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Sekiz farkli Lactobacillus curvatus susu asetofenon’un 1-fenil etanol’e asimetrik indirgenmesinde
biyokatalizér olarak degerlendirildi. Test edilen bu laktik asit bakteri (LAB) suslar1 arasinda
Lactobacillus curvatus N5 asetofenon’un enantiyosegici indirgenmesinde en etkili biyokatalizor olarak
bulundu. Optimize edilen reaksiyon sartlari altinda asetofenon tiirevleri % 99 enantiyomerik fazlaliga
kadar ilgili kiral sekonder alkollere dontstiiriildii.

Anahtar kelimeler: Biyokatalizér, Enantiosegici indirgenme, Keton, Kiral alkol, Lactobacillus
curvatus

Asymmetric Reduction of Acetophenone Derivatives by a
Lactobacillus curvatus strain

Abstract

Eight strains of Lactobacillus curvatus were evaluated as biocatalysts in the asymmetric reduction of
acetophenone to 1-phenyl ethanol. Among the tested lactic acid bacteria (LAB) strains Lactobacillus
curvatus N5 was found to be an effective biocatalyst for the enantioselective reduction of
acetophenone. Under the optimized reaction conditions, derivatives of acetophenones were converted
to the corresponding chiral secondary alcohols in up to 99% enantiomeric excess.
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1. Giris

Kiral alkoller ¢esitli biyolojik aktif bilesiklerin
ve ilaclarin sentezinde degerli ara iriinlerdir.
Son yillarda ilag, kimya ve kimyasal tarim
alanlarinda optikce aktif bilesiklere talep
artmistir  ve bu yiizden bu bilesiklerin
sentezinde 6nemli baslangic maddesi olan kiral

sekonder alkollere olan talep de her gecen giin
artmaktadir (Zilbeyaz vd., 2016). Optikge aktif
aromatik alkoller, L-klorpromazin, S-fluoksetin,
R-atomoksetin ve R-denopamin gibi bir ¢ok
kiral ilacin 6nemli yapi taglaridir (Kataoka vd.,
2003). Cogu ilag kiraldir ve hatta biiyiik bir
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kismi birden fazla kiral merkeze sahiptir
(Murzin vd., 2005). Kiral alkollerin sentezinde
kullanilan yontemler, prokiral ketonlarin biyo-
katalizOr veya metal katalizorler ile indirgen-
mesi ve rasemik alkollerin kinetik rezolusyonu
ya da uygun esterlerin hidrolizidir (Wong vd.,
1985, Yang vd., 2006). Kimyasal katalizorlerin
dezavantajlar1 toksik metal kullanimi, zayif
secicilik, disik donlisiim orani, sert reaksiyon
kosullari, yan {riinlerin fazla olmas1 ve pahali
olmalaridir (Hage vd., 2001). Enantiyomerik
saf aromatik alkollerin iiretilmesinin en 6dnemli
yollarindan  biri, aktif hiicreler tarafindan
katalize edilen ilgili prokiral aromatik keton-
larin asimetrik indirgemesidir. izole edilmis
enzimler veya tiim hiicreleri igeren biyo-
katalizorler 1limli reaksiyon kosullari, stereo
seciciliklerinin yiiksek olmasi1 ve 0Ozelliklede
cevreci olmalarindan dolayr daha cekici hale
gelmistirler. Asimetrik indirgenmede kullanilan
izole enzimler indirgenme fonksiyonunu yerine
getirmesi icin NADPH gibi pahali kofaktorlere
ihtiya¢ duyarlar (Faber, 1997). Ayrica bu
enzimlerin saflastirilmasin pahali olmasi da
indirgenmede saf enzim kullanmanin diger bir
dezavantajidir. Biyokatalizor olarak mikrobiyal
tiim hiicrenin kullanilmasi arzu edilen indirgen-
menin yapilmasinda onemlidir. Ciinkii biitlin
gerekli kofaktorleri ve kendilerinin yeniden
olusumlar1 i¢in gerekli metabolik yollar
icerirler (Mandal vd., 2004). Ayni1 zamanda
biitlin enzimler ve kofaktdrler kendi dogal
hiicresel ortamlarinda iy1 bir sekilde korunmus
durumdadir. Bu ylizden tiim hiicre olarak
kullanilan biyokatalizorler enzim saflastirilmasi

gerektirmedigi  ve  ekstradan  kofaktor
gerektirmedikleri i¢in biyokatalizor olarak daha
avantajhidirlar  (Faber, 2000). Bu yiizden

mikrobiyal tiim hiicreler asimetrik indirgenme
reaksiyonlarinda biyokatalizor olarak tercih
edilirler. Bu c¢alismada, sekiz Lactobacillus
curvatus susunun asetofenon tiirevlerinin
indirgenmesinde biyokatalizor olarak kulla-
nilma potansiyelleri degerlendirilmistir.

2. Metaryal ve Yontem

Kullanilan tiim ¢6ziiciiler, kimyasallar ve kiiltiir
ortam1 yiiksek saflikta Sigma ve Merck’ten
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satin alindi. 'H ve *C NMR’lar Bruker 400
MHz NMR ile belirlendi. Enantiomerik fazlalik
(ee) kiral detektore sahip Agilent 1260
HPLC’de OD, OD-H ve AS kiral kolonlar
kullanilarak  belirlendi.  Cevirme  agilarn
Bellingham + Stanley, ADP 220, polarimetre
ile belirlendi. Saflasgtirma islemi kolon
kromotogrofisi ile Silikajel 60 (70-230 mesh
ASTM) (Merck) kullanilarak yapildi.

2.1. Kullanilan mikroorganizmalar ve Kiiltiir
Kosullar

Bu calismada daha once eksi hamurdan izole
edilmis  Lactobacillus  curvatus  suslar
kullanilmistir (Dertli vd., 2016). Bu amagla
suslar MRS (%2 glikoz, maya ekstrakt1 [Difco]
5 g I'?, lab lemco [Oxoid] 8 g I*, pepton
[Oxoid] 10 g I'!, Sodyum asetat.3H,0 5 g 1%,
K,HPO, 2 g 1'%, triamonyum sitrat 2 g I, tuz
gozeltisi  [MgS0O4.7H,O0 %115  (whv),
MnS04.4H,0 %2.8 (w/v)] 5 ml I™*, Tween 80 1
ml ™) besiyerinde 37°C’de 2 giin siireyle
gelistirilmis ve takiben yikama isleminin
ardindan suslar dondurularak kurutulmustur.
Liyofilize suslar oda sicakliginda saklanarak
daha sonraki reaksiyonlarda kullanilmistir.

2.2. Genel Biyoindirgenme Reaksiyon
Prosediirii

Steril 100 mL’lik MRS besiyeri igerisine 25 mg
kuru Lactobacillus curvatus susu ilave edildi ve
2 saat 28°C’de 150 rpm karistirildi ve daha
sonra pH 7.5’e¢ ayarlanarak 2 saat daha ayni
sartlarda karigmaya devam edildi. Bunu takiben
1 mmol substrat direkt olarak reaksiyon
ortamina ilave edildi ve 48 saat 150 rpm ve
28°C’de  karistirilmaya  devam  edildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda reaksiyonun
misel kismi siiziilerek ayrildiktan sonra sivi
kissm NaCl ile doyuruldu ve dietil eter ile
ekstrakte edildi. Dietil eter ekstrakti susuz
Na,SO; ile kurutuldu ve dietil eter diisiik
basingta uzaklastirildi. Elde edilen ham iiriin
silikajel kolon kromotgrafisinde etil asetat-
hekzan (10:90) ¢oziicii karisimu ile saflagtirildi.
Kiral alkollerin yapilart NMR ile ve enantiyo-
merik fazlaliklar da kiral HPLC ile belirlendi.
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2.3. Asimetrik Indirgenme ve Reaksiyon
Sartlarinin Optimizasyonu

Model substrat asetofenon (la) kullanilarak
sekiz Lactobacillus curvatus susunun (Dertli
vd., 2016) biyokatalizér olarak kullanilma
kapasiteleri test edildi (Tablo 1). Yapilan
asimetrik indirgenmede reaksiyon sicakligi, pH,
inkiibasyon siiresi ve karigtirma hizi gibi
parametreler enantiyosegicilige etki eden
onemli faktorlerdir. Bu amacgla model substrat
asetofenon kullanilarak bu parametreler icin en
uygun reaksiyon sartlart belirlendi. Bu
optimizasyon sartlar1 Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Lactobacillus curvatus N5 susunun optimize
reaksiyon sartlar1 altinda asetofenon tiirevleri
(1b-j)’nin asimetrik indirgenmesinde
biyokatalizor etkinligi degerlendirildi (Tablo 3).

3. Bulgular

Asimetrik indirgenme 25 mg kuru bakterinin
100 ml besiyeri ortamina alinmasi ve 2 saat
30°C, 150 rpm’de karistirildiktan sonra iizerine
1 mmol (1a) eklenmesi ve ayni sartlar altinda
48 saat kanstirilmaya devam  edilerek
gerceklestirildi.

Tablo 1. Asetofenon’un asimetrik indirgenmesinde en iyi Lactobacillus curvatus bakteri susunun

belirlenmesi
(0] QH
CHj Bakteri N CH,
30°C, 48 s,
1a 150 rpm 2a

Bakteri Déniisiim ° (%) %Verim® %ee’ (R)
Lactobacillus curvatus N1 95 83 50
Lactobacillus curvatus N2 98 81 61
Lactobacillus curvatus N3 95 87 51
Lactobacillus curvatus N4 99 92 54
Lactobacillus curvatus N5 97 90 66
Lactobacillus curvatus N6 95 89 64
Lactobacillus curvatus N7 98 88 55
Lactobacillus curvatus N8 95 87 57

Reaksiyon Sartlar: biyokatalizor 25 mg, substrat: 1mmol, sicaklik: 30°C, siire: 48s, 150 rpm

? Biyokatalizor suslarmin karsilastirilmas.
b Doniistimler HPLC ile belirlendi.

¢ Saflastirilan verim.

¢ Kiral OD-H kolon kullanilarak belirlendi.

Tablo 2. Lactobacillus curvatus N5 bakteri susu kullanilarak asimetrik indirgenme sartlarinin

optimizasyonu.

pH Sicaklik Inkiibasyon siiresi Karigtirma Hiz1
Dons. ee °C  Déns. ee Saat  Dons. ee rpm  Dons. ee
)’ (%) %)° (%) )" (W)™ )" (%)
55 97 66 (R) 26 93 59 (R) 24 92 87 (R) 100 86 61 (R)
6 93 71 (R) 28 99 92 (R) 48 99 92 (R) 150 99 92 (R)
6.5 90 73 (R) 30 97 75 (R) 72 99 90 (R) 200 60 44 (R)
7 93 75 (R) 32 93 9 (R)
7.5 97 75 (R)

# Substrat 1mmol.
b Doniistimler HPLC ile belirlendi.

¢ Enantiyomerik fazlalik Kiral kolon OD-H kullanilarak belirlendi.
¢ Konfigiirasyonlar literatiirdeki ¢evirme agilar1 ile karsilastirilarak belirlendi
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Tablo 3. Lactobacillus curvatus N5 bakteri susu kullanilarak asetofenon tlirevlerinin asimetrik
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indirgenmesi.
Substrat Uriin ee (%)°° Déniisim (%) Verim (%)°
o) OH
- - 92 (R) >99 87
1a 2a
Br O Br OH
CH, ' 80 (R) 69 64
1b
NO, O NO, OH
o, - >99 (S) 98 91
1c 2¢
o) OH
Me o~ Me - 96 (R) 98 89
d 2d
o) OH
Br Br ’ 53 (R) 98 88
1e 2e
o) OH
- - 64 (R) 91 85
1f of
cl cl
0 OH
53 (S) 97 92
19 CHs CH,
Br Br 29
0 OH
O%t‘*'i% /@/kCHs 94 (S) 08 90
2h
Me Me
0 OH
/©)1_LCH3 @/LCHS >99 (S) 72 67
|
O,N O,N 2i
o) OH
: 92 (R) 38 30

(@)
I
%)
-
>
(@)
I
)

Ph

# Indirgenme kosullar1: substrat: 1 mmol, sicaklik: 28°C, siire: 48s, pH: 7.5, 150 rpm.
b Doniisiimler HPLC ile belirlendi.
¢ Enantiyomerik fazlaliklar kiral kolon OD-H, OD ve AS kullanilarak belirlendi.
¢ Konfigiirasyonlar literatiirdeki ¢evirme agilar1 ile karsilagtirilarak belirlendi

¢ Saflastirilan verimler.
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3.1. Elde edilen sekonder alkollerin spectral
verileri

3.1.1. (R)-1-feniletanol (2a) (Wei ve Du, 2014)

Renksiz sivi, verim %87, 'H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6= 7.38-7.33 (m, 4H), 7.31-7.26 (m,
1H), 4.84 (q, J= 6.45 Hz, 1H), 2.62 (bs, 1H),
1.48 (d, J= 6.5 Hz, 3H); *C NMR (100 MHz,
CDCl3) o= 146.0, 128.4, 127.3, 125.5, 70.2,
25.2; [a]p®™= +40.6 (c 1.1, CHClI3), ee %92; ali-
konma zamanlar1: 9.3dk. (R enantiyomer), 11.0
dk. (S enantiyomer), Chiralcel OD-H, n-hekzan
/i-PrOH, 95:5, akis hiz1 1.0 mL/dk., 210 nm.

3.1.2. (R)-1-(2-bromo fenil) etanol (2b) (Zhang
vd., 2011, Li vd., 2014)

Renksiz siv1, verim % 64, *H NMR (400 MHz,
CDCls) 6= 7.56-7.54 (m, 1H), 7.50-7.48 (m,
1H), 7.33-7.29 (m, 1H), 7.12-7.08 (m, 1H),
5.39 (g, J = 6.4 Hz, 1H), 2.79 (bs, 1H), 1.44 (d,
J = 6.4 Hz, 3H); **C NMR (100 MHz, CDCl5)
o= 1447, 132.6, 128.7, 127.8, 126.7, 121.6,
69.1, 23.6; [a]p> = +45.7 (c 1.0, CHCI3), ee
%80; alikonma zamanlari: 12.6 dk. (S
enantiyomer), 13.6 dk. (R enantiyomer)
Chiralcel OD-H, n- hekzan /i-PrOH, 98:2, akis
hiz1 1.0 mL/dk, 220 nm.

3.1.3. (S)-1-(2-nitro fenil) etanol (2c) (Vieira
vd., 2010)

Renksiz sivi, verim % 91, *H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6= 7.84 (dd, J = 8.2, 1.1 Hz, 1H), 7.79
(dd, J = 7.9, 1.1 Hz, 1H), 7.63-7.59 (m, 1H),
7.40-7.36 (m, 1H), 5.35 (q, J = 6.4 Hz, 1H),
2.85 (bs, 1H), 1.51 (d, J = 6.4 Hz, 3H); “*C
NMR (100 MHz, CDCl3) o= 147.7, 141.0,
133.6, 128.0, 127.5, 124.2, 65.4, 24.2; [a]p> = -
29.7 (c 0.4, CHCI3), ee % >99; alikonma
zamanlart: 19.1 dk (R enantiyomer), 20.3 dk. (S
enantiyomer), Chiralcel AS, n- hekzan /i-PrOH,
97:3, akis hiz1 0.8 mL/dk, 220 nm.

3.1.4. (R)-1-(3-metil fenil) etanol (2d) (Ren
vd., 2015)

Renksiz sivi, verim % 89, *H NMR (400 MHz,
CDClI3) 6= 7.25-7.09 (m, 4H), 4.84 (9, J = 6.4
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Hz, 1H), 3.38 (s, 3H), 2.20 (bs, OH), 1.46 (d, J
= 6.5 Hz, 3H); *C NMR (100 MHz, CDCls)
0=145.8, 138.1, 128.4, 128.2, 126.1, 122.4,
70.4, 25.1, 21.5; [a]p® = +58.8 (c 0.9, CHClIs),
ee % 96; alikonma zamanlar:: 109 dk. (R
enantiyomer), 135 dk. (S enantiyomer),
Chiralcel OD-H, n- hekzan /i-PrOH, 97:3, akis
hiz1 1.0 mL/dk., 210 nm.

3.1.5. (R)-1-(3-bromo fenil) etanol (2e) (Ren
vd., 2015)

Renksiz sivi, verim % 88, *H NMR (400 MHz,
CDCl3) o= 7.49 (s, 1H), 7.36-7.38 (m, 1H),
7.25-7.16 (m, 2H), 4.79 (m, 1H), 2.67 (bs, 1H),
1.44 (d, J = 6.4 Hz, 3H); *C NMR (100 MHz,
CDCl3) 0=148.1, 130.4, 130.1, 128.5, 124.0,
122.5, 69.6, 25.2; [a]p® = +56.6 (c 1.0,
CHCI3), ee % 53; alikonma zamanlari: 15.5 dk.
(S enantiyomer), 17.4 dk. (R enantiyomer)
Chiralcel OD-H, n- hekzan /i-PrOH, 98:2, akis
hiz1 1.0 mL/dk, 210 nm.

3.1.6. (R)-1-(4-kloro fenil) etanol (2f) (Wei ve
Du, 2014, Liu vd., 2015)

Renksiz sivi, verim %85, *H NMR (400 MHz,
CDCl3) 6= 7.29-7.22 (m, 4H), 4.79 (9, J = 6.5
Hz, 1H), 2.77 (bs, 1H), 1.41 (d, J = 6.5 Hz,
3H); C NMR (100 MHz, CDCls) 6= 144.2,
132.9, 128.5, 126.8, 69.6, 25.2; [a]p> = +34.4
(c 1.0, CHCl3), ee % 64; alikonma zamanlart:
13.7 dk. (S enantiyomer), 154 dk. (R
enantiyomer), Chiralcel OD-H, n- hekzan/i-
PrOH, 98:2, akis hiz1 1 mL/dk., 220 nm.

3.1.7. (S)-1-(4-bromo fenil) etanol (2g) (Singh
ve Chopra, 2016)

Renksiz sivi, verim % 92, *H NMR (400 MHz,
CDCl3) 0= 7.43-7.40 (m, 2H), 7.18-7.15 (m,
2H), 4.75 (g, J = 6.5 Hz, 1H), 2.93 (bs, 1H),
1.39 (d, J = 6.5 Hz, 3H); *C NMR (100 MHz,
CDCl3) o= 144.7, 1315, 127.2, 121.0, 69.6,
25.2; [a]p® = -25.1 (c 1.0, CHCI3), ee % 53;
alikonma zamanlari: 9.0 dk. (R enantiyomer),
9.9 dk. (S enantiyomer), Chiralcel OD-H, n-
hekzan /i-PrOH, 95:5, akis hiz1 1 mL/dk., 220
nm.
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3.1.8. (S)-1-(4-metil
(Wakeham vd., 2015)

fenil) etanol (2h)

Renksiz sivi, verim % 90, *H NMR (400 MHz,
CDCly) 6= 7.27 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.17 (d, J
= 7.9 Hz, 1H), 4.84 (g, J = 6.5 Hz, 1H), 2.42
(bs, 3H), 2.37 (s, 3H), 1.48 (d, J = 6.5 Hz, 3H);
3C NMR (100 MHz, CDCl3) 6= 142.9, 137.0,
129.1, 125.4, 70.1, 25.1, 21.1; [a]p® = -56.9 (c
1.0, CHCI3), ee % 94; alikonma zamanlar1: 14.5
dk. (S enantiyomer), 21.5 dk. (R enantiyomer),
Chiralcel OD, n- hekzan /i-PrOH, 90:10, akis
hiz1 0.5 mL/dk., 220 nm.

3.1.9. (S)-1-(4-nitro fenil) etanol (2i) (Vieira
vd., 2010)

Renksiz sivi, verim % 67, *H NMR (400 MHz,
CDCl3) o= 8.10-8.14 (m, 2H), 7.51-7.48 (m,
2H), 5.00-4.94 (m, 1H), 2.75 (d, J = 3.4 Hz,
1H), 1.47 (d, J = 6.5 Hz, 3H); *C NMR (100
MHz, CDCI3) o= 153.3, 147.0, 126.1, 123.7,
69.4, 25.4; [a]p® = -25.4 (c 0.5, CHCI3), ee %
>99; alikonma zamanlar: 13.2 dk. (R
enantiyomer), 15.4 dk. (S enantiyomer),
Chiralcel AS, n- hekzan/i-PrOH, 95:5, akis hiz1
0.8 mL/dk., 220 nm.

3.1.10. (R)-1-(p-bifenil) etanol (2j) (Zilbeyaz
vd., 2012)

Beyaz kati, EN. 92-94°C, verim % 30, *H NMR
(400 MHz, CDClg) 6= 7.63-7.60 (m, 4H), 7.49-
7.45 (m, 4H), 7.40-7.36 (m, 1H), 4.95 (qd, J =
6.4, 2.9 Hz, 1H), 2.24 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 1.56
(d, J = 6.5 Hz, 3H); C NMR (100 MHz,
CDCl3) o= 144.9, 140.9, 140.4, 128.8, 127.3,
127.3, 127.1, 125.9, 70.1, 25.2; [a]p® = +45.3
(c 0.55, CH.Cly), ee % 92; alikonma zamanlart:
16.8 dk. (S enantiyomer), 18.2 dk. (R
enantiyomer), Chiralcel OD, n- hekzan/i-PrOH,
90:10, akis hiz1 0.6 mL/dk, 220 nm.

4. Tartisma ve Sonug¢

Tablo 1°de goriildigi gibi suslar (R)-fenil
etanol (2a)’y1 % 50’den % 66’ya degisen
enantiyomerik fazlalikta irettiler. Biyo indir-
genmenin en iyi sonucu Lactobacillus curvatus
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N5 susu kullanmildiginda elde edildi. Bu
indirgenme reaksiyonunda % 97 gibi yiiksek bir
doniisiim ve % 66 gibi 1limli bir enantiyomerik
fazlallk gozlendi. Bundan dolayr en 1iyi
biyokatalizor olarak Lactobacillus curvatus N5
susu secildi ve bundan sonraki reaksiyonlarda
bu sus kullanildi. Basarili bir sekilde kiral
sekonder alkol elde etmek i¢in pH, sicaklik,
inkiibasyon siiresi ve karistirma hiz1 gibi
reaksiyon kosullarin1 optimize etmek ¢ok
onemlidir  (Pereira, 1998). Lactobacillus
curvatus N5 susu kullanilarak pH, sicaklik,
inkiibasyon siiresi ve karistirma hiz1 gibi
reaksiyon kosullar1 optimize edildi (Tablo 2).
Optimizasyon i¢in Oncelikle pH’ nin segicilige
etkisi arastirildi. Reaksiyon 100 ml besiyeri
(MRS) igerisinde 25 mg bakteri 2 saat 30°C’de
150 rpm’de kanistirildi ve daha sonra pH’lar
(5.5-7.5) ayarlandi 2 saat daha ayni sartlar
altinda karnstirildiktan sonra Immol substrat
(1a) ortama ilave edildi ve 48 saat aymi
sartlarda  karigtirlmaya  devam  edildi.
Biyokatalizér  ile  yapilan  indirgenme
reaksiyonlarinda doniisiim ozelliklede secicilik
ortamin pH’sindan oldukg¢a etkilenmektedir,
clinkii pH degistiginde enzimin ii¢ boyutlu
yapist degismektedir ve bu da segicilik i¢in gok
onemlidir. Tablo 2’de goriildiigii gibi optimum
pH 7.5 olarak belirlendi. Bu pH degerinde (2a)
% 97doniistim ve % 75 enantiyomerik fazlalik
ile elde edildi. Sicakligin secicilige etkisini
belirlemek i¢in pH degerinin 7.5 oldugu
sartlarda  26-32°C gibi farkli sicakliklarda
reaksiyonlar yapildi. Indirgenme reaksiyonu
i¢in en iyi sicaklik 28°C olarak belirlendi. Tablo
2’de goriildiigii gibi sicaklik 30°C’nin iizerine
ciktiginda enantiyomerik asirilikta keskin bir
diisiis olmustur. Bu da sicakliktaki artigin
enantiyomerik fazlalik i¢in negatif bir etkiye
sahip oldugunu gostermektedir. Bundan dolay1
sonraki reaksiyonlar 28°C sicaklikta yapilds.
Sicakligin 28°C ve pH’nin 7.5 oldugu reaksiyon
sartlar1 altinda degisik inkiibasyon siirelerinde
reaksiyonlar  gerceklestirilerek  inkiibasyon
stiresinin se¢icilige etkisi belirlendi. Tablo 2°de
goriildiigli gibi inkiibasyon siiresi 24 saat
oldugunda  donlisim ve  enantiyomerik
fazlahigin diisiik, 72 saat oldugunda ise
doniisiimiin  yiiksek enantiyomerik fazlaligin



Sahin | GUFBED 7(2) (2017) 285-308

diisik oldugu goriilmektedir. Doniisiim ve
enantiyomerik fazlaligin en yiiksek oldugu
inkiibasyon siiresi 48 saat oldugundan dolay1
reaksiyon igin en iyi inkiibasyon siiresi olarak
bu siire belirlenmistir. Bir diger 6nemli
parametre karistirma hizidir, ¢ilinkii karistirma
hizi enzimin  yapisim  degistirmektedir.
Optimize sartlar i¢in karistirma hizlarina
bakildiginda karigirma hizinin 150 rpm
oldugunda en iyi doniisiim ve enantiyomerik
fazlalik elde edildi. Karistirma hizi arttiginda
dontlistim ve enantiyosegicilik diismektedir. Bu
diisiis yiiksek karigtirma hizinin  hiicrenin
yapisini degistirmesi sonucu biyokatalizoriin
aktivitesini diisiirmesi ile iligkilendirilebilir. Bu
durumlar dikkate alinarak optimum karigtirma
hiz1 olarak 150 rpm belirlendi. Sonug¢ olarak
optimizasyon sartlart pH 7.5, sicaklik 28°C,
inkiibasyon siiresi 48 saat ve karistirma hiz 150
rpm olarak basarili bir sekilde belirlendikten
sonra optimum sartlar altinda asetofenon
tiirevlerinin asimetrik indirgenmeleri
degerlendirildi. o-bromo asetofenon (1b)’nin
asimetrik indirgenmesinde % 80 gibi yiiksek bir
enantiyomerik fazlalik ve % 96’lik bir doniisiim
gozlenirken, m-bromo asetofenon (1e) ve p-
bromo asetofenon (1g)’de diisiik enantiyomerik
fazlalik ve yliksek doniisim gdzlenmistir. Bu
da brom atomunun sterik ve elektronik etkisinin
secicilik ve doniisimde O©nemli oldugunu
gostermektedir. 0-nitro (1c) milkemmel bir
enantiyomerik fazlalik ve doniisiim ile (2c)’ye
indirgenmistir. Ayn1  sekilde p-nitro  (1i)
miilkemmel bir enantiyomerik fazlalik ve
yiiksek bir doniisiim ile (2i)’ye indirgenmistir.
Klor atomunun  p-pozisyonunda oldugu
asetofenon tirevi (1f)’de ise ortalama bir
enantiyomerik fazlalik ve yiiksek bir doniigiim
ile (2f)’ye indirgenmistir. Elektron veren metil
grubunun m- ve p- pozisyonunda oldugu
asetofenon tiirevleri (1d) ve (1lh) yiiksek
doniisiim ve enantiyomerik fazlalik ile (2d) ve
(2h)’ye indirgenmistir. Bir diger elektron
saglayan grup olan fenil grubunun p-
pozisyonunda oldugu asetofenon tiirevi (1j)
yiiksek enantiyomerik fazlalik ve diisiik bir
dontisim ile (2j)’ye indirgenmistir. Olusan
sekonder alkollerin konfigiirasyonlar1 benzen
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halkasmna baglh
degismektedir.

Sonug olarak asetofenon (1a) ve tiirevleri (1b-j)
biyokatalizor ~ Lactobacillus  curvatus N5
kullanilarak ilgili kiral alkollere (2a-j) % 99’a
varan bir enantiyomerik fazlalik ile indirgendi.
Kullanilan bu biyokatalizor benzen
halkasindaki substituentin bulundugu konuma
gore yiiksek eanatiyomerik fazlalik
gostermistir. Bu  c¢alismada  kullanilan
biyokatalizoriin ~ doniisim  ve  segiciliginin
benzen halkasina bagl gruplarin pozisyonu ve
elektronik etkisi tarafindan kontrol edildigi
goriilmektedir. Bu da bu biyokatalizoriin
enantiyosaf kiral sekonder alkollerin sentezinde
kullanilabilecegini gostermektedir. Ayrica bu
ucuz ve cevreci biyokatalizor Lactobacillus

grubun pozisyonuna gore

curvatus N5 prokiral ketonlarin asimetrik
olarak kiral karbinol bilesiklerine indirgenme
reaksiyonlarinda  kullanilan  klasik  toksik
kimyasal katalizorlere alternatif bir
biyokatalizor olarak kullanilabilecegi
gosterilmistir.
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Ek 'H, 3C NMR ve HPLC spektrumlari
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ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHIN\C-2-NO2000038.D)
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ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHIN\3(BR)EE2000283.D)
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ADC1 A, ADCT CHANNEL A (ENGIN SAHINV(BR)EE2000287 D)
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ADC1 A, ADC1 CHANNEL A (ENGIN SAHIN\C-4-NO2000039.D)
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