giin) (The effect of US application duration)
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Sekil 8. MgCl, derisiminin etkisi (Co=3 mM, V=10 mL, R. oryzae=100 g/L, SOD= %10 w/v hiicre derisimindeki tampon
ortaminda 10 min (pulse:1s +1s), pH=7, Siire= 6 giin) (The effect of MgCl, concentration)

5. SONUCLAR (CONCLUSIONS)

Farmasotik agidan 6nem tasiyan B-blokerlardan biri olan
propranololiin enantiyomerik saflikta iiretimi kapsaminda
rasemik propranololiin biyokatalitik derasemizasyonu ile
ilgili olarak calismalar  yapilmistir.  Propranololiin
enantiyomerik saflikta elde edilmesi i¢in ¢evre dostu bu
yontemle ilgili literatiirde sadece tek bir calisma [14]
bulunmakla beraber, kapsami oldukga kisitlidir. Bahsi gecen
calismada farkli iki mikroorganizma kullanilmis ve sadece
stire ile pH etkisi incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda
S-propranolol elde edilmistir. Ayrica bu ¢aligmada,
tepkimenin gerceklesme mekanizmasina dair hicbir bilgi
bulunmamaktadir.  Rhizopus  oryzae CBS 111718

582

mikroorganizmasi ile gergeklestirilen bu ¢alismada ise tim
tepkimelerde R-propranolol elde edilmistir. Tepkimenin
yiiksek %ee ve %C ile gerg¢eklesmesi igin gesitli tepkime
parametrelerinin etkisi (hlicre parcalama yontemi, tepkime
ortaminin pH’1, SOD uygulama siiresi, substrat derisimi,
tepkime siiresi gibi) arastirilmistir. Tiim bu denemeler
sonucunda en yiiksek enantiyomerik agirilik ve doniisiim
degerleri; pH 7 olan tampon ortaminda, 3 mM substrat
derisiminde, 10 dakika ses 6tesi dalga (SOD) uygulandig
kosulda, 6 giin sonunda %ee=28,4; %C=60,2 olarak
bulunmustur. Bir ilag etken maddesi olan propranololiin ilag
olarak kullanilabilmesi icin %ee degerinin artirilmasi
gerekmektedir. Bu konuda caligsmalar stirmektedir. Ayrica
ilag olarak kullanilabilmesi i¢in tepkime ortamindan



saflagtirma
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islemleriyle ayrilmasi gerekmektedir.

Propranololiin enantiyomerik saflikta iiretimi ile ilgili
caligmalar, isletme parametrelerinin enantiyomerik saflikta
iretim verimine etkilerinin daha iyi anlagilabilmesi icin
deneysel tasarim yontemi uygulanarak devam etmektedir.
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