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OZET

PROTEIN TEMELLI YENI BiR HPLC KOLON DOLGU MADDESININ
HAZIRLANMASI VE BAZI RASEMIK BIiLESIKLERIN BU KOLON UZERINDEN
ENANTIYOMERIK REZOLUSYONU

YUKSEK LISANS TEZI
Omer ERDOGAN

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiIMYA ANABILIM DALI

2014

Bu c¢alismada protein temelli(CSP-I) ve Pirkle-tip(CSP-II) iki kiral sabit faz sentezlendi. Bu
CSP’lerin yapisi elementel analiz ile aydinlatilarak parcacik boyutu SEM ile dlgiildii. Hazirlanan bu
CSP’ler 150x4,6 mm ebatlarindaki HPLC kolona dolduruldu. CSP-I {izerinden rasemik formdaki
mandelik asit, metil mandelat, epinefrin, propranolol, ibuprofen, naproxen, treonin, a-feniletilamin ve
3-hidroksibiitirik asit gibi bazi bilesiklerin rezolisyonu 100mM pH=6, pH=7, pH=8 fosfat
tamponunda ImL/dk, 1.5mL/dk, 2mL/dk, 2.5mL/dk ve 3mL/dk akis hizlarinda calisildi. Bu akis
hizlarinda enantiyomerik olarak ayrilan her bir rasemik bilesik i¢in rezoliisyon sabiti(R;), ayrilma
faktorli(a) gibi kromatografik parametreler hesaplandi. Bu CSP’lerden CSP-I ile enantiyomerik
rezoliisyon calismalarinda daha basarili sonuglar elde edildi. CSP-II verileri yeterli kromatografik
parametrelere uygun sonuglarla ortiismediginden, CSP-II ile ayirma islemlerinden vazgegildi.

Anahtar Kelimeler: Bovine Serum Albumin, Enantiyomerik Rezoliisyon, HPLC, Kiral Sabit Fazlar



ABSTRACT

THE PREPARATION OF A NEW PROTEIN COLUMN PACKING MATERIAL AND
ENANTIOMERIC RESOLUTION OF SOME RASEMiC COMPOUNDS THROUGH THIS
COLUMN

MSc THESIS
Omer ERDOGAN

DEPARTMENT OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

2014

In this study, protein based(CSP-I) and Pirkle type chiral stationary phases(CSP-II) were
synthesized. The structure of this CSPs were enlightened with elemental analysis. The particle size of
CSPs were measured by scanning electron microscope(SEM). The prepared CSPs were packed into
150X4.6mm HPLC column. The enantiomeric resolution of some rasemic compounds such as
mandelic acid, methyl mandelate, epinephrine, propranolol, a-phenylethylamine and 3-hydroxybutyric
acid was employed in ImL/rpm, 1,5mL/rpm, 2mL/rpm, 2,5mL/rpm, 3mL/rpm flow rate in various
pHs such pH=6, pH=7, pH=8 100mM phosphate buffer. Chromatographic parameters such as
resolution factor(Rs) and selectivity(a) for each rasemic compounds were calculated above conditions
in these flow rates and pHs. More successful results were obtained with CSP-I in enantiomeric
resolution studies.

Key Words: Bovine Serum Albumin, Chiral Stationary Phases, HPLC, Enantiomeric Resolution
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Omer ERDOGAN

1. GIRIS

1883 yilinda Lord Kelvin, yunanca el anlamindaki “cheir” kelimesinden kiralite
kelimesini tiiretmistir. Temel parcaciklardan insanlara kadar genis yelpazedeki nesnelerin
bircogunda kiralite gézlemlenmistir (Hegstrom ve ark. 1990). Bu gozlem sayesinde bilim
insanlari, evrenin olusumunda kiralitenin dnemli bir role ve gizeme sahip oldugunu one
stirmiislerdir. Evrenimizde kiralitenin varlig1 ile ilgili su ornekleri verebiliriz. Eski musir
uygarliklarindaki mezar odalarinin duvarlarinda kiraliteyi tasvir eden bazi resimler ¢izilmistir.
Ayrica Carnegie Galaksi Atlasinda yer alan 1168 galaksiden 540’min, durgunluk hizlarinin
yonil ile karsilagtirildiginda kiral oldugu bulunmustur (Kondepudi ve ark. 2001). Birgok
asimetrik yapinin bulundugu bitki ve hayvanlarda, kiralitenin etkisi belirgindir. Bitki ve
hayvanlardaki sarmal yapilar onlar1 asimetrik yapar. Kisaca, kiralite evrenimizin neredeyse

her yerinde vardir.

Kiral bilesiklerin iki énemli 6zelligi, onlar1 akiral bilesiklerden ayirt eder. Birincisi
diizlem polarize 1518a kars1 davranislari, ikincisi ise diger kiral bilesiklerle etkilesimleridir. Bu
iki Ozellikten faydalanarak degisik kromatografik (HPLC, Liquid Kromatografisi ve Clay
Kolon Kromatografisi) yontemler ile kiral bilesiklerin enantiyomerlerine ayrilmasi literatiirde
bilinmektedir (Bencini ve ark. 1984; Nimura ve Kinoshito. 1986; Yamagishi ve ark. 1996;
Natalini ve ark. 2004; Bojarski ve ark. 2005). Ayrica Kapiler Elektroforez yontemiyle de soz

konusu ayirma islemleri yapilmaktadir (Kodama ve ark. 2003).

Enantiyomerik saflig1 yiiksek mandelik asit gibi a-hidroksiasitler, bir - blokeri olan
propranolol ve kalp atisin1 hizlandiran, kas ve karacigerdeki glikojeni glukoza g¢eviren
epinefrin metabolizmadaki bu biyolojik 6nemlerinden dolay1 ilag sanayinde oldukca yaygin
kullanim alan1 bulurlar (Whitesell ve ark. 1983). Bu nedenle kiral bilesiklerin hazirlanmasi ve
analizi oldukca 6nemlidir. Kromatografik metotlarla enantiyomerik ayirma ne kadar yiiksek
enantiyomerik saflikta yapilabilirse; uygulamada insan saghigna etkili bir tedavi
gerceklestirmek o denli basarili olur. Cevre kimyasi, ilag sanayi ve klinik analizlerde her
zaman yiiksek enantiyomerik saflik istenir. Bu saflik olmazsa her ac¢idan istenmeyen durumlar

yasanabilir. Hatta sonu 6liimle neticelenen durumlar olusabilir (Sheldon 1993).

Rasemik bilesiklerin ayrilmasi icin gilinlimiizde degisik teknikler kullanilmaktadir.
Bunlardan en c¢ok uygulama alani bulani HPLC ve kapiler elektroforezdir. HPLC’ de
proteinler silika jel tlizerine farkli ara kollar yardimiyla baglanarak bir CSP hazirlanir.

Hazirlanan bu CSP ¢esitli ebatlardaki HPLC kolona doldurularak, bu kolon {izerinden rasemik
1
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bilesiklerin enantiyomerik rezoliisyonu gerceklestirilir. Bu kolonlar ticari yolla temin
edilebildigi gibi arastirmacilar tarafindan analitik amacli veya preparatif amacli da
hazirlanabilirler. Kolonda enantiyomerik ayrilmanin mekanizmasi; yiik transferi, hidrojen
bagi, dipol, n-n etkilesimleri gibi non-bonding etkilesimlerle ve sterik etki gibi birgok
kombine faktorlerle agiklanmaktadir (Kubota ve ark. 2004).

1.1. Kiralite
1.1.1. Kiralite nedir?

Kiralite geometrik bir ozelliktir. Bir objenin ayna gorlintlisii kendisi ile st iiste
cakismiyor ise kiral, ayna goriintiisii kendisi ile c¢akisiyor ise kiral degildir. Kiral objelere

yaygin bir érnek olarak sag ve sol eli verebiliriz. Iki boyutlu harfler ise kiral degildir.

Molekiillerin uzaydaki diizenlenmelerinde molekiiliin ayna goriintiisii st iste
cakismiyor ise molekiil kiraldir. Kiralite molekiiliin bir 6zelligidir. Aslinda kiral olan

asimetrik merkez tasiyan molekiildiir.

Sekil 1.1: Genel bir aminoasidin kiral 6zelligi

1.1.2. Enantiyomer

Genel anlamda kiral molekiil, dort farkli grup ya da atomun karbon atomuna sigma
baglartyla baglanmasiyla olusur. Karbon atomu molekiiliin asimetrik merkezidir. Bu tip
molekiiller farkli uzaysal yapilarda bir ¢ift stereoizomere sahiptirler ve bunlarin ayna
goriintiileri {ist liste cakismaz. Sekil 1.2.°de kiral bir molekiil olan laktik asit, ayna goriintiisii

ile st liste ¢akismayan bir enantiyomer ciftine sahiptir.
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AYNA
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HD"Iy-\\COOH HODC/ H3C
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Sekil 1.2: Laktik Asitin Enantiyomerleri

1.1.3. Optik Cevrilme

Enantiyomerlerin fiziksel 6zelliklerindeki spesifik farklilik, ilk olarak 1815 yilinda Biot
tarafindan bulunan, diizlem polarize 1s181nin ¢evrilmesidir. Bu nedenle enantiyomerlere optik
izomerler de denir. Normal 151k degisik dalga boylarinda ve dalgalarin biitiin yonlere dogru
sagilmasiyla olusur. Dalga hareketi 15181n dogrultusuna diktir. Diizlem polarize 151k ise; tek bir

diizlem disindaki dalga titresimlerinden arindirilmis 1s1ktir.
Simetrik molekiillerde; molekiil 1sikla karsilastiginda 1s1k kesin bir doniis yapar ancak,

molekiiliin diger konfigiirasyonu bu doniisii (ters yonde oldugunda) dengeler.

0 0

Levorotatori (15181n sola ¢evrilmesi) Dekstrotatori (15181n saga ¢evrilmesi)

L-izomer D-izomer

Sekil 1.3: Diizlem polarize 15181n ¢evrilme yonleri

Sonugta 15181in doniisti sifirlanir (Sekil 1.3.). Tek bir enantiyomer igin ise; ¢ozeltide ayna
konfigiirasyonu olmadigindan 1s18in net doniisii sifirlanmaz. Bu nedenle rasemik (1:1)

karisimlarda da diizlem polarize 15181in doniisii sifirlanir. Optikce aktif maddelerin spesifik

3
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olan doniis agilari, polarimetre ile dlciilebilir. Polarize 1518in yayilma diizlemini saga ¢eviren
enantiyomere dekstrorotatori (Latince:dexter'"sag") ya da saga ceviren denir. Bunun ayna
goriintlisli polarize 15181n yayilma diizlemini sola ¢evirir ve levorotatori (Latince:Laevus"sol")
ya da sola ¢eviren adini alir. Sembol olarak dekstrorotatori i¢in (d) ya da (+), levorotatori (1)
ya da (-) olarak gosterilir. Ancak d ve | gosterimleri karigikliklara neden oldugundan bu
gosterim terk edilmistir. Enantiyormerlerin polarize 15181 ¢evirme derecesine 6zgiil ¢evirme

agis1 [ o ] denir. Cevirme agist:
- Kullanilan 15181n dalga boyuna
- Polarimetre tlipliniin uzunluguna
- Sicakliga
- Coziclye
- Konsantrasyona baglidir. Kullanilan 15181n dalga boyu genellikle 589 nm’dir (sodyum

D-¢izgisi). Bilesigin 20 C’ deki 6zgiil ¢evirme agis1 1.1 denkleminden faydalanilarak

hesaplanir.

[a]2° == (L.1)

[a]Z° : 20 °C 'deki Sodyum'un D gizgisinin dzgiil cevirme agisi
a: 20 °C 'de gozlenen gevirme agisi

= dm olarak tiipiin uzunlugu

C= gr/100ml olarak 6rnegin derisimi

Ayrica bir molekiildeki optik¢e saflik 1.2 denklemine gore hesaplanir.

% optikge saflik = [[“30 1.2)

[a] : Gozlenen ¢evirme agisi
[a]30 : Ozgiil gevirme agis1

Her zaman olmamakla birlikte bu denklem % e.e. 1.3 denklemi yerine de kullanilmaktadir.
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. . _ [E1-E2]
% enantiyomer fazlalig1 = [EL7E2] (1.3)
E; ve E; iki enantiyomerin mol miktarlaridir.
% Enantiyoselektivite 1.4 denklemine gore hesaplanir.
. o E1
% enantiyoselektivite(% es) = o, X100 (1.4)

E;: Fazla olan enantiyomerin mol miktari

Ornegin, 2-biitanol enantiyomerlerinin bir karisimmi +6,76° *lik 6zgiil ¢evirme gosterdigini

varsayalim. Bu durumda (S)-(+)-2-biitanoliin enantiyomerik fazlaligiin %50 oldugunu

sOyleyebiliriz.
+6,76°
% enantiyoselektivite(% es) = mxmo

Bu karisimin enantiyomerik fazlaliginin %50 oldugunu sdyledigimizde, bu fazla
olarak bulunan (+) enantiyomerin, bu karigimin %50’sini olusturdugu, diger %50’sinin de
rasemik sekilde oldugu anlamimna gelir. %50’sinin rasemik olmasindan dolayi, bunlar
birbirinin optik ¢evirmesini yok eder ve yalnizca (+) enantiyomerlerden olusan karigimin
%50’lik kismi1 gozlenen optik cevirmeye katkida bulunur. Bu yiizden, gbzlenen ¢evirme,
karigimin yalnizca (+) enantiyomerden olugmasi durumunda beklenen donmenin %350 “si,

yani yarisidir.

Yukarida bahsedilen karigimin  stereoizomerlerinin  ger¢ek  orami  nedir?
Toplam karisimin %350’sini, iki enantiyomerin esit miktarda bulundugu rasemik sekil
olusturuyor. Bu nedenle, bu %50 ‘nin yarist (% 25)(-) enantiyomer ve diger yarist (% 25)(+)
enantiyomerdir. Karisimm diger %350’side enantiyomerik fazlaliga neden olan (+)

enantiyomerdir. Sonug olarak karisim %75 (+) enantiyomer ve % 25 (-) enantiyomer igerir.
1.1.4. Mutlak Konfigiirasyonun belirlenmesi

Optik ¢evirme acist; enantiyomerlerin d — (+) ve 1- (-) formunun tek farkliligini
gosterir. Fakat bu bize, asimetrik merkez atomuna baglanan grup ve ya atomlarin uzaydaki
yonelimi hakkinda bir fikir vermez. Ciinkii konfigiirasyonla ¢evirme agis1 arasinda bir iligki
yoktur. Bir enantiyomer, tek bagin etrafindaki gruplarin doénmesi ile degisik

konformasyonlarda olabilir, ancak konfigiirasyondaki bir degisme i¢in asimetrik karbondaki
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baglarin kirilmasi1 gerekir. Yani, bir enantiyomerin konfigiirasyonu degismez.

Laktik asidin iki enantiyomerini ele alarak bunu incelersek; Laktik asidin bir formu
diizlem polarize 15181 saga cevirirken, diger formu diizlem polarize 15181 sola ¢evirmekte ve
stirastyla (+) — (-) — olarak etiketlenmektedir. Laktik asidin bu iki konfigiirasyonunu Sekil
1.2.de gosterilmistir. Sorun su; hangi yapi, (+) — Laktik asidi; hangi yapi1, (-)- Laktik asidi
belirler. Diger bir deyisle konfigiirasyonlar nasil ayrilir. Van’t Hoff’dan sonra neredeyse
ylizyila yakin bir siire, enantiyomerlerin mutlak konfiglirasyonlarinin kesin olarak nasil
belirlenecegi tanimlanamadan kaldi. Bu durum 1951°de Bijvoet tarafindan, enantiyomerlerin
mutlak konfigiirasyonlarinin  X-1gmlar1  spektroskopisi (X-Ray) ile belirlenebileceginin
bildirilmesi ile degisti.

Mutlak konfigiirasyonun X-Ray ile belirlenebileceginin bilinmesinden ¢ok dnce, kiral
molekiillerin asimetrik merkezinin konfiglirasyonunun belirlenebilmesi i¢in, tiimii ile keyfi
olarak, (+)-Gliseraldehitin standart olarak seg¢ilmesi, yerlesik bir kural halini almisti.
Konfigiirasyunun belirlenebilmesi igin ilk olarak Emil Fischer tarafindan oOnerilen Fischer
izdlisim formiilii temel alinmusti. Fischer bunu ilk olarak glukoz molekiiliiniin d-

enantiyomerinin stereokimyasal diizenlemesi i¢in kullanmisti.

Fischer izdiisiimiinde, molekiildeki biitiin baglar yatay ve diisey cizgilerle gosterilir.
Yatay c¢izgilerin gozleyene dogru, dikey cizgilerin gozleyenden uzakta oldugu varsayilir.
Uzun karbon zinciri dikey olarak gosterilir ve yiiksek degerli karbon en {iste yazilir. Fischer,
konfigiirasyonu ayirmada tiimiiyle keyfi olarak, asimetrik merkeze bagli OH grubunu saga

yonlenen (+)- gliseraldehiti, D-(+)- gliseraldehit olarak isimlendirdi.

(|ZHD
H OH

CHO

.”"””DH

Sekil 1.4: D-Gliseraldehitin a.) Fischer izdiisiim Formiilii b.) Ugboyutlu Gésterimi
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Fischer izdiisiim formiiliine alternatif olarak molekiillerin {i¢ boyutlu gosterimi gelistirildi. Bu

gosterimde koyu baglar gézleyene dogru, kirik baglarda gézleyenden uzak sekilde betimlenir.

Biitiin kiral molekiillerin konfigiirasyonlari, D-(+)-Gliseraldehit ve L-(-)- Gliseraldehit
referans alinarak, D ve L olarak belirlenir. Fischer izdiisim formiiliine goére 5. Karbon
atomuna bagli —OH sagda ise D-, solda ise L- olarak belirlenir. D-Glukoz (a), D-Mannoz (b)
ve D-Galaktoz (c¢) gosterilmistir. (Sekil 1.5a,b,c).

o ao a0
H—F——OH HO——H H—— O+
HO—1—H HO——H HO—1—H
H———OH H———OH HO—1—H
H———CH H—T—OH H———OH
GH0H GH0H GHOH
a b C

Sekil 1.5: Fischer’e gére D-Glukoz (a), D-Mannoz (b) ve D-Galaktoz (c)

X-Ray analizi ile mutlak konfigiirasyonun belirlenebileceginin ortaya konulmasindan
once, Fischer’in ortaya koydugu D ve L sistemi bagil konfigiirasyon hakkinda bilgi
vermekteydi. Ayrica D ve L sistemi bazi karisiklara yol agmaktaydi. Bu nedenle mutlak

konfigiirasyonun belirlenmesi i¢in yeni bir sisteme gerek duyuldu.

Bu sistem (R)—(S) ya da “Chan-Ingold-Prelog” sistemidir. Burada (R) Latince Recktus
(sag), (S) Latince sinistre (Sol) sozciiklerinin bag harfleridir. (R)-(S) sistemi, konfigiirasyonun
kesin diizenlenisi hakkinda bilgi vermektedir. (R)-(S) sistemi, asimetrik merkeze bagl
gruplarin énceligine gore belirlenir (Sekil 1.6.). Ornekte bagli gruplar, azalan éncelige gore,
a>b>c>d seklinde siralanmistir. Baglanan gruplarin  onceligi, cis-trans izomerligini

belirlemede kullanilan E-Z sistemindeki gibi bulunur.
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b

| \ b
d""';}l\‘ A N
(R) ()

Sekil 1.6: Cahn-ingold-Prelog sistemi

Atom numarast en biiylik olan atom en Oncelikli gruptur.

Ornegin ; C1 >S >F >0 >N >C >H

Eger bagh iki atom ayni ise, bagh olan grupta farklilasma oluncaya kadar diger atomlara
bakalir.

Ornegin: CH,C1>CH,0H >CH,CH; >CHj....vb.

Cift baglar, iki tane tek bag gibi diisliniiliir.

Ornegin: CH, = CH, >CH,CH;

Buna gore; -COOH > -CO->COH >-CH20H >-CN >-C¢Hs>-CH= CR; dir.

Sekil 1.6.’ya gore konfigiirasyon belirlemek gerekirse, en diisiik oncelikli grup (d)
gbzleyenden uzak bir sekilde cizilir ve diger gruplara bakilir. Eger oncelikli gruplar olan
a>b>c saat yoniinde ilerliyorsa konfigiirasyon (R) olarak, saat yoniiniin tersine ilerliyorsa

konfigiirasyon (S) olarak adlandirilir.

Tim bu sodylenenleri optikce aktif bir bilesik olan Fenilglisin’i 6rnek olarak alip

Ozetlersek

H
2,
/,’

Sekil 1.7: D-(-)-Fenilglisin



Omer ERDOGAN

Sekil 1.7° de gosterilen yap1 fenilglisinin ticari kullanimi olan levorotatori yani (-) ya
da (L) izomeridir. Ficher izdiisiim formiiliine gore D- konfigiirasyonundandir. Bu da D- ve L—
ayirmalarinda karisikliklara yol acar. Bu karisikliklardan kurtulmak i¢in (R)-(S) sistemini
kullandigimizda ise, molekiil R-konfigiirasyonundadir. Fischer izdiisiim formiilii karigikliklara
yol agmasina ragmen aminoasit kimyasinda yerlesik bir kural halini aldigindan, aminoasitler

hala D, L sistemine gore adlandirilirlar.
1.1.5. Diastereomerler

Bir molekiil birden fazla asimetrik karbona sahipse, stereoizomerlerinin sayist 2’ den
fazla olur. Asimetrik karbon sayisina n dersek stereoizomer sayisi 2" olur. Eger n=2 ise,
maksimum stereoizomer sayist 4 olur. Bir ¢ift olusturan enantiyomerler, diger
stereoizomerlerle ayna goriintiisii vermiyorsa bunlar enantiyomer degillerdir. Enantiyomer
olmayan bu stereoizomerler “ diastereomer ’’ olarak adlandirilirlar. Bu tanim yalnizca kiral
molekiiller i¢in degil; ayn1 zamanda akiral molekiil olan “ cis-trans” geometrik izomerlerini
de kapsar. Diastereomerlerin kimyasal 6zellikleri ve erime noktasi, ¢oziiniirliik, yogunluk gibi

fiziksel Ozellikleri farklidir. Sekil 1.8.’de iki asimetrik merkezi olan efedrin molekiiliinii ele

alirsak:
CH; CHs
2 - 2
H—}—NHCH; CH;HN—1—H
1 1
a1 on HO——H
f E/\-]
| “
\“'i;.f ~
(1R.25)-Elediin [18,2R)-Efediin (15.28) Psédoefedrin (1R.2R) P:édoefedrin

Sekil 1.8: Efedrin molekiiliiniin Fischer izdiigiim formiilleri

(1R,2S)-efedrin ile (1S,2R)-efedrin ve (1S,2S)-psddoefedrin ile (1R,2R)-psddoefedrin
molekiilleri birbirilerinin enantiyomerleridir. Oysa (1R,2S5)-efedrin ile (1S,2S)-psddoefedrin
stereoizomerleri, ayna goriintiisii iliskisi olmadigindan, birbirilerinin enantiyomerleri degildir.

Enantiyomer olmayan bu stereoizomerler diastereomerdirler.
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1.1.6. Mezo yapisi

Sekil 1.9” da iki asimetrik karbon atomu bulunan tartarik asidin 2" formiiliine gore 4

tane stereoizomeri olmasi gerekirken; 3 tane stereoizomeri vardir.

cooH COOH QooH aooH

H—————OH HO————H H———CH HO——H

__________________________________ 5 igsimetri

HO——H H———OH H—F——OH Ho—1 1~ diddem
aooH QOCH QaooH aooH
(R,R) (5.9) (R,S) (S,R)

Sekil 1.9: Tartarik asitin stereoizomerleri

iki izomer (R,R) ve (S,S) enantiyomerdir. (R,S) ve (S,R) yapisina bakarsak, bu

molekiiller bir i¢ simetri diizlemine sahiptirler. Birbirinin ayna goriintiisii olan bu

molekiillerden birini kagit diizleminde 180° cevirirsek diger yapiy1 elde ederiz. Dolayisiyla
bunlar ayr bilesikler degil, ayn1 bilesiklerdir. Molekiil iki asimetrik karbon atomuna sahip
oldugu halde, molekiiliin iist yarisi, alt yarisinin ayna goriintiisii oldugundan; iki yar
birbirinin ¢evirme agisin1 yok etmektedir. Asimetrik merkezleri olmasina ragmen ayna
goriintiileri cakisan stereoizomerlere mezo sekli denir. Tartarik asidin  (R,S) ve (S,R)

formlari, ayn1 molekiil olup Mezo-tartarik asittir (Tiimerdem. 2004).
1.2. Kiralitenin Biyolojik Sistemlere Etkileri

Kiral olmayan bir ¢evrede, rasemik karisimin enantiyomerleri ayni fiziksel ve kimyasal
ozelliklere sahiptir. Fakat kiral kanunlarin igledigi biyolojik sistemlerde rasemik karisimin
enantiyomerleri farkli o6zellikler sergilemektedirler. Bu enantiyomerlerin farkli c¢evirme
acisina sahip olmalar1 ve diger fiziksel 6zelliklerinin ise ayni olmas1 (erime noktasi, kaynama
noktasi, yogunluk, kirilma indisi v.b.) bu bilesiklerin birbirleriyle veya diger bilesiklerin
enantiyomerleriyle olan etkilesimlerini etkiler. Bu 06zellik kiral bilesiklere viicutta veya
metabolizmada farkli bir islevsel 6zellik kazandirir. flacin her bir enantiyomerinin etki
mekanizmasi farkli oldugu i¢in viicuttaki fonksiyonu da farkli olur. Genel analjezik olarak
kullanilan romatoid tiirevi ilaglar, naproxen, ibuprofen gibi ilaglarin yalnizca tek bir
enantiyomeri etkindir. Bazen (S) izomerin iyilestirici yonde rol oynadigi bir ilacin (R) izomeri

10
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kullanilirsa; biyolojik sistemde onarilmasi gii¢ hasarlar meydana getirir. Ornegin tiiberkiiloz
tedavisinde kullanilan kiral ilaglardan (S,S)-ethambutolun sentezi sirasinda reaktant olarak
(S)-2aminobiitanol kullanilmaktadir. Fakat (R)-2-aminobiitanol kullanildiginda ele gegen
diger stereoizomer korliige sebep olmaktadir (Sheldon 1993).

Enantiyomerlerin bdyle farkli davranislar sergilemesinin nedeni; enantiyomerlerin {ig¢
boyutlu yapida biyolojik sistemlerle farkli etkilesmesidir. Bu olay 1930’Iu yillarin baslarinda
Easson ve Stedmann tarafindan “Uc¢ Noktadan Etkilesim Modeli” ile agiklanmis ve
farmakolojik aktivitede, stereokimyasal farkliliklarin anlagilmasina bir temel olusturmustur.
Yazarlar, enzim ya da reseptor yiizeyindeki biyolojik olarak aktif bolgeye enantiyomerlerin
farkli biyoaffinite gosterdiklerini ifade etmislerdir. Biyoaffinitedeki bu farkliligin nedeni ise
enzim ya da reseptoriin esdeger olmayan ii¢ noktasi ile enantiyomerlerin esdeger olmayan ii¢
noktasinin farkli sekillerde etkilesmesidir (Easson ve ark. 1933). Enzimin {i¢ noktasi ile ayni1
anda etkilesen enantiyomer “eutomer” ya da “aktif enantiyomer” olarak; enzimin ii¢ noktasi

ile birebir etkilesmeyen enantiyomer ise “distomer” ya da “aktif olmayan enantiyomer” olarak

isimlendirilmistir.
AYNA

Aktif Olmayan Aktif Olmayan

Aktif Enantiyomer Enanﬁ}'umér Enantiyomer

D D A

Diénme

B B ( ) B %
A i C o | A D | C

. T @ T @
@ > > B @ o

Sekil 1.10: Ug noktadan etkilesim modelinin sekilsel gosterimi
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1.3. Stereoizomerlerin Rezoliisyonu

Rasemik bir bilesigin enantiyomerlerine ayrilmasi islemi “rezoliisyon” olarak
isimlendirilir. Enantiyomerlerin rezoliisyonu i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Farkl
teknikler iki smifta kategorize edilmektedir. Bunlardan ilki klasik metotlar olup enzimatik
ayirma ve segici kristallendirmeyi ihtiva etmektedir. Tkinci sinif ise modern yéntemler olarak
isimlendirilen ve spektroskopik, elektroforetik ve kromatografik metotlar1 iceren modern

teknolojilerdir.
1.3.1. Klasik Metotlarla Enantiyomerik Rezoliisyon

Enzimatik metotta, rezoliisyon biyokimyasal yollardan bir enantiyomerik formun
parcalanmasiyla olusmaktadir. Maya, mantar ve bakteri gibi mikroorganizmalar bir rasemik
karisim ¢ozeltisine birakildiginda; bu mikroorganizmalar enantiyomerlerden biriyle uyum
saglayarak, diger enantiyomerin c¢evresinden uzaklasirlar. Ornegin “Penicillium glacum”
mantart amonyum tartaratin rasemik ¢ozeltisine ilave edilirse; D- formunun yikimindan

dolay1 ¢6zelti de bir siire sonra L- formu kalir (Pasteur L 1848).

Kristallendirmenin prensibi; optikge saf bilesigin rasemik yapidaki enantiyomerlerle
diastereomerik tuzlar vermesidir. Diastereomerik tuzlar fiziksel 6zellikleri farkli oldugu i¢in
basitce ayrilabilir. Bu yontemde, optik¢e aktif ayirma reaktifi, optik¢e yiiksek saflikta
olmalidir. Istenilen enantiyomer diastereomerik tuzlardan ayrildiktan sonra, ayirma reaktifi
tekrar elde edilmeli ve yeniden kullanim i¢in hazir hale getirilmelidir. Sodyum amonyum
tartarak ve quartz gibi enantiyomerlerinin goriiniimii birbirinden farkli olan bazi rasemik
bilesiklerin kristallerinin ayrilmasinda mekanik metotlardan da yararlanilabilir (cimbiz, igne

v.b.).
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d-Formu I-Fortmu

Sekil 1.11: Sodyum Amonyum Tartarat kristallerinin d- ve I- formu

Enzimatik ayirma ve segici kristallendirmeyi iginde barindiran klasik metotlar

laboratuar uygulamalarinda basarili sonuglar vermezler ve kullanim alanlar1 oldukga sinirhdir.
1.3.2. Modern Metotlarla Enantiyomerik Rezoliisyon

Glinimiizde kromatografik, elektroforetik, spektroskopik, biyosensér ve membran
metotlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Spektroskopik metotlarda arastirmacilar optik
cevirme Ol¢iim cihazlari, NMR spektroskopisi ve IR spektroskopisini kullanmaktadirlar.
Diferansiyel taramali kalorimetre(DSC) rasemik karisimlarin enantiyomerlerini (+) ya da (-)
olarak ayirt edebilir. NMR spektroskopisinde, kiral solvatlayici reaktifleri kiral karbon
atomlarinin kimyasal kaymasini degistirmek i¢in kullanilabilir. Ancak, DSC ve spektroskopik
metotlar, ornekteki kiral ve akiral kirliliklerden gelen girisimlere kars1 hassastir. Bu nedenle
DSC ve spektroskopik metotlar, preparatif Ol¢eklerde basarili sonuglar vermezler. 2001
yilinda preparatif dlgeklerde enantiyomerleri ayirmak i¢in kiral membranlar kullanilmistir;

fakat bu teknik yeterince gelistirilememistir (Maier ve ark. 2001).

Kiral aymrmanin elektroforetik metotlar1 iginde, kapiler bolge elektroforez(CZE),
kapiler izotakoforez(CIF), kapiler jel elektroforez(CGE), kapiler izoelektrik odaklama(CIEF),
affinite kapiler elektroforez(ACE) ve mikrogipler gibi kapiler elektroforezin ¢esitli formlari
yer almaktadir. Ancak CZE diger elektroforetik metotlara gére daha fazla kullanilmaktadir
(Stefan ve ark. 2001). Modern kiral sabit fazlarin gelisimi elektroforetik metotlarin

uygulamalarin1 sinirlandirmustir. Ayrica elektroforetik teknikler, kiral ayirma biliminin acil

13



1.GIRIS

ihtiyacina yanit veremediginden dolay1 preparatif 6l¢eklerde kullanilmamaktadir. Preparatif

amagclar i¢in bazi kromatografik metotlar kullanilmaktadir.
1.3.2.1. Kromatografik Metotlar

Kromatografik metotlarda direk ve indirek olmak {izere iki metot kullanilmaktadir.
Rasemik karigimin enantiyomerlerine indirek kromatografik ayrilmasi, rasemik bilesigin bir
kiral tiirevlendirme reaktifi (CDR) ile diastereoizomerik tuz komplekslerinin olusturulmasi ile
saglanmaktadir. Farkli fiziksel ve kimyasal Ozelliklere sahip bu diastereomerler akiral

kromatografik metotlarla birbirinden ayrilabilirler.

Direk kromatografik uygulamalar kiral hareketli faz katkisi (CMPA) ve kiral sabit faz
(CSP) olarak isimlendirilen kiral selektorlerin kullanimini igermektedir. CMPA’ da kiral
selektor yiriitiici faz icerisinde ¢oOziiliir ve sabit faz akiraldir. CMPA ile analit
enantiyomerlerinin  etkilesmesi gegici diastereomerik kompleksleri olustururur. Bu
kompleksler akiral sabit faz ve yiirlitiicli faz arasinda farkli olusum sabitleriyle enantiyomerik
ayirma ile sonuglanirlar. Ancak hareketli fazin hazirlanmasi igin gerekli olan kiral selektor
miktarinin fazla olmasi, maliyeti yiiksek oranlara tasimaktadir. Preparatif amaclar icin CMPA

lar yerine CSP’ ler tercih edilmektedir.

Kromatografik metotlar yliriitiicii faz olarak gaz ya da sivi kullanimima gore, Gaz
Kromatografisi ve Sivi Kromatografisi olarak smiflandirilirlar. Gaz kromatografisinde
buharlastirilmis numunenin bilesenleri, hareketli faz ile bir kolona tutturulmus bir sivi veya
bir kati faz arasinda dagilmasi sonucu ayrilir. Gaz kromatografi tekniginde, numune
buharlastirilir ve kromatografi kolonunun girisine enjekte edilir. Inert bir gaz olan yiiriitiicii
gazin akistyla eliisyon gerceklestirilir. Kiral bilesiklerin bir¢ogu ugucu olmadigindan dolay1
gaz kromatografisiyle enantiyomerik rezoliisyon c¢alismalari olduk¢a sinirlidir. Birgok
rasematin enantiyomerik rezoliisyonu i¢in en etkili yontem Sivi Kromatografisidir. Sivi
kromatografisinin temel avantaji biyolojik ve ¢evresel drneklerde enantiyomerleri belirleme
yetenegidir. S1vi kromatografisi uygulamalarinda kullanilan ¢esitli teknolojiler gelistirilmistir.
Bunlardan en 6nemlileri yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC), siiperkritik akiskan
kromatografisi (SFC), kilcal elektrokromatografi (CEC) ve ince tabaka kromatografisi (TLC)
dir.
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Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC)

Bu kromatografi tiiriinde hareketli faz sivi ve durgun faz ise ¢ok kiiciik kati
taneciklerden olusur. Uygun akis hizlar1 elde edebilmek icin, siviya birka¢ yiiz psi’lik veya
daha ytiksek bir basin¢ uygulanmasi gerekir. HPLC’nin diger sivi kromatografisi tekniklerine
gore bircok tstiin tarafi vardir. Yiiksek hiz, hassaslik ve tekrar kullanilabilirlik gibi 6zellikler
neredeyse biitiin laboratuvarlarda HPLC’nin kullaniminm1 gerekli kilar. Ayrica bu metodun
herhangi bir sinirlamasi olmadigindan dolayr hem analitik hem de preparatif 6l¢eklerde
basarilt sonuglar verir. Kiral rezoliisyon caligmalarinin yaklasik olarak %90t HPLC ile
gerceklestirilmektedir. Neredeyse kiral selektorlerin tiimii HPLC kolonlar i¢in uygundur ve

kiral rezoliisyonda ¢ok genis bir uygulama alanina sahiptir (Allenmark 1991).
Siiper Kritik Akiskan Kromatografisi (SFC)

Hareketli fazin siiperkritik akiskan oldugu bu kromatografi tiiri gaz ve sivi
kromatografisinin istiin yanlarini bir araya getirmis, bunlarin karigimi olan bir tekniktir.
Stiperkritik akigkan, bir maddenin kritik sicakliginin {izerine ¢ikildigi zaman elde edilen
fiziksel halidir. Kritik akiskanlarin fiziksel 6zellikleri gazlar ve sivilar arasindadir. Siiperkritik
akiskanlar, gazlar gibi sikistirilabilir ve sivilar gibi belli bir viskositeye ve yogunluga
sahiptirler. Kromatografide yaygin olarak kullanilan siiperkritik akiskanlar; karbondioksit,
diazotmonooksit ve triflorometandir (Schoenmakers 1988). SFC ile ilk kiral rezoliisyon

caligmasi 1985 yilinda Mourier ve arkadaglari tarafindan yapilmistir.
Kilcal Elektrokromatografi (CEC)

Bu kromatografi tliri HPLC ve kilcal elektroforez yontemlerinin bir melezi olup iki
yontemin de en iyi yonleri birlestirilmistir (Cronin J.R. ve Pizarello S. 1997). CEC’de
paketlenmis kapiler kolonlar kullanilir ve bu kolonlarin iki ucu arasinda elektroozmotik akis
saglanarak hareketli faz tasinir. Rasemik bilesiklerin kiral rezoliisyonu igin bir¢ok
uygulamada CEC kullanilmistir. Yiiksek hiz, hassaslik, dedeksiyon limitinin diisiikliigii ve
yeniden kullanilabilirlik, CEC’yi kiral rezoliisyon igin ideal bir yontem yapar. Ancak bu

teknik yeterince gelistirilemediginden dolayi sikga tercih edilen bir yontem degildir.
Ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Ince tabaka ayirmalari, genellikle ince bir sekilde ogiitiilmiis taneciklerin bir cam
ylizeye ince bir tabaka halinde kaplanmasiyla elde edilen durgun fazda gerceklestirilir. TLC
ile kiral ayirmalar son 25 yildir literatiirde yer almaktadir. Bu kromatografi tiiriinde, kiral
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ayirmalar i¢in en yaygin kullanilan durgun faz seliilozun, fenil karbamat tiirevleridir. Diisiik
fiyat, basitlik ve kullanim kolayligi TLC’nin temel avantajlaridir. Rezoliisyon ¢aligmalarinda
bu yoOntemin dezavantaji ise, dedeksiyon limitinin yiiksekligi ve kiral ince tabaka

materyalinden gelen kirliliklerin yaptig1 girisimlerdir.
1.4. Kiral Sabit Fazlar (CSPs)

CSP’ler akiral kati bir destek maddesi lizerine kiral bir molekiiliin kimyasal baglarla
baglanmas1 sonucu elde edilirler ve enantiyomerik rezoliisyonda g¢ok oOnemli bir yere
sahiptirler. Analitik, biyokimya, ila¢ ve ¢evre endiistrisinde kromatografi ile enantiyomerlerin
kiral rezoliisyon ¢alismalar1 genellikle CSP’ler iizerinden yiiriitiilmektedir. CSP’ler genellikle
HPLC’de kullanilan c¢elik kolonlara doldurulmaktadir. Fakat kapiler elektroforez ve ince
tabaka kromatografisi i¢in bazi kiral kilcallar ve ince tabakalarda da kullanildiklar
bilinmektedir. Kiral kolonlar ve kapiler dolgu maddeleri; polisakkaritler, siklodekstrinler,
antibiyotikler, proteinler, Pirkle tip ligand degistiriciler ve crown eterler gibi c¢esitli kiral

selektorler ile paketlenmektedir.
1.4.1. Polisakkarit Temelli Kiral Sabit Fazlar

Seliiloz, amiloz ve kitin gibi polisakkaritler, yeryiiziinde bol miktarda bulunan optikce
aktif polimerlerdir. Bu polisakkaritlerin asit kloriirler ve izosiyanatlarla reaksiyonu sonucu
olusan ester ya da karbamatlar1 kiral tanima 6zelligine sahiptir. Polisakkarit temelli CSP’ler,
bircok kiral bilesigin enantiyomerik rezoliisyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Asagidaki sekilde alkaloidler, tropinler, aminler ve [-blokerlerin enantiyomerik
rezoliisyonunda kullanilan, kimyasal adi seliiloz tris 3,5-Dimetilfenilkarbamat ve ticari adi

Chiralcel OD-H" olan CSP’nin yapisi verilmistir.
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Sekil 1.12: Polisakkarit temelli Chiralcel OD-H* CSP’nin kimyasal formiili
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1.4.2. Siklodekstrin Temelli Kiral Sabit Fazlar

Siklodekstrinler D-(+)-glukopiranoz {nitelerinin o-(1,4) baglariyla baglanmasi
sonucu olusan toroidal sekilli molekiillerdir. Siklodekstrinler “Bacillus macerans” bakterileri
tarafindan nisastanin sindirilmesiyle ya da siklodekstrin glikozilaz enzimi tarafindan dogal
olarak tiretilirler. a-, B-, ve y- siklodekstrinler dogada bol miktarda bulunmaktadir ve sirasiyla
alt1, yedi ve sekiz glukopiranoz birimlerinin bir araya gelmesiyle olusmaktadirlar. Asagidaki

sekilde a-, B-, ve y- siklodekstrinlerin yapilar1 verilmistir.

cH,OH -
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z N1 j \OH - ° by M o
éﬁ .? Zg . oH N E s ; 3%5,
I\<% f %o\f/ 5 ” o) |'II
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HOPHD
o-siklodelestrin p-sildodelstrin - Siklodesktrin

Sekil 1.13: a-, B-, ve y- siklodekstrinlerin yapisi

Kiral ayirmalar i¢in siklodekstrinler ilk olarak 1959 yilinda kullanilmistir. Bu tiir
CSP’ler silikanin izosiyanat, etilendiamin ve epoksit tiirevlerine siklodekstrinlerin -OH
grubunun baglanmasi sonucu hazirlanmaktadir. Siklodekstrin  temelli CSP’ler de
enantiyomerlerden biri n-mt etkilesimleri, hidrojen bagi, dipol-dipol etkilesimleri ve sterik
etkiler sonucu siklodekstrinlerin kiral kavitesiyle etkilesirken; diger enantiyomer, tam olarak

etkilesmez ve enantiyomerik rezoliisyon gerceklesmis olur (Armstrong ve ark. 1991).

x\c:; Ks, f“ “c\—\'
oo~ -6

Sekil 1.14: Siklodekstrinin kavitesiyle etkilesen enantiyomerin sekilsel gosterimi (D’ Acquarica 2000).
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1.4.3. Makrosiklik Antibiyotik Temelli Kiral Sabit Fazlar

Armstrong ve ¢alisma arkadaslar tarafindan 1994 yilinda literatiire kazandirilan bu
kiral selektor tiirli, bircok rasemik bilesigin enantiyomerik rezoliisyonunda kullanilabilirligi
ve hizli gelisimi sayesinde dikkatleri {izerine g¢ekmistir. Birgok biyolojik, kimyasal ve
farmakolojik bilesik sinifi i¢in antibiyotik temelli CSP’ler kullanilarak yiiksek enantiyomerik
saflik elde etmek miimkiindiir. Bu tiir CSP’ler de Vancomycin, ristocetin, teicoplanin v.b
makrosiklik antibiyotikler kullanilmaktadir. 11k kullanilan antibiyotik 18 kiral merkez igeren
vancomycin’dir. Vancomycin antibiyotigi, bakterinin hiicre duvarindaki D-alanil-D-alanin
grubuna baglanarak bakterinin geligimini durdurur. Bu bilgiden hareketle vancomycin ile
hazirlanan CSP’de aminoasitlerin enantiyomerik rezoliisyonu denenmis ve basarili sonuglar

elde edilmistir (Berthod ve ark 2000).

sNHGCH;

Sekil 1.15: Vancomycin molekiiliiniin kimyasal yapisi

1.4.4. Pirkle Tip Kiral Sabit Fazlar

Genellikle kiral sabit fazlarin tiimii polimerik yapida olan polisakkaritler ve proteinler,
siklik yapida olan siklodekstrinler ve crown eterler, kiral oyuk iceren antibiyotik temelli kiral
sabit fazlar ve uygun ligand degistiriler ile koordine edilmis metal iyonlarini iceren ligand
degisim fazlar1 gibi bazi spesifik yapilara sahiptir. Bununla birlikte 1976’da Mikes ve
arkadaglar1 silikajele kiiciik bir kiral molekiil tutturarak yeni bir CSP tiirline zemin
olusturdular. Pirkle ve calisma arkadaslar1 bu tip kiral sabit fazlar gelistirerek, bu kolon dolgu

materyallerinin Pirkle tip kiral sabit fazlar ad1 altinda literatiire girmesini sagladilar.

Bu tip CSP’ler de, ya m-elektron alic1 grup ya m-elektron verici grup ya da her iki grubu
birden igeren kiral bir molekiil, iyonik veya kovalent baglarla silika jele baglanir. Bu yiizden

Pirkle tip CSP’ler {i¢ grupta smiflandinlir(n-asidik, n-bazik, mn-asidik-bazik). Kiral
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molekiillerdeki fenil gruplari n-elektron verici egilime sahiptir. Ancak elektronegatif atom ya
da gruplar igeren fenil gruplarinda m-elektron noksanligi vardir ve bu gruplar yapiya =-

elektron ¢ekici bir 6zellik kazandirir.

Pirkle tarafindan hazirlanan ilk CSP m-asidik grup olan 3,5-Dinitrofenil glisini
icermekteydi.

NO
Y R o 2
§°—~ (CH,)p— HNOC-CH-NH—C
Y
NO,

Sekil 1.16: Pirkle ve arkadaslar1 tarafindan hazirlanan ilk Pirkle type CSP’ nin yapisi

1.4.5. Protein Temelli Kiral Sabit Fazlar

Proteinler, glisin hari¢ aminoasitlerden olusan dogal polimerlerdir. Protein polimerler
farkli molekiiler aras1 baglardan dolayr kivrimlar igerir. Bu baglar, protein molekiiliindeki
kivrimlarm  oluklar olusturmasmni saglar. Ug¢ boyutlu kivrimli yap1 proteine dogada
enantiyosegicilik kazandirir. Proteinlerle kiigiik molekiiller arasinda enantiyosegici etkilesim

en ¢ok biyolojik sistemlerde gézlemlenir (Lowe ve Dean 1974).

Sekil 1.17: Herhangi bir proteinin kivrimli yapisinin olusturmus oldugu oluklar
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Proteinler enantiyosegici 6zelliklerinden dolayi, kromatografi de CSP olarak kullanima
elverisli biyopolimerlerdir. Silika jel iizerine immobilize edilen proteinler HPLC’de bir¢ok
rasemik bilesigin enantiyomerik rezoliisyonunda, basarili sonuglar vermistir. Sivi
kromatografisinde kiral selektor olarak genelde bovine serum albumin(BSA), human serum
albumin(HSA), rat serum albumin(RSA) ve guinea pig serum albumin(GPSA) proteinleri
kullanilmaktadir. Bu proteinler igerisinde kiral ayirma kapasitesi en yiliksek olan BSA ve
HSA’dir. Bu proteinlerin yani sira glikoprotein temelli a-asitglikoprotein, ovomucoid, avidin,
tripsin ve enzim temelli kimotripsin, riboflavin, lizozim, pepsin, amiloglikosidaz proteinleri

de kiral ayirmada kullanilmaktadir.
1.4.5.1. Bovine Serum Albumin(BSA)

Bovine serum albumin sigirlardan elde edilen bir proteindir. Toplamda 607 tane
aminoasit igeren, 66210 molekiil kiitlesine sahip bu, protein globuler yapidadir. Izoelektrik
noktasi 4.7 olan bu protein asit 6zelligi gosterir ve suda ¢ok iyi ¢oziiniir. Molekiiler boyutu
141x42 A° diir. BSA hidrofobik gruplar igeren bir¢ok organik bilesik ile bag yapabilme
kapasitesine sahiptir. BSA, hidrofobik o6zellik gosteren inorganik anyonlarla da bag
yapabilmektedir. Yag asitleri ile ¢ok zayif baglar olusturdugundan dolay1r BSA kaprilik asit

i¢erisinde stabilize edilmektedir.

Sekil 1.18: BSA’nin iighoyutlu yapisi

1.4.5.2. Human Serum Albumin(HSA)

HSA insan kan plazmasinda en bol miktarda bulunan proteindir. Karacigerde iiretilen
HSA bovine serum albumin ile benzer Ozellikler gostermekte olup HSA’dan sonra sivi
kromatografisinde kiral selektdr olarak en ¢ok kullanilan proteinlerden biridir. Bu protein tek
bir polipeptid zinciri iizerinde 580 aminoasit i¢erir ve molekiil kiitlesi 69000’dir. Bu proteinin

izoelektrik noktas1 4.8 olup asidik 6zellik sergilemektedir.
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1.4.5.3. a;- Asit Glikoprotein

Orosomucoid olarak da bilinen bu protein insan kan plazmasinda bulunmaktadir. 141
aminoasit iceren aj-asit glikoprotein 41000 molekiil kiitlesine sahiptir. 2.7 izolektrik
noktasina sahip olan bu protein asidik 6zellik sergilemektedir. Bu protein 40 sialik asit
kalintis1 icermektedir. Sialik asit kalintilar1 nodtral pH’lar da amonyum tipi bilesiklerle

enantiyosegici proseslere uygun bag yaparlar.
1.4.5.4. Ovomucoid

Ovomucoid tavuk yumurtasinin beyaz kismindan elde edilen bir glikoproteindir. 186
aminoasit i¢eren bu protein 55000 molekiil kiitlesine sahiptir. Toplam agirliginin 0.5-1%
arasinda sialik asit kalintilar1 igerir. izoelektrik noktas1 4.5 olan ovomucoid asidik yapidadir.

Asit ve aminlerle bag yapabilme kapasitesine sahiptir.
1.4.5.5. Avidin

Tavuk yumurtasinin beyaz kismindan elde edilen diger bir proteinde avidindir. 9.5-10
arasinda izoelektrik noktasina sahip olan bu protein bazik 6zellik sergilemektedir. Avidin, her
birinin molekiil kiitlesi 16400 olan dort 6zdes alt birimden olusmaktadir. 17 tane asparagin
aminoasidini iceren ve dort alt zincirden biri olan glikozidik zincir 1 mol biotin ile bag
yapabilmektedir. Notral pH’lar da iizerindeki net pozitif yiikten dolayr avidin anyonik

ornekler icin iyi bir enantiyoselektivite gostermektedir.
1.4.5.6. Ovotransferrin

Ovotransferrin ~ tavuk  yumurtasinin  beyaz kismindan elde edilen ve sivi
kromatografisinde kiral selektor olarak kullanilan bir proteindir. Bu protein daha ¢ok demir,
bakir, mangan, ¢inko v.b metal iyonlariyla bag yapar. izoelektrik noktas1 6.1-6.6 arasinda olan

bu protein 70000-78000 arasinda bir molekiil kiitlesine sahiptir.
1.4.5.7. Kimotripsin

a- ve PB- olmak fiizere iki formdan olugan bu protein panreatik dokulardan elde
edilmektedir. Kimotripsin’in a- formu kromatografide kiral selektor olarak kullanilmaktadir.

Molekiil kiitlesi 25000 ve 1zoelektrik noktas: 8.1-8.6 arasindadir.
1.4.5.8. Sellobiyohidrolaz-1

Sellobiyohidrolaz-1, hayvanlardan elde edilen ve sivi kromatografisinde selektor olarak

en ¢ok kullanilan glikoproteindir. 3.6 izoelektrik noktasi sahip olan bu protein yine asit
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sinifinda yer almaktadir. Molekiil kiitlesi 60000’ dir.
1.4.6. Kiral Crown Eter Temelli Kiral Sabit Fazlar

Crown eterler yapilarinda oksijen atomu ihtiva eden sentetik makrosiklik polieterlerdir.
Oksijen atomu yerine azot ve kiikiirt atomu ihtiva eden Crown eterler de mevcuttur. Bu eterler
sirastyla aza Crown eterler ve tiyo Crown eterler olarak isimlendirilmektedir. Crown eterlere
enantiyosegici 0zellik kazandirmak i¢in bu bilesiklere kiral bir grup baglamak gerekir. Bu
amag¢ i¢in kullanilan en Onemli kiral gruplar; binaftil, bifenantril, tartarik asit tiirevleri,

aromatik bisiklo tiirevleri, tetrahidroindenoin v.b. dir.
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Sekil 1.19: CROWNPAK® CR(+) ticari ismiyle satilan Kiral Crown eter temelli CSP’nin yapisi

1.5. Kiral Tanima Mekanizmasi

Ligand degistiriciler harig, biitlin kiral selektorlerde kiral tanima mekanizmasi oldukga
benzerdir. Biitiin kiral selektorler enantiyomerler i¢in kiral bir yiizey igerirler. Enantiyomerler
bu kiral yiizeylere farkli bag enerjisi ile baglanarak gecici kompleksler olustururlar.
Enantiyomerlerin farkli stereokonfiigrasyonlari, kiral selektor yilizeyine farkli bag enerjileriyle
tutunmanin temel nedenidir. Gegici kompleksler bir seri etkilesim ile dengededir. Bu
etkilesimler; hidrojen bagi, n-m etkilesimleri, dipol-indiiklenmis dipol etkilesimi, iyonik
etkilesimler ve sterik etkilesimlerdir. Ayrica van der Waals ve yiik degisim etkilesimleri gibi
zayif kuvvetler de kiral tanima mekanizmasinda temel rol oynar. Ligand degisim

selektorlerinde kiral tanima mekanizmasi1 diger selektorlerden farklidir. Bu selektorlerde
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bulunan metal iyonlartyla enantiyomerler yer degistirerek kiral ayirma saglanir.

Kiral selektor ylizeyinde kiral tanima mekanizmasi anahtar-kilit modeline goredir.
Enantiyomerlerden biri kiral selektor yiizeyine uygun bir sekilde tutunurken; diger

enantiyomer tam olarak tutunmaz ve bdylece enantiyomerik rezoliisyon gerceklesmis olur.

Sekil 1.20: Analit ile CSP arasindaki etkilesimin anahtar-kilit modeliyle sekilsel gosterimi

1.6. Kromatografik Parametreler

HPLC spektrumlarinda aranan en énemli 6zellik “iki pik arasinda minimum zamanda
optimum rezoliisyon” elde etmektir. Iki pik arasinda hesaplanan rezoliisyon degeri 1,5’e esit
ve bliylik ise numunedeki bilesenler iyi bir baseline ayrimi vermis demektir. Rezoliisyon

degeri(R;) asagidaki denklemle hesaplanmaktadir.

Akl - (Rl
WLt W

Rs

(tr)a= Kromatogramda ilk gelen pike ait alikonma siiresi
(tr)s= Kromatogramda ikinci gelen pike ait alikonma siiresi
W= Kromatogramda ilk gelen pike ait genislik

W= Kromatogramda ikici gelen pike ait genislik

HPLC spektrumlarinda hesaplanan bir diger parametre ayrilma faktorii(a)’diir. Ayrilma
faktorii(e) numunedeki bilesenlerin baseline olarak ayrilip ayrilmadigini ifade eden bir
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parametredir. Yiiksek a degeri iki pik arasinda iyi bir ayrim oldugunun gostergesidir. Ayrilma
faktorii(a) asagidaki denklem ile hesaplanmaktadir.
ko  lre =1

oL = =

to= Kromatogramda CSP tarafindan tutulmayan bilesene ait alikonma siiresi
tr1= Kromatogramda ilk gelen pike ait alikonma siiresi
tro= Kromatogramda ikinci gelen pike ait alikonma siiresi

1.6. Mandelik Asit

Mandelik asit bir aromatik a-hidroksi asittir. Beyaz kristal yapida olan mandelik asit su
ve polar organik coziiciilerde ¢oziinebilmektedir. Mandelik asit gesitli ilaglarda onciil olarak
kullanilmakta olup ac1 bademden ekstrakte edilmektedir. Ismini almanca badem anlamina

gelen “mandel” den almaktadir.

Mandelik asit tipta antibakteriyel olarak uygulama alani bulmaktadir. D-Mandelik asit
idrar yolu enfeksiyonlari, cilt hastaliklari, giil hastaligi tedavisinde ayrica yetigkinlerde akne
sorunlarini gidermede, L-Mandelik asit ise hayvan hastaliklar1 tedavisinde farmakolojik
olarak kullanilmaktadir. Damar sertligini gidermede kullanilan Cyclandelate ve otonom

sinirlerden impuls gec¢isini durduran homatropine, mandelik asitin esterleri olan ilaglardir.

—N cantfiQ OH

OH

a. b.

Sekil 1.21: Cyclandelate (a) ve Homatropine’nin (b) yapisi
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2. ONCEKI CALISMALAR
Stewart ve arkadaslar1 protein temelli ilk CSP’yi 1973 yilinda tasarladilar. Bovine serum
albumini, etilendiamin-siiksinikasit arakolu yardimiyla safaroz’a kenetleyerek hazirladiklar

CSP iizerinden rasemik triptofan’t enantiyomerlerine ayirmayi basardilar (Stewart ve ark.

1973).

o4

(-

-
I

HN N CH,— C— COOH

Y

s

Sekil 2.1. Stewart ve arkadaslarmin kendi sentezledikleri BSA temelli CSP iizerinden enantiyomerik
olarak ayirdiklari triptofanin yapisi

Hermansson a-1-asit glikoprotein ile hazirladigt CSP {izerinden propranolol,
alprenolol, metoprolol, oxprenolol, pindolol gibi aminoalkol tiirevi olan B-blokerleri(Sekil
2.2), aminleri ve mandelik asitin metil ve etil esterlerini enantiyomerlerine ayirdi

(Hermansson. 1985).

‘ J\ O\ji/H\I/CHS
@) N
e UL T

3
CH»
PROPRANOLOL ALPRENOLOL
OH
H
H 3CO\/\©\ CHs @] N CHj;
U /I\ \I/
(O N CHg
/\cg‘\ N 3 (\/\IO /\\%,C H 2 (_";|-|3
METOPROLOL OXPRENOLOL

Sekil 2.2. Hermansson tarafindan hazirlanan a-1-asit glikoprotein temelli CSP ile enantiyomerik olarak ayrilan
B-blokerlerin yapilari
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Haginaka ve arkadaglar1 avidin proteinini N,N’-disliksinimidil karbonat, N,N'-
disiiksinimidil suberat ve 1,1'-karbonildiimidazol arakollar1 iizerinden 180 A° ve 300 A°
pargacik boyutlarma sahip silika ilizerine immobilize ederek yeni CSP’ler hazirladilar ve
hazirladiklar1 bu CSP’ler lizerinden 2-arilpropiyonik asit tlirevlerini enantiyomerik olarak
ayirdilar. 180 A° parcacik boyutuna sahip CSP’lerin 300 A° pargacik boyutuna sahip

CSP’lerden daha iyi kiral ayirma kapasitesine sahip oldugunu belirttiler (Haginaka ve ark.
1993).

0 0

g 3
\ COOH (o
COOH

Tiaprofenic acid Suprofen

0

Ketoprofen

Sekil 2.3. Haginaka ve arkadaslarinin kendi sentezledikleri Avidin temelli CSP iizerinden
enantiyomerik olarak ayirdiklari 2-arilpropiyonik asit tiirevlerinin yapilari

Aboul-Enein ve arkadaglar1 ovomucoid protein temelli kiral kolon ile farkli ¢oziicii
sistemlerini deneyerek rasemik tiroksini enantiyomerlerine ayirmayir basarmiglardir.
Maksimum verimi 20mM KH,PO4/CH;CN/C,HsOH(100:15:5) ¢oziicii sistemi 1,2 mL/dk
akis hizi’nda saglamislardir (Aboul-Enein ve ark. 1995).

O H D-Thyroxine

b=
&
L-Thyroxine

o I 2

H>N
Fig. 2. Chromatogram of p,i-thyroxine authentic sample, 20 nmoil.
Column: ovomucoid (150 mm X 4.6 mm L1.D., particle size 5 umbk
mobile phase, 20 mM KH, PO, /CHCN /Co T O (100:15:5); (low
o OH rate, 1.2 ml//min; chart speed, 0.5 cm /min; T = 23°C; UV 220 nm

detection; 0LO1 aufs.

Sekil 2.4. Aboul-Enein ve arkadaslarinin Ovomucoid temelli CSP {izerinden enantiyomerik olarak

ayirdiklar1 tiroksin hormonunun yapist ve enantiyomerik ayirmayir gosteren HPLC
kromatogrami
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Harada ve arkadaslar1 bovine serum albumini ii¢ farkli yoldan silika iizerine kovalent
bagla baglayarak hazirladiklart CSP’yi 150X4 mm ebatlarindaki ¢elik kolona doldurdular.
Hazirladiklar1 bu CSP’ler iizerinden N-siibstitiie aminoasitleri enantiyomerik olarak ayirdilar

(Harada ve ark. 1996).

lr-C-lm
I
0 E3E—H?
OH OH OH 0-C-Im ' OH t.:r-f-.\'H—
1] I
] 0

Sekil 2.5. Harada ve arkadaslari tarafindan diol arakolu {izerinden sentezlenen BSA temelli CSP’nin sentez
basamaklart

Zhang ve arkadaglari, 2,4,6-trikloro-1,3,5-triazin iizerinden protein temelli yeni bir
kiral sabit faz tasarladilar. Bovine serum albumin kullanarak hazirladiklar1 CSP’yi 150X4,6
mm ebatlarindaki HPLC kolona doldurarak, hem rac-triptofan1 enantiyomerik olarak hem de

13 farkli kiral bilesigi molekiiler olarak ayirmayr basardilar (Zhang ve ark. 2000).

. Si)]—OH NHC Ha )y SHOC HA L Hals {>|J—L.]|;c.113LJI;HiJg
' Cl -
N
Cl— {:. Cl
W= r.;—{'f
m—Ch (i —CHyCH,CH,NH—¢
OH — TN,
il
N H =—protein
HaM — protzm — :‘_\{/'
:\fi)‘:—ml:mw{n;m-[—f e
: N=L
Cl

Sekil 2.6. Zhang tarafindan triazin arakolu iizerinden sentezlenen BSA temelli CSP’nin sentez basamaklart

Zhou Lili ve arkadaslart a;- Asit Glikoprotein ve ovomucoid proteinleriyle iki farkl
CSP hazirlayarak 27 farkli farmasotik bilesigi enantiyomerik olarak ayirmaya calistilar. Kiral
ayirmay1 saglayabilmek i¢in; yiriitiici faz, pH, sicaklik gibi parametreleri degistirerek
optimum sartlar1 belirlediler. Yaptiklar1 bu ¢aligma sonucunda ovomucoid temelli CSP’nin,
a;- Asit Glikoprotein temelli CSP’den daha etkin rezoliisyon kapasitesine sahip oldugunu

belirlediler (Zhou Lili ve ark. 2008).
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Sekil 2.7. Zhou Lili ve grubunun o,- Asit Glikoprotein ve ovomucoid ile hazirladiklar1 CSP’ler
lizerinden enantiyomerik olarak ayirmaya calistiklart farmasotik iliskili bazi bilesiklerin
yapilar1

Qin Wei ve arkadaglar1 Dibenzo-18-Crown-6-¢eter’i kloropropil fonksiyonlu silikaya

kenetleyerek yeni bir CSP hazirladilar. Bu CSP’nin yapisin1 FT-IR, TGA ve elementel analiz
ile aydinlattilar (Qin Wei ve ark. 2013).

—0
OH - reflux,12h \ o
@ oH + ST\ @ o-si” "¢
o toluene o
[ |
o7
@ q i H2N @ED D:@NH rEﬂuxjh
O-Si a * [ P
o = o o e toluene
L_o

Sekil 2.8. Qin Wei ve arkadaslarmin kloropropilsilika {izerinden Crown eter baglayarak hazirladiklart
CSP’nin sentez basamaklari
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Kimyasallar

DL-Mandelik asit(Aldrich), DL-Metilmandelat(Sigma-Aldrich), rac-epinefrin(Sigma-
Aldrich), DL-Treonin(Sigma-Aldrich), rac-propranololhidrokloriir(Sigma-Aldrich), rac-3-
hidroksibiitirikasit(Sigma-Aldrich), rac-a-feniletilamin(Sigma-Aldrich), hidroklorik
asit(Sigma-Aldrich), siilfiirik asit(Sigma-Aldrich), sodyum hidroksit(Merck), asetik
asit(Sigma-Aldrich), sodyumhidrojenfosfat(Merck), sodyumdihidrojenfosfat(Merck), sodyum
bikarbonat(Merck), sodyum siilfat(Fluka), 3-kloropropilsilika jel(Aldrich), (S)-(a)-
Etilbenzilamin(Fluka), sodyum nitrit(Merck), glutaraldehit(Sigma-Aldrich),
etilendiamin(Fluka), bovin serum albumin(Merck), Benzen(Aldrich), Etanol(Sigma-Aldrich),
Diklorometan(Sigma-Aldrich), Toluen(Sigma-Aldrich), Kloroform(Sigma-Aldrich),
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10.

11

12.

13.
14.
15.

3.2. Kullanilan Cihazlar

. FT-IR (Perkin Elmer Precisely Spectrum One), Dicle Universitesi Egitim Fak.

Kimya Boliimii

UV-Vis (Shimadzu UV-1700 Spectrophotometer), Dicle Universitesi Egitim Fak.
Kimya Egitimi Boliimii

'H-NMR Spektrometresi (Bruker AV-400) Dicle Universitesi Fen Fak. Kimya
Bolimii.

Elementel analiz ( Costech instruments), Dicle Universitesi Merkez Laboratuari

. Erime noktas1 tayin cihazi (Barnstead Electrothermal 9100), Dicle Universitesi

Egitim Fak. Kimya Egitimi Boliimii.

Etiiv (Protherm), Dicle Universitesi Egitim Fak. Kimya Egitimi Boliimii

pH Metre (Hanna Instrument HI 221 Calibration Check Microprocessor), Dicle
Universitesi Egitim Fak. Kimya Egitimi Boliimii

Ultra Deiyonize Saf Su Cihaz1 (Sartorius Arium Comfort), Dicle Universitesi
Egitim Fak. Kimya Egitimi Boliimii

HPLC Cihaz1 (Agilent Technologies 1260 Infinity Series), Dicle Universitesi
Egitim Fak. Kimya Egitimi Boliimii

Evaporator(Heidolph Laborato 4001 Efficient), Dicle Universitesi Egitim Fak.
Kimya Egitimi Boliimii

. Polarimetre(ATAGO-AP300), Dicle Universitesi Egitim Fak. Kimya Egitimi
Bolimii

Magnetik Karigtirici(IKA C-Mag HS-7), Dicle Universitesi Egitim Fak. Kimya
Egitimi Boliimii

Su Banyosu(Memmert), Dicle Universitesi Egitim Fak. Kimya Egitimi Boliimii
Sirkiilatdr(PolyScience), Dicle Universitesi Egitim Fak. Kimya Egitimi Boliimii
Taramali Elektron Mikroskobu-SEM(QUANTA 250 FEG), Dicle Universitesi

Merkez Laboratuari
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Kiral Sabit Fazlar’in Hazirlanmasi

4.1.1. Pirkle Tip Kiral Sabit Fazin Hazirlanmasi

H

H,N HaC,
O\ § O,
):o—si c o+ CH, .
\/\/ - > _Sl\/\/
o/ oo/ NH

N,Cl

o CH,

z

4

Sekil 4.1. Pirkle-Tip Kiral Sabit Fazin Sentez Asamalar1 ve Yapisi(CSP-II)

Ik asamada; 4 gr 3-Kloropropilsilika jel (CPSG)nin 60 mL toluen icindeki
siispansiyonu hazirlandi. Sonra bu karisima 3,2 mL (S)-(a)-Etilbenzilamin ilave edildi.
Karisim 4 giin boyunca karistirilarak reflux edildi. Toluen uguruldu. (Verim: 5,25g)

Ikinci asamada (S)-(o)-Etilbenzilamin bagl silika jele, N-p-aminobenzoil-L-tirozin
diazolanarak kenetlendirildi. Bu iglem i¢in 100 mL’ lik bir beherde 0,5 g N-p-aminobenzoil-
L-tirozin 1M 30 mL HCI’ de ¢oziildii. 0 °C” deki su-buz banyosundaki bu ¢6zeltinin tizerine
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yine 0 °C’ deki su-buz banyosunda sogutulmus 1 g NaNO, (5 mL suda ¢6ziilmiis) yavas
yavas ilave edildi. Daha sonra bu karisim, 25 mL 0 °C suda siispansiyon haline getirilen 5,25g
S)-(a)-Etilbenzilamin baglanmus silikajele magnetik karistiric izerinde ilave edildi. Karigim 1
saat karistirildiktan sonra siiziildii. Elde edilen kati, 1 giin boyunca soxhlet ekstraksiyonunda
kloroform ile ekstrakte edilerek, reaksiyona girmemis aromatik amin ortamdan uzaklastirildi.
Hazirlanan bu CSP ile ¢izelge 4.1’ de verilen rasemik bilesiklerin enantiyomerik rezoliisyonu
saglanamadigindan, elde edilen kromatogramlar teze eklenmemistir.

4.1.2 Bovin Serum Albumin (BSA) Temelli Kiral Sabit Fazin Hazirlanmasi

®/\\/\CE +  HoN’ NH, ————— GD/\/\NHj

H,N

/\/\NH

H )

WE:N
O

| @/\/\NHj =NH2
N

N

Sekil 4.2. Bovin Serum Albumin (BSA) Temelli Kiral Sabit Fazin Hazirlanigina Ait Tepkime
Basamaklari(CSP-I)

Bu CSP’nin hazirlanmas1 3 asamadan olusmaktadir. Ilk asamada, 8 g CPSG almarak
100 mL toluende siispansiyon haline getirildi. Bu karisima 12g (13,35 mL) etilen diamin ilave
edilerek karisim 4 giin boyunca reflux edildi. Coziicii ve etilen diaminin fazlasi evapore
edildikten sonra elde edilen kat1 %5’lik NaOH ¢ozeltisi ile yikandi. Verim: 9,8 g. Elementel
analiz: %C 9,91 %N 6,67 %H 2,44

Ikinci asamada etilendiamin baglanan silika jel glutaraldehit ile etkilestirildi. Bu islem
icin, glutaraldehit’in 0,1 M fosfat tamponundaki % 5°lik ¢ozeltisinden 60 mL alinarak 9 g
etilendiamin baglanan silika jel ile 1 saat boyunca 25 °C’ de vakum altinda karistirildi.

Karigim vakum altinda siiziildii. Elde edilen kat1 0 °C” deki su ile birkag kez yikandi.
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Ucgiincii asamada, glutaraldehit baglanan silika jelde bulunan serbest aldehit gruplari
ile bovin serum albumin proteinindeki aminoasitlerin serbest amino gruplari arasinda Schiff
bazi reaksiyonu gerceklestirildi. Bu islem icin, 0,8 g bovin serum albuminin 85mL 100mM
Ph=7 fosfat tamponundaki ¢6zeltisi ile 9 g glutaraldehit baglanmis silika jel 1 giin boyunca 5
°C’ de karnistirildi. Karisim vakum altinda siiziildii. Elde edilen kati sirasiyla 1M NaCl ve
ardindan soguk su ile yikanarak CSP kolona doldurmaya elverisli hale getirildi.

4.2. Hazirlanan CSP’nin HPLC Kolona Doldurulmasi

Bovine serum albuminin, etilen diamin ve glutaraldehit ara kolu {izerinden silika jel
iizerine baglanmasiyla hazirlanan CSP 10 mL 100mM pH=7 fosfat tamponunda siispansiyon
haline getirildi. Mikropipet ile bu siispansiyon 150X4.6 cm ebatlarindaki HPLC kolona
dolduruldu. CSP ile paketlenen kolon, yiiriitiicii faz olarak 2 saat boyunca 0.8 mL/dk akis
hizinda 100mM pH=7’lik fosfat tamponu ile sartlandirildi.

Sekil 4.3. Kolon doldurma ve enantiyomerik rezoliisyon asamalarinda kullanilan HPLC cihazi
4.3. Enantiyomerik Rezoliisyon Calismalari

Cizelge 4.1’de verilen rasemik bilesiklerin heksan-etanol(1:1) karistminda 2mg/mL
cozeltileri hazirlanarak viallere dolduruldu. Enantiyomerik rezoliisyon c¢alismalarinda HPLC
sartlari:

Enjeksiyon hacmi: 10pL

Kolon sicakligi: 25 °C

Yiiriitiicii faz: 100mM pH=6, pH=7 ve pH=8 fosfat tamponu

Akis Hizi: 1 mL/dk, 1,5 mL/dk, 2 mL/dk, 2,5 mL/dk, 3 mL/dk, 4 mL/dk, 5 mL/dk.

Dedektor ve tarama yapilan dalga boyu: UV-DAD dedektor-270nm
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Cizelge 4.1. Enantiyomerik olarak ayrilmaya ¢aligilan rasemik bilesiklerin yap1 formiilleri

OH OH
X OH o OCHg
o} o}
Mandelik asit Metilmandelat
OH
H )\
OH
HO
OH
Epinefrin Propranolol
CHj CHj
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% )
CH3 COOH
/“/l\’(‘)/
H3C H3zCO
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Ibuprofen
OH 0]
HoN——CH—C——OH )\/U\
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* CH—OH OH
CHa, 3-Hidroksibiitirikasit
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*

CH3

o-feniletilamin
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Sentezlenen CSP’lerin Elementel Analiz Sonuc¢lari

5.1.1. Protein Temelli CSP’nin Elementel Analiz Sonuclari

Reten. Time Response Weight Weight Peak Element Carbon Response
[min) [mg] [%] Twpe Mame Ratio
1 0,873 231,10 0,078 B.67 Owdinr Mitrogen 0212
3 1,593 g 1091,095 0,116 9,91 Owdinr Carbon 1,000
r 5,110 ¢ 664,720 0,029 2,44 Oednr Hydrogen 0,609
c4 11,877 Sulphiuwr
Total 1173 19,01
Sekil 5.1. Etilendiamin bagl silika’nin(asama-I) elementel analiz sonuglari
Reten. Time Responss Weight Weight Peak Element Carbon Responss
1 0,917 | 509476 0,166 1,94 Owdinr Mitrogen 0,057
3 6,957 4166,30 0,215 251 Owdinr Hydrogen 0,468
Total B.561 18,88

Sekil 5.2. Protein Temelli CSP’nin(asama-III) elementel analiz sonuglar1

Asama-I ve agama-III’lin elementel analiz sonuglarini kiyaslayarak, silika iizerine protein
baglandigini kanitlayabiliriz. Etilendiamin bagl silikaya, II. agsamada glutaraldehit ve III.
asamada protein baglanmasiyla %C oraninda artis ve %N oraninda bir diisiis beklenir.
Elementel analiz sonuglarina bakildiginda; I.Asamada %C 9,91 iken Ill.asamada %C 14,43°¢
cikmis ve yine l.asamada %N 6,67 iken Ill.asamada %N 1,94’e diismiistiir. Bu sonuglar silika
lizerine protein baglandigini desteklemektedir.

5.1.2. Pirkle-Tip CSP’nin Elementel Analiz Sonuclar:

Element Weight %

CK

NK

OK

AlK

SiK

34.66

3.23

37.86

22

2205

Atomic % Net Int.
4545 216.4
3.63 11.9
37.27 520.4
1.28 191.3
12.36 2106

Sekil 5.3. Pirkle-Tip CSP’nin EDAX-elementel analiz sonuglari
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5.TARTISMA VE SONUC

5.2. Sentezlenen CSP’lerin Taramah Elektron Mikroskop(SEM) Goriintiileri

5.2.1. Pirkle-Tip CSP’nin Taramah Elektron Mikroskop(SEM) Goriintiileri

~&

,%: [ 12/16/2013 HV | pressure | WD

vac. mode [ '—.160.7um.—.-
5:46:59PM | 20.00kV | 70Pa 11.9 mm | Low vacuum DICLE-DUBTAM

Sekil 5.4. Pirkle-Tip CSP’nin taramali elektron mikroskopu(SEM) ile pargacik boyutu goriintiileri
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5.2.2. Protein Temelli CSP’nin Taramah Elektron Mikroskop(SEM) Goriintiileri

— )y ————

| det mag [ WD 2
ETD | 2500x | 10.3 mm | Higl DICLE-DUBTAM

Sekil 5.5. Protein Temelli CSP’nin taramal1 elektron mikroskopu(SEM) ile parcacik boyutu goriintiileri

Kiral sabit fazlarin HPLC kolona paketlenebilmeleri i¢in parcacik boyutunun Sum
olmas1 gerekmektedir (Aboul-Enein ve ark. 2003). Sem goriintiisiine bakildiginda sentezlenen
CSP’nin parcacik boyutu HPLC kolona doldurmaya elverislidir.
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5.3. Rasemik Bilesikler i¢cin Enantiyomerik Rezoliisyon Calismalariin Sonuclar

5.3.1. Yiiriitiici Faz Olarak 100mM pH=6 Fosfat Tamponunda Rezoliisyon

Calismalar:
ReEoff (GNER-TSIG100900) !
[ DADI G, S=2704 Ref=oft (UMER-1\SIG10098 D) .
AL e : w Peak RetTime Type Width Area Height Area
B 4 [min) Imin]  [mAU*s] [mRO) 5
el 1==—=1 | -1 = I
1 1.765 BR  0.2552 158.68268  8.14794 41.6821
2 2.678 BB 0.5688 222.01500 5.74602 58.3179
o
8 B Totals : 380.69768  13.89396
™~
1 T
] ] \-\ o= 1,53
| i \ ~
. [\ R=2,22
] H Y
{ \
( 4
o j \
b i
j \
/ N
f N
N/ )
2+ o - N
[ B imee
/ e . RO T I U S
e
FRERERNER: =
0 ; T T I
- i 3 3 : I

Sekil 5.6. Yiiriitiicii faz olarak pH=6 fosfat tamponu ve 1 ml/dk akis hizinda rasemik metilmandelata

ait HPLC kromatogrami

[ DAD1 G, Sig =270,4 Ref=ofl (OMER-1S1G10098.D)
mAU] g Peak RetTime Type Width Rrea Height Area
-3 # [min] [min] [mRU*s] [mAU] %
L f_\ = el M |======-==- [ |======m=e- [ I
] | = 1 1.084 BB 0.2115 102.16811 6.49484 41,4232
] i \ f \-.\ 2 1.784 BB 0.4139 144.47670 5.36891 58.5768
& [ | f \‘. Totals : 246.64481  11.86375
] { i }
5 | l \
] ! \ B
: 05 N A o= 1,68
R | 1Y
4 Lot 000 R=2,24
i { i f \
1 i { k!
] | \
2] , | ! ;A
H '\
] \
2+ i \‘
- ,-'\‘
] .
1 | .
W e S
¥ e e = e
A
T T L
0 i 2 3 4

Sekil 5.7. Yiiriitiicii faz olarak pH=6 fosfat tamponu ve 1,
metilmandelata ait HPLC kromatogrami
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DAD1 G, Sig=2704 Ref=off (OMER-1\SIG10095.0)
m\l.l_— § . Peak RetTime Type Width Area Height Area
] P @ t  [min) [min]  [mAU*s) {mAD] $
i = R B T B el e Bl
J | iy 1 0.795 BV 0.2109 93.31139  6.85020 36,2772
57 f' i 2 1.335 VB 0.3946 163.90602  6.11806 63.7228
1 i
Yoo Totals : 257.21741  12.96826
5] [ 1
] i |
] | i a=1,72
i I R~ 1,78
| S s
| i
3 E b
1 I 1
1 i \
2] | \
|
| :
1 i
1 i —— o
| T
\ il
oJL——
T T T
) 1 2 3 4 5 8

Sekil 5.8. Yiiriitiicii faz olarak pH=6 fosfat tamponu ve 2 ml/dk akis hizinda rasemik metilmandelata

ait HPLC kromatogrami

DAD1 G, Sig=270,4 Ref=off (DMER-T\SI310096.D)
mAU 3
% Peak RetTime Type Width Area Height Area
illl L {min] [min] ImAD*s] [mAT] %
1 —mmm | m——e e e | == | =
1 !l 1 0.599 BV 0.1093 T77.92264 9.95229 36.1360
a i 2  1.066 VB 0.3361 137.71426 5.94916 63.8640
HE
4 1
j[ | Totals : 215.63690  15.80145
] 1
‘ B
Pl —
| l o= 1,85
| [ R&=2,10
4 | | i
I
| {
] i Y
i i i 5
24 ] 'k i i
) kS
] AN \
| W, .
| N
i | —
o4~ | o = L T —
> oI T T T T T T i
L5 1 1.5 2 2.5 3 35

Sekil 5.9. Yiiriitlicii faz olarak pH=6 fosfat tamponu ve 2,5 ml/dk akis hizinda rasemik

metilmandelata ait HPLC kromatogrami
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5.TARTISMA VE SONUC

DADA G, Sig=270,4 Ref=off (OMER-T\SIG10097.D)
mAl § Peak RetTime Type Width Area Height Area
124 i 4 [min] [min] [mMAU*s] [mAU) %
H O e o m | e | ————— ] .| oo oo onnn o | o o o -
I m———|m—————— 1====| I I I [
ii'i 1 0.496 BV 0.0743 58.60670 12.60169 32.0682
1 ’|'-| b 0.8%0 VB 0.3152 124.1499¢6 5.67537 67.9318
10
A
] ! Totals 182.75666 18.27706
1
]
8-} l1 o=1,91
' —
| H o Ry=2,02
6 [ s
1 | i \
4 1 |
IIr
(o /
[
2 { /
|
I'k o \._‘
] S
0 7 . e e
T T T T T
D 0.5 1 1.5 2 25

Sekil 5.10. Yiiriitiicii faz olarak pH=6 fosfat tamponu ve 3 ml/dk akis hizinda rasemik metilmandelata
ait HPLC kromatogrami
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Cizelge 5.1. 100mM pH=6 fosfat tamponunda enantiyomerik olarak ayrilan rasemik bilesiklere ait alikonma

stireleri
AKIS HIZI1
ImL/dk | 1,5mL/dk | 2mL/dk | 2,5 mL/dk | 3 mL/dk
to 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
= S o~
E o . E q,‘-) <
= e rac- metil g < ;ﬁ t 1,765 1,084 0,795 0,599 0,496
2 E mandelat | = (% S
=2 < Tt 2,678 1,784 1,335 1,066 0,890
Cizelge 5.2. 100mM pH=6 fosfat tamponunda enantiyomerik olarak ayrilan rasemik bilesiklere ait
kromatografik parametreler
AKIS HIZI
ImL/dk | 1L,SmL/idk | 2mL/dk | 2,5mL/dk | 3 mL/dk
v R 2,22 2,24 1,78 2,10 2,02
2 <3
E =%| rac- metil B £
o 8] mandelat S
2 = s £ . 1,53 1,68 1,72 1,85 1,91
> ==} g =
=
! ==
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5.TARTISMA VE SONUC

5.3.2. Yiiriitiicii Faz Olarak 100mM pH=7 Fosfat Tamponunda Rezoliisyon
Cahismalan

DAD1 G, Sig=2704 Ref=cif (OMER-T\SIG10016.0)
mAU o

12 3 Peak RetTime Type Width Brea Height Rrea

# [min] [min] [mAU*s] [mAU] 8
bttt Ralt e I====] === [ === | ===—r===== |===== I

10 ” 1 1.632 BB 0.3074 280.33627 13.11565 51.5537
2 3.988 BB 0.7423 263.43909 4.21986 46.4463

8- Totals : 543.77536 17.33552

6

a=2,57
4

/ L 2 R=4,49

/ |
] \ {0\
0~ f / '
e ! - \
e i -\_\_\— ‘o'
- -

2 e

1 & -‘:}*:7_-_,_ .

] T T ——
4 e TN

1 e

3 T T T T T
4 6 8 10

Sekil 5.11. Yiiriitiicii faz olarak pH=7 fosfat tamponu ve 1 ml/dk akis hizinda rasemik mandelik asite
ait HPLC kromatogrami

DAD1 G, Sig=270,4 Ref=cff {OMER-1GIG1 0020.0)
mAU ] [
(]
L2 Peak Re!.'.r‘i:ne Type Width Area Height Area
'H 4 [min] [min] [mAU*s] [mAU] ]
e R e [=mmmmmm e [==mmmmmmee | ===
i 1. 03 ‘
N 11 1 L.L_Il.i'? BB 0.2236 156.98653 9.86989 46.2765
] ] 5 2 2.677 BB 0.5845 182,24945 4.13252 53,7235
[ |ll Totals 339,.23598 14.00241
]
|
‘] | =266
| 5 =
| 5 R=4,05
. o
4] S PR
S /
i [
| K
\ o
21 [ / \
\ /
| /
! * ; ~
| .. £ N
| \ - \\
ol | T - T T——
AN
. { e 5 —— T —— — 7
3 4 5 6 7

Sekil 5.12. Yiiriitiicii faz olarak pH=7 fosfat tamponu ve 1,5 ml/dk akis hizinda rasemik mandelik
asite ait HPLC kromatogrami
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DAD1 G, Sig=270,4 Ref=off (OMER-T\SIG10021.0}
mAL ]
16 :F Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
= e R R e I | | SEm———— |
] 1 0.757 BB 0.1184 138.39845 16.75383 49.4392
] 2 1.994 BB 0.4571 141.53806 4.05603 50.5608
124
1 Totals : 279.93651 20.80986
10 o=2,63
. Ry=4,30
6
] 3
] k @
o] 1 =
] ". <
4 1 i
2 1 /
{A / E
i / ™~
D_N&Hj >+/""\ “*‘\*:M
L e
1 T — T T T T T T —
1 2 3 4 5 6

Sekil 5.13. Yiriitiicii faz olarak pH=7 fosfat tamponu ve 2 ml/dk akig hizinda Rasemik mandelik asite

ait HPLC kromatogrami

mAU |

DAD1 G, Sig=270.4 Ref=off (OMER-1\SIG10023.0) R T N

=
| fr Peak RetTime Type Width Area Height Area
| H #  [min] (min} [mAU*s] [mAU]
20 i
] !: 1 D.606 BB 0.0753 110.61497 23.33045
] 0 2 1.604 BB 0.4316 114.27135 3.81314
1
4 :: Totals 224.88632  27.14359
I
15- il
I a=2,79
1
1 —
¥ R-3,94
i
10+ i
r
1 1
J 1
s
P
I il
= e
5 4 =
i
4 (] L] @ ™
i < -
o i ] s et
] i
i < | ————a - j—
sh—f | —
4 L/ e
. T T : - - v - . . -
0 1 2 3 o

Sekil 5.14. Yiiritiicii faz olarak pH=7 fosfat tamponu ve 2,5 ml/dk akis hizinda Rasemik mandelik

asite ait HPLC kromatogrami
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5.TARTISMA VE SONUC

DAD1 G, Sig=270,4 Ref=off (OMER-T\SIG10024.0)
mAU | k=3
g Peak RetTime Type Width Area Height Area
] J| L [min] [min] [mAU*s] [mAU] 8
10 it B [ === mmmmmmm [ oo e | == [
1 I. 1 0.505 BB 0.0915 74.920586 11.57694 13.7482
|] 2 1.343 BB 0.3760 96.33350 3.77174 56.2518
8 I'. Totals 171.25407 I5.34868
| a=2,84
g !
6 i RS: 3,58
] it o
- I g
4 | =
1
L
2 | ‘.'\
|
| \ / “
1 | . N
| B N, I e P S },\,\ i
] Shi —_—
. T T T T T T
1 2 3 4

Sekil 5.15. Yiiriitiicii faz olarak pH=7 fosfat tamponu ve 3 ml/dk akis hizinda Rasemik mandelik asite

ait HPLC kromatogrami

DAD1 G, Sig=270,4 Ref=off {OMER-1\SIG10027.D)
maAll - o Peak RetTime Type Width Area Height Area
] ?j # [min] [min] mAU*s] [mAaD) %
i e I===m | mmmmme e l=mmmmm e [=mmmmmmee |--———- [
| I| ‘,l 1 1.645 BB 0.2875 171.61302 9.12235 46.1741
o f 1 2 2.927 BB 0.6041 200.05246 4.38634 53.8259
1
| .
1 I 11 Totals 371.66548 13.50869
|1
] ' =
) B a 0= 1,80
| @
[ o =
[ B R=2.88
1 Y
I [\
4 ! { Y
[ } /
f i / Y
1 i Y
i 1 i A
j | 1 /
2 J Y ;'{ \.‘-.
| ot
i = e —— \\.
(_l!/ 7 e 7\“\‘-7%
o4~ s = 723\%_‘—
T T T T ——
1 2 3 4 5 6

Sekil 5.16. Yiiriitiicii faz olarak pH=7 fosfat tamponu ve 1 ml/dk akis hizinda metil mandelat’a ait

HPLC kromatogrami
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DAD1 G, 5ig=270,4 Ref=off (OMER-1'SIG10028.0)

mAU_ 3 ime Type Width Area Height Area

;,31 [min]  [mAU*s) [mAD] %

] N e CE T R | mmmmm—mem | ==mmmmmm I

73 I 1 1.094 BB 0.2170 112.40516 7.94927 45.3710

] {1 2 1.947 BB 0.4650 135.34174  4.18823 54.6290
H

o] ff | Totals : 247.74689  12.13750

; a

] "~

5] f l 3

] | A o=1,82

] 1 S =

s | 7\ R=2,50
[ oA

3] | { i 3

] f }

1 [ \ ) \\

2 ]I 1\ / \

1 JJ L\‘ / )

] [ =

ol - e \X

»—.\\M; T

.1‘_ 1\\\—'\\‘\“
T T LS T K

) 1 2 3 i 5

Sekil 5.17. Yiiriitiicii faz olarak pH=7 fosfat tamponu ve 1,5 ml/dk akig hizinda metil mandelat’a ait
HPLC kromatogrami

DADA G, Sig=270,4 Ref=off ((MER-1\SIG10030.D)

Peak RetTime Type Width Area Height
L [min] [min] [mAU*s] [mAU]
T mm————— | e e | ot e e e =
1 0.763 BB 0.1529 86.04031 8.58399
2 1.460 BB 0.3811 102.18782 4.04001

Totals : 188.22813  12.62400
o= 1,98
R=2,61

Sekil 5.18. Yiiriitiicii faz olarak pH=7 fosfat tamponu ve 2 ml/dk akis hizinda metil mandelat’a ait
HPLC kromatogrami
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5.TARTISMA VE SONUC

DAD1 G, Sig=270,4 REP—DR'(GMER-%\SIG10031.D]
mAl o
il
i
1 | Peak RetTime Type Width Area Height Area
8- 1 § [min] [min]  [mAU*s] [mAU] %
| mmmm | mm————e el . | === | === I
1 1 0.602 BB 0.1051 68.10828  10.04849 44.8615
i 2 1.167 BB 0.3166 83.71086 3.96102 55.1385
6 1 Totals : 151.81915  14.00951
I
4- ]1
11 a= 2,02
i —
2 \ R« 2,68
| LN
i - T
0 | -
\“1, - S
v T T v T T Y
1 2 3 4

Sekil 5.19. Yiiriitiicii faz olarak pH=7 fosfat tamponu ve 2,5 ml/dk akis hizinda metil mandelat’a ait
HPLC kromatogrami
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Cizelge 5.3. 100mM pH=7 fosfat tamponunda enantiyomerik olarak ayrilan rasemik bilesiklere ait alikonma

siireleri

Rasemik Bilesik

AKIS HIZI

ImL/idk | 1,5mL/dk | 2mL/dk | 2,5 mL/dk | 3 mL/dk

t 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
£t 3

rac-mandelik | £ 2 £ [ 1,632 | 1,037 | 0,757 | 0,606 | 0.505
asit = % g

< t) 3989 | 2,677 | 1,994 | 1,604 | 1343

o 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
| N

rac-metil | £ 2 2 [, 1,645 | 1,004 | 0,763 | 0,602 | 1,495
mandelat = 5 &

< t) 2,927 | 1,947 1,460 | 1,167 0,979

Cizelge 5.4. 100mM pH=7 fosfat tamponunda enantiyomerik olarak ayrilan rasemik bilesiklere ait
kromatografik parametreler

AKIS HIZI
ImL/dk | 1.5mL/dk | 2mL/dk | 2,5mL/dk | 3 mL/dk
v R, 4,49 4,05 4,30 3,94 3,58
<3
rac-mandelik | & &
it S o
ast s E a 2,57 2,66 2,63 2,79 2,84
% S &
R* M A
E
=
=
2 2 R, 2,88 2,50 2,61 2,68 i
< = 3
x - 3
rac- metil 5 =
S v
mandelat s £
£ a 1,80 1,82 1,98 2,02 -
E
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5.TARTISMA VE SONUC

5.3.3. Yiiriitiicii Faz Olarak 100mM pH=8 Fosfat Tamponunda Rezoliisyon
Cahismalan

DAD1 G, Sig=270,4 Ref=off (OMER-T\S|
= Peak RetTime Type Width Area
™ [ # [min] [min] [mAU*s5]
a m——— m———— el B | ==mm——= |
51 1 0.761 BB 0.2050 13.457158 4. 33.7240
'1 2 2.580 BBA 0.6394 144.36150 3.03224 66.2760
1
44 |
\ o
i —
] \ 8 a= 3,56
34 § foN _
| JEY R&=4,31
i f
{ *
1 f .
] 1. / Y
4 | rrr £y
1 {
| /
| i i
A i
= [\ / .
j / -
. \\\— ~——
j | et T
a- \kﬁﬁ,_.,ﬁ_,i BN e ———
T T T T
1] 1 2 3 4

Sekil 5.20. Yiiriitiicii faz olarak pH=8 fosfat tamponu ve 2 ml/dk akis hizinda rac-mandelik asit’e ait
HPLC kromatogrami

DAD1 G, Sig=270,4 Ref=off (OMER-N\SIG10054.0)
mAU | 5 Peak RetTime Type Width Area Heigh Area
1 2 ¥ [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
1 i el EEEEE R R e Bl Lot B
5 - ll 1 0.597 BB 0.1253 61.13642 6.64424 33,2927
1 1 2 2.060 BB 0.5674 122.49651 3.01B69 66.7073
5_4 1 Totals 183.63293 9.66293
! '1
4 ] o= 3,67
1 2
1 g R=4.22
] 'e
3 \ f
| i\
i A
2 | \
t_ [\
i /
1 i
1] |
*\\ J
N i e
ot
T T =
1 2 3 H 5

Sekil 5.21. Yiiriitiicii faz olarak pH=8 fosfat tamponu ve 2,5 ml/dk akis hizinda rac-mandelik asit’e ait
HPLC kromatogrami
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DAD1 G, Sig=270,4 Ref=off {OMER-1\SIG10053.D)

mAl 5
: <
8-
] # min]
= N foi T ) s
5
] Totals
5

) 1.708

Peak RetTime Type Width
i [min]

0.0896

0.3454

2z 1.708 BB

Height Area
[m
e e e
B.27955 36.8827
3.16661 63,1173

] ¥

141.864737  11.44616

Sekil 5.22. Yiiriitiicli faz olarak pH=8 fosfat tamponu ve 3 ml/dk akis hizinda rac-mandelik asit’e ait

HPLC kromatogrami

DAD1 G, Sig=270,4 Ref=cff (OMER-1\SIG10060.0)

mAU b4
‘ 2 &
1 ~ [
5—_ f\ fl‘ \
4] 4

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min] [mAU*s] [mAD] %
) e i Fo = T e s | St
1 1.765 BB 0.3275 105.88207 4.35767 32.061¢

2 3.019 BB 0.7141 224.36113 4.31891 67.938:

Totals : 330.24320 B.67658

a=1,73
R=2,41

-
g

Sekil 5.23. Yiiriitiicli faz olarak pH==8 fosfat tamponu ve 1 ml/dk akis hizinda metil mandelat’a ait

HPLC kromatogrami
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DADA G, Sig=270,4 Ref=off (OMER-T\SIG10059.D)

mAL_| © 5
| - | Peak RetTime Type Width Area Height Area
1 Iﬁ. f §  [min) [min]  [mAU*s] [mAU] %
_ | [ \ e e R | | | -
4] ] \ 1 1,118 BB 0.2219  70.10985 4.35344 31,7284
i I| ‘ ! 2 1,997 BE  0.4916 150.85887 4.29739 68.2716
|
| \ [ \ Totals : 220.96872 8.65082
] o
\
\ a=1,82
Z j' \ RS= 2,46
/ \
P
I
1 i 11\ J.‘ \.\
1 o
}g o - \\
Jni .
[ I | R \;A\\r\k‘v__
T T T T T
1 2 3 4 5 lli %

Sekil 5.24. Yiriitiicii faz olarak pH=8 fosfat tamponu ve 1,5 ml/dk akis hizinda metil mandelat’a ait
HPLC kromatogrami

DAD1 G, Sig=270,4 Ref=off (OMER-T\SIG10061.D)

mAU | 5 Ed
L3 ~ Peak RetTime Type Width Area Height Area
] ﬁ ':‘ # [min) [min) [mAU*s] [mAU] %
4] 1 A e B et R | == | = [
i 1 0.767 BB 0.1652  55.78995 4.74430 32.6571
I.r \ 2 1.495 BB 0.4024 115.04546 4.08665 67.3429
1 1
| Pl
A ‘-‘1 ! ‘i Totals : 170.83540 8.83096
34 | F |
, | \ a=2,01
| \'\\ R=2,56
] \ / !
1 | Y
] ‘J Y
\ h
W o ~—
o} ; B \\\
) ‘*‘\E\Y\Mm
1 e
1 T T ¥ T T T UL
[} 1 2 3 4 5 [

Sekil 5.25. Yiiriitiicii faz olarak pH=8 fosfat tamponu ve 2 ml/dk akis hizinda metil mandelat’a ait
HPLC kromatogrami
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DADH G, Sig=270,4 Ref=off (OMER-1\SIG10062.D}
1 > Paak RetTime Type Width Area Height Area
6 % #  [min] [min]  [mAU*s] [mAD] 3
1 \ ] e e j=mmmm e | e I
1 t 1 0.598 BB 0.1020 44.12637 6.13083 31.8954
5_— l 2 1.191 BB 0.3452 94.22054 3.96515 6B.1046
j 1 =
4 |i : Totals : 138.34691 10.09598
] | il
4] \ f \
I. F) a=2,08
4 ! 1
5 Vo R,=2,65
4 |
\
2] i f \
l 4
f
Ll
I
1 \ N
‘.f =
Sl T~
3 ——— T
LEAY = \‘M_
T T T T
4] 1 2 3 4

Sekil 5.26. Yiiriitlicli faz olarak pH=8 fosfat tamponu ve 2,5 ml/dk akis hizinda metil mandelat’a ait
HPLC kromatogrami

DADA G, Sig=270.4 Ref=off [OMER-T\SIG10063.0)

mAL 8 Peak RetTime Type Width Area Height Area
7 % [min]) [min)] [mAU*s] [mAU) %
H St b e s | === |——mmmmmm I
] l 1 0.497 BV 0.0889  45.88099 7.34752 28.4780
6 % 2 0.992 VB 0.3518 115.22922 4.63907 71.5220
‘ Totals : 161.11021 11.98659
5 i 2
| @
\ 2
] ' [y
4] | { ‘l.,\ o=2,11
3.- 1. / \ S 9
\ Fo Y
2 ! { 3
1 { f
] %I i \
1 b !
L oS ™
\4{' \\
04— - .
T T T T T v T T X x ! T
o 0.5 1 1.5 2 25 3 35

Sekil 5.27. Yiiriitiicii faz olarak pH=8 fosfat tamponu ve 3ml/dk akig hizinda metil mandelat’a ait
HPLC kromatogrami
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DAD1 G, Sig=270.4 Ref=off (OMER-T\SH510077.D)
mAU B
p -~
T Peak RetTime Type Width Area Height Area
10 ! #  [min] [min]  [mAU*s] [mAU] ¥
1 | S [t it ! e | iy | SR | S |
i 1 0.497 BV 0.0734 56.66824 11.13232 49.0614
i 2 0.638 VB 0.1845 58.83660 4.44407 50.9386
8- !
! Totals : 115.50484 15.57638
1
i
6_ l‘
| o a=1,31
| o —
e R=1,09
4 W
1 \
i
1 4
i
21
4 ‘3
o— - . —-—
T T T
0 ‘II 2 3 4

Sekil 5.28. Yiiriitiicii faz olarak pH=8 fosfat tamponu ve 3 ml/dk akis hizinda a-feniletilamin’e ait
HPLC kromatogrami

DAD1 G, Sig=270,4 Ref=off (OMER-1'SIG10020.0)
mAU | ]
] !E Peak RetTime Type Width Area Height Area
10| f # Imin] min]  [wAU*s] [mAU] 3
H e e ptsd ot i Jommmemm [
i
“ 1 0.367 BV 0.0601 44 .BBOOY9 11.36355 46.9541
g 1 2 0.482 VB 0.1748 50.70277 3.97422 53.0459
8- i l
g r ! Totals : 95.58287 15.33777
J
| _
’ Do o=1,36
i =
“ RY R=0,98
|
—
T T T T
D 0.5 1 15

Sekil 5.29. Yiiritiicii faz olarak pH=8 fosfat tamponu ve 4 ml/dk akis hizinda a-feniletilamin’e ait
HPLC kromatogrami
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N Peak RetTime Type Width Area Height Area
5 # [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

izt ke ey | bosigad bemicipial I s s |
N 1 0.295 BV 0.0540 29.87708 8.30441 40.1075
Hiy 2 0.367 VB 0.1390 44.61535 4.37447 58.8925
_ Totals : T4.49242 12.676888

o= 1,36

4 R=0,98

Sekil 5.30. Yirtiicii faz olarak pH=8 fosfat tamponu ve 5 ml/dk akis hizinda a-feniletilamin’e ait HPLC
kromatogrami
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Cizelge 5.5. 100 mM pH=8 fosfat tamponunda enantiyomerik olarak ayrilan rasemik bilesiklere ait alikonma stireleri

Rasemik Bilesik

AKIS HIZI
ImL/dk | 1,5mL/dk | 2mL/dk | 2,5mL/dk | 3mL/dk | 4mL/dk | Sml/dk
to - - 0,05 0,05 0,05 - -
S o~
rac- | £ 8 2 ¢ i = 0761 | 0597 | 0497 | - -
) s = 2 1 5 5 5
mandelik | = % g
it | = 6| - = 2580 | 2,060 | 1,708 | - -
to 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
S i~
rac- metil E%g t, | 1,765 | 1118 | 0,767 | 0,598 | 0,497
mandelat | = E g
< tr 3,019 1,997 1,495 1,191 0,992
to 0,05 0,05 0,05
rac- a- ® o o~ |t 0,497 | 0,367 | 0,295
E ol 1 5 5 s
feniletil £ < =
: g = ’§
amin = )
tr 0,638 | 0,482 | 0,367
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Cizelge 5.6. 100 mM pH=8 fosfat tamponunda enantiyomerik olarak ayrilan rasemik bilesiklere ait kromatografik

parametreler
AKIS HIZI
ImL/dk | 1,5mL/dk | 2mL/dk | 2,5mL/dk | 3mL/dk | 4mL/dk | SmL/dk
2 R, - - 431 4,22 5,57 - -
s o
[~
rac- B &
. S 9
mandelik | 5 g T - 356 | 367 | 371 | - i
asit g g
VLY
. R, | 241 2,46 2,56 2,65 2,24
24 53
'z rac- metil | & £
= mandelat *§ £
i g s a. 1,73 1,82 2,01 2,08 2,11
F :<
o
72}
<
=7
rac- o- é = R, 1,09 0,98 0,75
feniletil )
e =
1 (=]
amin S g
E E
=
E & a 1,31 1,36 1,30
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Bu calismada; izoelektrik noktasi 4,7 olan asidik yapidaki bovine serum albumin,
etilendiamin ve glutaraldehit arakolu iizerinden 3-kloropropil silikajele baglanarak protein
temelli bir kiral sabit faz hazirlandi. Hazirlanan bu CSP 150X4,6 mm ebatlarindaki HPLC
kolona bulamag¢ metoduyla doldurularak 9 farkli rasemik bilesigin enantiyomerik rezoliisyonu
saglanmaya calisildi. Her bir rasemik bilesigin etanol-heksan(1:1) karisiminda 2mg/mL
coOzeltisi hazirlandi. Bu sekilde ¢ozeltisi hazirlanan her bir rasemik bilesik 10uL hacimde
cihaza enjekte edilerek sonuglar UV-DAD dedektérde A=270 nm’de okundu. Protein temelli
kiral sabit fazlarda en iyi ayirma saglayan sodyum fosfat tamponu(Zhou L. ve ark. 2008)
yiiriitiicii faz olarak kullanildi. Farkli pH’lar (pH=6, pH=7, pH=8) ve farkli akis hizlan (1,
1.5, 2, 2.5, 3, 4, SmL/dk) denenerek enantiyomerik rezoliisyonu saglanan rasemik bilesikler

icin kromatografik parametreler (Rgs ve a) hesaplandi.

pH=6’da metilmandelat’in enantiyomerik rezoliisyonu saglandi. Bu pH’da metil

mandelat i¢in 1, 1.5, 2.5 ve 3mL/dk akis hizlarinda en ideal ayrim saglandi.

pH=7"de mandelik asit ve metil mandelat’in enantiyomerik rezoliisyonu saglandi. Bu
pH’da mandelik asit ve metil mandelat i¢in biitiin akis hizlarinda(1, 1.5, 2, 2.5, 3mL/dk), en

ideal ayrim saglandi.

pH=8’de mandelik asit, metil mandelat ve a-feniletilamin’in enantiyomerik
rezoliisyonu saglandi. Bu pH’da metil mandelat i¢in biitiin akis hizlarinda(1, 1.5, 2, 2.5,

3mL/dk), mandelik asit i¢in 3 mL/dakika akis hizinda (0= 3,71 ve R 5,57) ve a-

feniletilamin i¢in 3mL/dk akis hizinda (0= 1,31 ve R¢= 1,09) en ideal ayrim saglandu.

Yeni arakol iizerinden sentezledigimiz BSA temelli CSP’nin pH=8’de daha fazla
sayida rasemik bilesigi enantiyomerlerine ayirabildigi elde edilen kromatogramlara bakilarak
tespit edildi. Asidik ve bazik bilesiklere nazaran metil mandelat gibi nétral bilesiklerin
enantiyomerik rezoliisyonunun pH degisikliklerinden etkilenmedigi ve bazik yapidaki a-
feniletilamin’in bazik pH’da(pH=8), asidik yapidaki mandelik asidin nétral(pH=7) ve
bazik(pH=8) pH’larda enantiyomerlerine ayrildigi gézlemlendi.
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Cizelge 5.7. Enantiyomerik Rezoliisyonu saglanan rasemik bilesiklerin yap1 formiilleri

OH OH
L OH 5 OCHs
O o
Mandelik Asit Metilmandelat
NH,
*
CH3

a-feniletilamin

Enantiyomerik rezoliisyonu saglanan rasemik bilesiklerin yap1 formiillerine bakildiginda
(Cizelge 5.7.), bu bilesiklerin fenil ve naftil gibi aromatik gruplar ihtiva ettigi goriilmektedir.
Bu bilgiden hareketle sentezledigimiz CSP ile analitler arasinda kiral ayirmay1 saglayan en
onemli kuvvetin n-n etkilesimleri oldugunu diisiinmekteyiz. Yine CSP’miz 6zellikle fenil ya
da naftil gruplarina komsu karbonda hidroksil veya amino grubu ihtiva eden rasemik

bilesiklere kars1 enantiyosegici davranmaktadir.
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Protein ile kuvvetli n-nt Protein ile zayif =n-m
etkilesimleri olusturan etkilesimleri olusturan
enantiyomer enantiyomer

Sekil 5.31. BSA proteini ile giiclii ve zayif n-n etkilesimleri olusturan mandelik asitin enantiyomerlerin sekilsel

gosterimi

Literatiirde yer alan protein temelli CSP’lerin enantiyomerik olarak ayirmis oldugu kiral
bilesiklerin kromatogramlarina bakildiginda; en kisa siirede rezoliisyon fenoprofen icin 4. ve
7. dakikalar arasinda yine triazin arakolu iizerinden sentezlenmis BSA temelli CSP ile
saglanmistir (H. Zou ve ark. 2000). Hazirlamis oldugumuz CSP’de en kisa alikonma siireleri
(cizelge 5.8.) mandelik asit icin 0,497. ve 1,708. dakikalar arasinda(pH=8, 3mL/dk akis
hizinda), metil mandelat i¢in 0,496. ve 0,890. dakikalar arasinda(pH=8, 3mL/dk akis hizinda),
ve a-feniletilamin i¢in 0,295. ve 0,367. dakikalar arasinda(pH=8, 3mL/dk akis hizinda) elde
edilmistir. Hazirladigimiz CSP’nin diger protein temelli CSP’lerden istiin tarafi, 6zellikle
fenil ve naftil halkasina komgsu karbonda hidroksil grubu iceren rasemik bilesiklerin

enantiyomerik rezoliisyonunu kisa siirede gerceklestirmesidir.
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Cizelge 5.8. Hazirlamis oldugumuz CSP’de rasemik bilesiklerin en kisa alikonma siireleri

Cahsilan pH | Akis Hiza

ty 0,497

mandelik asit t) 1,708 pH=8 3mL/dk

Minumum
Alikonma
Sureleri

t 0,496

metil mandelat ty 0,890 pH=8 3mlL/dk

Minumum
Alikonma
Sireleri

RASEMIK BILESIKLER

ty 0,295

o-feniletilamin t 0,367 pH=8 3mL/dk

Minumum
Alikonma
Sureleri

Sonu¢ olarak tarafimizdan hazirlanan CSP hem ayirma giicii agisindan hemde
alikonma zamani yoniinden literatiirdeki analoglariyla uyum i¢indedir hatta onlardan iistiin
yanlar1 da vardir. Ayrica hem kolay temin edilebilen ve hemde ticari yolla ucuz olarak satin
alinabilen ekonomik istlinlige haizdir. Bu 6zellik hem CSP’nin temelini olugturan BSA hem

de CPSG igin gegerlidir.

Bundan baska yiiriitiicii faz olarak fosfat tamponu kullanilmasi sulu fazin, yine bol
bulunabilen, ekonomik ve ¢evre dostu 6zelliklerini 6n plana tasimakta ve diger mobil fazlara
tistlinliik saglamaktadir. Organik solvent israfi 6nlenmis olmakta ve bu durum hazirlanan CSP

ve kullanilan ytirtitiicli faz1 tercih edilebilir kilmaktadir.

Kolon sicakligi, parcacik boyutu gibi parametreler degistirilerek iyi bir baseline ayrimi
vermeyen ve tek bir pik veren rasemik bilesiklerin de enantiyomerik rezoliisyonu saglanabilir.
Ayrica tasarlamig oldugumuz etilendiamin ve glutaraldehit arakolu {izerinden asidik protein
olan BSA’nin yani sira avidin ve kimotripsin gibi enantiyomerik ayirma giicii olan bazik
proteinler silika iizerine baglanarak yine genis yelpazedeki rasemik bilesiklerin enantiyomerik

rezoliisyon  ¢aligmalar1  yapilabilir. Bu  konudaki  c¢alismalarimiz  stirmektedir.
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