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AMAC

Enantiyomerik saflig1 yiiksek organik asitler tibbi ve biyolojik Oneme
sahiplerse ila¢g sanayinde olduk¢a yaygin kullanim alani bulurlar. Bu sebeple kiral
bilesiklerin hazirlanmas1 ve analizi olduk¢a Onemlidir. Kromatografi yoluyla
enantiyomerik ayirma ne kadar yiliksek enantiyomerik saflikta yapilabilirse insan
saglhigina uygulamada etkili bir tedavi gergeklestirmek o denli basarili olur. Cilinkii
cevre kimyasinda, ila¢ sanayinde, klinik analizlerde hep yiiksek enantiyomerik saflik
istenir. Bu yiizden enantiyomerik saflik olmazsa her agidan istenmeyen durumlar
yasanabilir. Hatta sonu oOliimle neticelenen durumlar meydana gelebilir. Buda
enantiyomerik safligin ne kadar énemli oldugunu gostermektedir.

Bu calismanin amact Pirkle tip yeni bir kiral sabit faz (CSP) hazirlayarak
biyolojik ve tibbi agidan 6nemi olan 3-hidroksibutirik asidin rasemik karigimini

kolon kromotografisi yontemiyle enantiyomerlerine ayirmaktir.

v



OZET

Bu ¢alismada, Pirkle tip kiral sabit bir faz (CSP) hazirland1 ve rasemik 3-
hidroksibutirik asidin rezoliisyon c¢aligmalar1 yapildi. Yeni kiral sabit faz (CSP)
hazirlanirken dolgu maddesi olarak Sepharose-4B kullanildi, uzatma kolu olarak
dolgu maddesine L-Tirozin takildi, bu uzatma koluna ligand olarak N-p-
aminobenzil-(R)-2-amino-1-butanol diazolanarak kenetlendi. Daha sonra 3-
hidroksibiitirik asidin rasemik karigimi kolona tatbik edildi. Hareketli faz olarak
degisik pH’larda (pH: 6, 7 ve 8) tampon ¢ozeltiler kullanilarak rezoliisyon saglandi.
Eltiatin akis hiz1 peristaltik pompa ile ayarlandi. Toplam 12 tiip eliiat alindi. Tiiplerin
absorbans degerleri 330 nm de spektrofotometreyle belirlendi. 6. 7. ve 8. tiiplerde
madde (3-hidroksibiitiri asit) tespit edildi. pH 7 ve pH 8’de calismalar tekrarlandi.
Ancak bir sonug¢ elde edilemedi. pH 6’da 6. 7. ve 8. tiiplerin ¢evirme acilari

belirlendikten sonra enantiyomerik fazlalik 11,4 oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Rezoliisyon, Pirkle tip kolon, kiral organik asitler, amino

alkoller



SUMMARY

In this study, Pirkle type chiral stationary phases (Csp) was prepared and
resolution studies of racemic 3-hydroxybutyric acid were made. When a new chiral
stationary phase (CSP) is prepared, Sepharose-4B was used as a matrix. L-Tyrosine
as an spacer-arm was attached to the matrix, N-p-aminobenzyl-(R)-2-amino-1-
buthanol was connected as ligand to this spacer-arm via diazo. Then racemic mixture
of 3-hydroxybutyric acid was loaded to the column. By using buffer solutions as
moving phase at different pH’s ( pH = 6,7,8), the resolution was supplied. The flow
rate of eluat was adjusted with peristaltic pump. The total 12 tubes eluat were took.
Absorbance values of the tubes were read at 330 nm with spectrophotometer. In
the 6th,7th and 8th tubes the material (3-hydroxybutyric acid) was determined. The
studies were repeated at pH 7 and pH 8. But, A result wasn’t achieve. After rotation
angle of 6th, 7th and 8th tubes were determined at pH 6, the enantiomeric excess

was found as 11.4

Key words : Resolution, Pirkle type column, Chiral organic acids, amino alcohols
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1. GIRIS

Kiral bilesiklerin iki onemli 6zelligi, onlar1 akiral bilesiklerden ayirt eder.
Birincisi diizlem polarize 1s18a kars1 davraniglari, ikincisi ise diger kiral bilesiklerle
etkilesimleridir. Bu iki 6zellikten faydalanarak degisik kromatografik (HPLC, Liquid
Kromatografisi ve Clay Kolon Kromatografisi) yontemler ile kiral bilesiklerin
enantiyomerlerine ayrilmasi literatiirde bilinmektedir [1-5]. Ayrica Kapiler
Elektroforez yontemiyle de s6z konusu ayirma islemleri yapilmaktadir [6].

Enantiyomerik safligi yiiksek aminler biyolojik oneme sahip iseler ilag
sanayinde olduk¢a yaygin kullanim alani1 bulurlar [7]. Bu sebeble kiral bilesiklerin
hazirlanmas1 ve analizi olduk¢a Onemlidir. Kromatografi yoluyla enantiyomerik
ayirma ne kadar yiliksek enantiyomerik saflikta yapilabilirse insan sagligina
uygulamada etkili bir tedavi gergeklestirmek o denli basarili olur. Cevre kimyasi, ilag
sanayi, klinik analizlerde hep yliksek enantiyomerik saflik istenir. Bu saflik olmazsa
her agidan istenmeyen durumlar yasanabilir. Hatta sonu 6liimle neticelenen durumlar
olusabilir [8].

Rasemik amin karigimlarininin ayrilmasi i¢in giinlimiizde degisik teknikler
kullanilmaktadir. Bunlardan bir tanesi de kromatografik ayirmalardir. Bunlar Pirkle-
tip kolon kromatografisi genelde amino asit tiirevlerinin silikajele baglanarak
olusturdugu bir seri degisik sabit fazin dolgu maddesi olarak kullanilmasiyla
gelistirilmis bir tekniktir [8]. Bu teknikte N-(3,5-dinitrobenzoil) fenilglisin silikajele
kovalent bagla baglanarak sabit faz olusturulur. Bu kolonlar ticari yolla temin
edilebildigi gibi arastirmacilar tarafindan da preparatif amagli veya analitik amagh

hazirlanabilirler. Kolonda enantiyomerik ayrilmanin mekanizmasi; yiik transferi



yoluyla etkilesim, Hidrojen bagi olusturularak etkilesim, dipol olusturularak etkilesim
ve sterik yonden etkilesim gibi bir¢ok kombine faktorlerle agiklanmaktadir [9].

1.1. Kiralite

1.1.1. Kiralite nedir?

Kiralite geometrik bir Ozelliktir. Bir objenin ayna gorilintiisii iist lste
cakismiyor ise kiral, ayna goriintiisii ile ¢akisiyor ise kiral degildir. Kiral objelere
yaygin bir 6rnek olarak sag ve sol eli verebiliriz. iki boyutlu harfler ise kiral degildir.

Molekiillerin uzaydaki diizenlenmelerinde molekiiliin ayna goriintiisii {ist liste
cakismiyor ise molekiil kiraldir. Kiralite molekiiliin bir 6zelligidir. Aslinda kiral olan
asimetrik merkez tagtyan molekiildir. Eger molekiil birden fazla asimetrik merkez
tastyor ise multi kiraldir. Buna ragmen molekiil kiral olabilir ya da olmayabilir.

1.1.2. Enantiyomer

Genel anlamda kiral molekiil, dort farkli grup ya da atomun karbon atomuna
sigma baglariyla baglanmasiyla olusur. Karbon atomu molekiiliin asimetrik
merkezidir. Bu tip molekiiller farkli uzaysal yapilarda bir ¢ift stereoizomere
sahiptirler ve bunlarin ayna goriintiileri iist iiste ¢akismaz. Sekil 1.1.’de kiral bir
molekiil olan laktik asit ayna goriintiisii ile st iiste ¢akismayan bir enantiyomer

ciftine sahiptir.

AYNA
H
H
| /‘\OH
HO*/ NCOOH HOOC” H;C
CH,

Sekil 1.1. Laktik asidin Enantiyomerleri



1.1.3. Optik ¢evrilme

Enantiyomerlerin fiziksel 6zelliklerindeki spesifik farklilik, ilk olarak 1815
yilinda Biot tarafindan bulunan, diizlem polarize 151gmin ¢evrilmesidir. Bu nedenle
enantiyomerlere optik izomerler de denir. Normal 151k degisik dalga boylarinda ve
dalgalarin biitiin yonlere dogru salinmasiyla olusur. Dalga hareketi 1s181n
dogrultusuna diktir. Diizlem polarize 151k ise; tek bir diizlem disindaki dalga
titresimlerinden aridirilmis 1s1ktir.

Simetrik molekiillerde; molekiil 1sikla karsilastiginda 11k kesin bir doniis

yapar ancak, molekiiliin ayna goriintiisii bu doniisii (ters yonde oldugunda) dengeler.

0 0
® ®
Levorotatori (15181n sola ¢evrilmesi) Dekstrotatori (15181n saga ¢evrilmesi)
L-izomer D-izomer

Sekil 1.2. Diizlem polarize 15181n ¢evrilme yonleri



Sonugta 15181in doniisii sifirlanir (Sekil 1.2.). Tek bir enantiyomer igin ise;
¢oOzeltide ayna goriintiisii olmadigindan 15181n net doniisii sifirlanmaz. Bu nedenle
rasemik (1:1) karisimlarda da diizlem polarize 15181 doniisii sifirlanir. Optikge aktif
maddelerin spesifik olan doniis acilari, polarimetre ile Olgiilebilir. Polarize 1518in
yayilma diizlemini saga c¢eviren enantiyomere dekstrorotatori (Latince: dexter"sag")
ya da saga ¢eviren denir. Bunun ayna goriintiisii polarize 1s18in yayilma diizlemini
sola gevirir ve levorotatori (Latince: Laevus"sol") ya da sola g¢eviren adini alir.
Sembol olarak dekstrorotatori i¢in (d) ya da (+), levorotatori (1) ya da (-) olarak
gosterilir. Ancak d ve 1 gosterimleri karigikliklara neden oldugundan bu gosterimler
terk edilmektedir.

Enantiyormerlerin ¢evirme miktarina 6zgiil ¢evirme agisi [ a | denir. Cevirme agisi:
e Kullanilan 15181n dalga boyuna
e Polarimetre tiipliniin uzunluguna
e Sicakliga
e (Cozicliye
e Konsantrasyona baglidir.
Kullanilan 15181in dalga boyu genellikle 589 nm’dir (sodyum ¢izgisi).

Bilesigin 20 °C’ deki 6zgiil ¢evirme agist 1.1 formiilinden faydamlarak

hesaplanir.
20 o (1.1)
Laly =——
l.c

[aT)=20%C"deki Sodyum'un D ¢izgisinin 6zgiil ¢evirme agisi

o =20 °C’ de gbzlenen gevirme agis



1= dm olarak tiipiin uzunlugu
¢ = gr/ml olarak 6rnegin derigimi

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

% optikge saflik = L (1.2)

[a 13

[ a ] = gbzlenen ¢evirme agisi
[ 0]*°= 6zgiil gevirme agis
D
Her zaman olmamakla birlikte bu formiil % e.e. 1.3 formiilii yerine de
kullanilmaktadir.

. 5 [E1-E2]
% Enantiyomer fazlalii (ee) == x100 (1.3)

[E1 +E2]
E, ve E; iki enantiyomerin mol miktarlaridir.
% Enantiyosellektivite 1.4 formiiliine gore hesaplanir.
E1
% Enantiyosellektivite (% es) =—  x100 (1.4)
E1+E2
E = Fazla olan enantiyomerin mol miktar1
Ornegin, 2-biitanol enantiyomerlerinin bir karisgimmm — +6,76”lik 6zgiil

cevirme gosterdigini varsayalim. Bu durumda (S)-(+)-2-biitanoliin enantiyomerik

fazlaliginin %50 oldugunu sdyleyebiliriz.

: . +6576 0
% Enantiyomerik fazlalik = X 100
+13,520




Bu karigimin enantiyomerik fazlaliginin %350 oldugunu sdyledigimizde, bu
fazla olarak bulunan (+) enantiyomerin, bu karisgtmin %350’sini olusturdugu, diger
%350’sinin de rasemik sekilde oldugu anlamina gelir. %50’sinin rasemik olmasindan
dolayi, bunlar birbirinin optik c¢evirmesini yok eder ve yalnizca (+)
enantiyomerlerden olusan karisimin %50’lik kismi gozlenen optik ¢evirmeye katkida
bulunur. Bu yiizden, gozlenen cevirme, karigimin yalnizca (+) enantiyomerden
olusmasi durumunda beklenen donmenin %350 ‘si, yani yarisidir.

Yukarida bahsedilen karisimin gergek stereoizomerlik bilesimi nedir?

Toplam karigimin %50’sini, iki enantiyomerin esit miktarda bulundugu rasemik sekil
olusturuyor. Bu nedenle, bu %50 ‘nin yaris1 (% 25)(-) enantiyomer ve diger yarisi (%
25)(+) enantiyomerdir. Karisimin diger %50’side enantiyomerik fazlaliga neden olan
(+) enantiyomerdir. Sonu¢ olarak karisim %75 (+) enantiyomer ve %25 (-)
enantiyomer igerir.

1.1.4. Mutlak Konfigiirasyonun Belirlenmesi

Optik cevrilme; enantiyomerlerin d — (+) ve 1- (-) formundaki farklilig:
belirlemektedir. Fakat bu bize, asimetrik merkez atomuna baglanan grup ve ya
atomlarin uzaydaki dagilimi hakkinda bir fikir verir. Bir enantiyomer, tek bagin
etrafindaki gruplarin donmesi ile degisik konformasyonlarda olabilir, ancak
konfigiirasyondaki bu degisme i¢in asimetrik karbondaki baglarin kirilmast gerekir.
Yani, bir enantiyomerin konfigilirasyonu sabittir.

Laktik asidin iki enantiyomerini ele alarak bunu incelersek; Laktik asidin bir
formu diizlem polarize 15181 saga cevirirken, diger formu diizlem polarize 15181 sola
cevirmekte ve sirasiyla (+) — (-) — olarak etiketlenmektedir. Laktik asidin bu iki

konfigiirasyonunu Sekil 1.1.de gosterilmistir. Sorun su; hangi yap1 (+) — Laktik



asidi, hangi yap1 (-)- Laktik asidi belirler. Diger bir deyisle konfigiirasyonlar nasil
ayrilir.

Van’t Hoff’dan sonra neredeyse yiizyila yakin bir siire, enantiyomerlerin
mutlak konfigiirasyonlariin kesin olarak nasil belirlenecegi tanimlanamadan kaldi.
Bu  durum 1951°de  Bijvoet  tarafindan,  enantiyomerlerin = mutlak
konfigiirasyonlarinin  X-1sinlar1  spektroskopisi (X-Ray) ile belirlenebileceginin
bildirilmesi ile degisti.

Mutlak konfigiirasyonun X-Ray ile belirlenebileceginin bilinmesinden ¢ok once,
kiral molekiillerinin asimetrik merkezinin konfiglirasyonunun belirlenebilmesi igin,
tiimii ile keyfi olarak, (+)- Gliseraldehitin standart olarak secilmesi yerlesik bir kural
halini almisti. Konfigiirasyunun belirlenebilmesi i¢in ilk olarak Emil Fischer
tarafindan onerilen Fischer izdiisiim formiilii temel alinmisti. Fischer bunu ilk olarak
glukoz molekiiliiniin d-enantiyomerinin stereokimyasal diizenlemesi i¢in kullanmisti.

Fischer izdiistimiinde, molekiildeki biitiin baglar yatay ve diisey ¢izgilerle
gosterilir. Yatay cizgilerin gozleyene dogru, dikey c¢izgilerin gozleyenden uzakta
oldugu varsayilir. Uzun karbon zinciri dikey olarak gosterilir ve yiiksek degerli
karbon en iiste yazilir. Fischer, konfigiirasyonu ayirmada tiimiiyle keyfi olarak,
asimetrik merkeze bagli OH grubunu saga yonlenen (+)- gliseraldehiti, D-(+)-
gliseraldehit olarak isimlendirdi. (+) —glikozu da (+)-gliseraldehit gibi gosterdiginde,

geriye sadece glukozun besinci karbonundaki asimetrik merkez kald1 (Sekil 1.3a,b).



CHO

HO

CH,0H HOH,C

Sekil 1.3. D-Gliseraldehitin a) Fischer izdiisiim formiilii b) {i¢ boyutlu gdsterimi
Fischer izdiisiim formiiliine alternatif olarak molekiillerin ii¢ boyutlu
gosterimi gelistirildi. Bu gosterimde koyu baglar gozleyene dogru, kirik baglarda
gozleyenden uzak sekilde betimlenir.
Biitiin kiral molekiillerin, D-(+)-Gliseraldehit ve L-(-)- Gliseraldehit referans
alinarak, konfiglirasyonlar1 D ve L olarak belirlenir. Fischer izdlisiim formiiliine gore
en ylksek numarali asimetrik merkeze gore belirlenir. D-Eritroz (a) ve D-Treoz

(b)gosterilmistir (Sekil 1.4a,b).

CHO CHO

2 2
H——1—OH HO ——H

3 3
H——-——OH H——OH

4 4

CH,0H CH,OH

a b

Sekil 1.4. Fischer’e gore D-Eritroz (a) ve D-Treoz (b)
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 karigiklara yol agmaktaydi.



Bu nedenle mutlak konfiglirasyonun 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 bagli gruplarin dnceligine gore belirlenir (Sekil 1.5.). Ornekte
baglh gruplar, azalan Oncelige gore, a>b>c>d seklinde siralanmistir. Baglanan
gruplarin 6nceligi cis-trans izomerligini belirlemede kullanilan E-Z sistemindeki gibi

bulunur.

Sekil 1.5. Cahn-ingold-Prelog sistemi

Atom numarasi en biiyiik olan atom en 6ncelikli gruptur.
Ornegin ; C1 >S >F >0 >N >C >H
Eger bagl iki atom ayni ise, bagli olan grupta farklilagma oluncaya kadar
diger atomlara bakilir.
Omegin: CH,C1 >CH,0OH >CH,CH; >CHjs;....vb.
Cift baglar, iki tane tek bag gibi disiiniiliir.
Ornegin: CH, = CH,, CH,CH;

Buna gore; -COOH > -CO- >COH >-CH,0H >-CN >-C¢Hs>-CH= CR; dir.



Sekil 1.5.¢ gore konfigiirasyon belirlemek gerekirse, en diisiik oncelikli grup (d)
gozleyenden uzak bir sekilde ¢izilir ve diger gruplara bakilir.

Eger oncelikli gruplar olan a—»b ¢

saat yoniinde dogru ilerliyorsa
konfiglirasyon R olarak saat yoniiniin tersine ilerliyorsa konfigiirasyon S olarak
adlandirilir.

Tiim bu sdylenenleri optikce aktif bir bilesik olan Fenilglisin’i 6rnek olarak

alip 6zetlersek (Sekil 1.6.) :

Sekil 1.6 . D-(-)- Fenilglisin

Bu fenilglisinin ticari kullanimi olan levorotatori yani (-) ya da (1) izomeridir.
Ficher izdiistim formiiliine gére D- konfigiirasyonundandir ki bu da D- ve | —
ayirmalarinda kanisikliklara yol agar. Bu karisikliklardan kurtulmak i¢in (R)-(S)
sistemini kullandigimizda ise, molekiil R-konfigiirasyonundadir. Fischer izdiisiim
formiili 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 sayisi
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 goriintlisi vermiyorsa bunlar

enantiyomer degillerdir. Enantiyomer olmayan bu stereoizomerler “ diastereomer >’
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olarak adlandirilirlar. Bu tanim yalnizca kiral molekiiller degil ayn1 zamanda akiral

(13

molekiil olan “ cis-trans” geometrik izomerlerini de kapsar. Diastereomerlerin

kimyasal 6zellikleri ve erime noktasi, ¢oziiniirliik, yogunluk gibi fiziksel 6zellikleri

farklidir. Sekil 1.7.’de iki asimetrik merkezi olan efedrin molekiiliinii ele alirsak:

CHj CH3
2
2
H—|— NHCH;, CH;HN——H
1 1
H—— OH HO——H
= = |
. | A
(1 R,2S)-Efedrin (1S,2R)-Efedrin (18,28)-Psodoefedrin (1R,2R)- Psddoefedrin

Sekil 1.7. Efedrin molekiiliiniin Fischer izdlisiim formiilleri

(1R,25)-efedrin ile (1S,2R)- efedrin ve (1S,2S)-psddoefedrin ile (1R,2R)-
psoddoefedrin molekiilleri birbirilerinin enantiyomerleridir. Oysa (1R,2S)-efedrin ile
(1S,25)-psddoefedrin  stereoizomerleri, ayna goriintiisii iliskisi olmadigindan,
birbirilerinin enantiyomerleri degildir. Enantiyomer olmayan bu stereoizomerler
diastereomerdirle
1.1.6. Mezo yapisi

Sekil 1.8.’de iki asimetrik karbon atomu bulunan tartarik asidin 2" formiiliine

gore 4 tane stereoizomeri olmasi gerekirken 3 tane stereoizomeri vardir.
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COOH COOH COOH COOH

o H— OH HO——H
H— OH H —H ic simetri
diizlemi
HO———H H———OH H—1+—OH HO————H
COOH COOH COOH COOH
(R,R) (S,S) (R,S) (S,R)

Sekil 1.8. Tartarik asidin 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° gevirirsek diger yapiyi elde ederiz.
Dolayisiyla bunlar ayr1 bilesikler degil, ayni bilesiklerdir. Molekiil iki asimetrik
karbon atomuna sahip oldugu halde, molekiiliin iist yarisi alt yarisinin ayna
goriintiisii oldugundan, iki yar1 birbirinin ¢evirme ag¢isini yok etmektedir. Asimetrik
merkezleri olmasina ragmen ayna goriintiileri ¢akisan stereoizomerlere mezo sekli
denir. Buna tartarik asidin (R,S) ve (S,R) formlari, ayn1 molekiil olup Mezo-tartarik
asittir [10].
1.2. Kiralite ve Rezoliisyon

Kiral bilesikler etkilesirken enantiyomerlerinden biri 6zellikle canli

organizmadaki enzimatik reaksiyonlarda segici davranir. Ozellikle kiral ilaglarin (R)
veya (S) enantiyomerleri viicutta ayr etkilere sahiptir. Bazen (S) izomerin iyilestirici
yonde rol oynadig bir ilacin (R) izomeri kullanilirsa onarilmasi giic hasar meydana
getirir. Sakatlik veya korliik yapar, dldiiriicii olabilir. Ornegin tiiberkiiloz tedavisinde
kullanilan kiral ilaglardan (S,S)-ethambutolun sentezi sirasinda reaktant olarak (S)-2-

aminobiitanol kullanilmaktadir. Fakat (R)-2-aminobiitanol kullanildiginda ele gegen
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diger stereoizomer korliige sebep olmaktadir [8]. Ayrica 45 yil Once yasanmis
Talidomid olay1 bunun en giizel 6rnegidir [7].

Proteinler olusurken D ve L-amino asitler karisimi halinde degil, yalniz
L-amino asitlerden olugsur. D ve L-amino asitleri bir arada bulunduran protein
zincirleri diizenli bir a-sarmal yap1 olusturamaz. Enzimin yapisinda D-amino asitler
yer alirsa uygun geometrik bir yapi olusmaz ve enzim etkin katalitik 6zellik
gostermez. Enzimler sarmal yapiy1 olustururken segici davranirlar.

Bir diger kaynak asimetrik sentezdir. Emil Fischer 6zel bir seker serisi
tizerindeki caligmalariyla 5 karbonlu arabinozdan c¢ikip 6 karbonlu sekerlerin
eldesinde iki diastereomerik {iirlin miimkiinken yalniz bir tanesinin baskin iiriin
oldugunu gozlemlemistir [7].

Zayif elektrolitik etkilesimler, kiral simetrinin kirtlmast ve asimetrik
otokataliz biyomolekiiller kiralitenin diger kaynaklaridir. Yani kiral bir etki
yapilmadikga akiral bir bilesikten kiral bir bilesige ge¢is miimkiin olmamaktadir.

Eskiden beri kimyacilarin ¢alisma alanlarindan birisini de optik izomerlerin
ayrilmasi olusturmustur. Rasemik karigimin ayrilmasi ilk defa 1848’de L. Pasteur
tarafindan tartarik asidin optik izomerlerinin ayr1 ayr1 elde edilebildigi bir deneyle
gosterilmigtir. Pasteur, tartarik asidin sodyum amonyum tuzlarinin farkli yapilarda
kristallendiklerini gozlemleyerek bu iki tip kristal yapiyr bir cimbiz ve biiyliteg
kullanarak mekanik yolla ayirabildi. Ciinkii bu yodntem, enantiyomerlerin
ayrilmasinda genel uygulanabilirlige sahip bir yontem degildir. Giinlimiizde en iyi
bilinen ve en ¢ok uygulanan yontem rasemik yapiy1 diger kiral bir bilesigin tek bir
enantiyomeriyle tepkimeye sokmaktir. Bu islem bir rasemik yapiy1 diastereomerler

karisimina cevirir. Orne@in rasemik tartarik asit karigimiyla, kiral bir aminin
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enantiyomerlerinden biri reaksiyona sokulursa tartarik asitin amin tuzlarinin
diastereomerlerinin bir karisimi elde edilir. Diastercomerlerin fiziksel 6zelliklerinin
farkliligindan faydalanarak bu karigimi ayrilabilir ve sonra tekrar asitle muamele
ederek her bir tartarik asit enantiyomeri ayr1 ayr1 elde edilir [7].

Prokiral bir molekiilden mikrobiyal oksidasyonla enantiyomerlerden biri asir1
miktarda elde edilebilir. Ciinkii kullanilan bakteri yapisi tek bir enantiyomerden
olustugu i¢in, liriin de tek bir enantiyomerin fazlaca elde edildigi izomer olacaktir.
Bir diger tabirle enantiyomerik asirilik (e.e.) adini verdigimiz bu olay tek bir
enantiyomerin yiiksek verimle elde edilmesidir.

Ayni sekilde kinetik rezoliisyon yoluyla (R) ve (S) esterlerin enantiyomerik
karigimi enzimatik hidrolize ugratilarak karboksilik asidin enantiyomerlerden birini

bu tip bir ydontemle asir1 oranda elde etmek miimkiindiir (Sekil 1.9.).

Pirokiral Molekil

Asimetrik Sentez Mikrobiyal Oksidasyon

Kinetik Rezoliisyon Enzimatik Hidroliz
| CH;
CH,
COOCH,
COOCH,
CH,0
CH,0
(S) (R)

Sekil 1.9. Kinetik rezoliisyon iizerinden asimetrik sentez
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Rasemik karigimi ayirmada bagvurulan diger yontemlerden bir tanesi de kiral
sabit bir faz olusturarak kiral bir kolon hazirlayip rasemik karisimi bu kolondan
hareketli bir fazla elue etmektir. Bu islem i¢in kullanilan sabit fazlar1 igeren kolonlar
(Kiral ligand-degisim kolonu, Kiral afinite kolon, Helikal polimer kolon, Kavite
kolon, Pirkle-tip kolon) asagida ayrintili bir sekilde aciklanmistir.

1.3. HPLC ve Kiral Kolonlar
1.3.1. HPLC

Enantiyomerler ayni adsorpsiyon oOzelliklerine sahip olduklarindan diizenli
akiral adsorbentler iizerinden dogrudan kromotografik ayirmayla ayrilamazlar.
Ayirma, yalmizca farkli adsorpsiyon Ozelliklerine sahip olan diasteromerler
olusturularak iki yoldan basarilabilir. Bunlardan biri akiral kolonlar {izerinden
ayrilabilen diasteromerik molekiiller veren kiral bir reaktif ile aym tiirevin
prekolununu gerektirir. Digeri, yani ikinci yol ise kiral mobil fazin katki
maddesi(CMPA) veya kiral durgun fazin (CSP) olusumunda bir kiral selektor ile
enantiyomerlerin  etkilesimi araciligiyla kisa siireli (gecici) diasteromerler
olusturmaya yoneliktir. Ticari agcidan mevcut olanlarin ¢ogu kiral durgun faz olarak
tanimlanan genis bir cesitlilikle ortaya konuldu ve daha ileri tekniklerle gelistirildi.

Kiral durgun fazin farkl tipleri agagidaki gibi siniflandirildi:
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1. Kiral -ligand degisim kolonu
2. Afinite kolonu
3. Sarmal kolon

4. Kavite kolon

e

Pirkle-tip kolon
1.3.2. Kiral kolonlar
1.3.2.1. Kiral Ligand degisim kolonu

Davankov ve arkadaslar1 Kiral ligand degisim kromotografisinde optik
olarak aktif ligandi, amino aside kovalent yolla bagladilar. Klorometillenmis
polistiren esas alindi. Daha sonra Giibitz ve meslektaslar1 3-Glisildipropil halkasiyla
silikaya baglanan L-prolini yani silika baglantili kiral sabit faz1 gelistirdiler. Cu(II)
iyonlariyla adsorbent yiiklendikten sonra Rasemat kromatografik ayrilmaya ugratildi.
Her bir amino asit molekiilii bir karisim kompleksi olusturmak igin polimere
bagli  prolin ligandlarindan birinin yerine gecti (Sekil 1.10.). Kisa siireli olusan
diastereomerik kompleksler sirasiyla 8 kcal/mol’den biiylik serbest enerji farklilig

gosterebilen (R) ve (S) amino asit enantiyomerleriyle olusturuldu.
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Sekil 1.10. Kiral ligand degisim kromatografisi
1.3.2.2. Afinite kolon

Birka¢ serum proteini, farmakolojik agidan aktif bilesiklerin genis bir
cesitliligiyle enantioselektiv etkilesimler gecirir. Bu amagla Bovine serum albiimin
(BSA) veya HPLC i¢in kullanilan 6zel bir silikaya bagli bir - asit Glukoprotein
(AGB) temel esasli sabit faz gelistirildi. Bunlarin ikisi de kiral ilaglarin ayrilmasi i¢in
gayet uygundur ve sik sik yiiksek ayirma faktorleri gosterir. Bir protein igin
beklenebilecek ayirma; pH, iyonik gii¢ ve sicaklik gibi bir¢ok parametreye baglhdir.
Bu yiizden, optimum sartlar1 her bir bilesik i¢in ayr1 ayr1 belirlemek zorunludur.
1.3.2.3. Sarmal Polimer kolon

Sarmal yapilt polimerler sterik etkilerin kaynagi iizerinden enantiyomerleri
ayirabilir. Sarmal polimer fazla birkag seliiloz tiirevi ve poli(trifenilmetil)metakrilat
gibi sentetik polimerler icerir. Ornegin farkli seliiloz tiirevleri (Sekil 1.11.) ticari
bakimdan mevcut olan ve genig bir sekilde kullanilan makrogdzenekli silika

tizerinden adsorplandi.
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OH R= CH,CO - ;

R=PhCO -;
0] R=PhNHCO -;
/\/ \/O R= PhCH2_1
R= PhCH=CHCO -
RO—

OR

Sekil 1.11. CSPs olarak kullanilan Seliiloz tiirevleri

Poli(trifenilmetil)metakrilat’in  polimerizasyonu spartein-biitillityum  gibi
kiral iyonik olmayan baslatici’nin yaninda sarmal yapisi sayesinde kiral olan bir
isotaktik polimer verir. Biiyiik trifenilmetil gruplarin bir sarmal konformasyon
olusturarak biiyliyen polimer zincirini yonlendirdigi tahmin edilmektedir.
Rasemat’larin genis bir oranda iyi ayirimlari makrogozenekli silika {izerinde
adsorplanan bu polimerleri kullanarak elde edildi.
1.3.2.4. Kavite kolon

Siklodekstrinler 1,4—konumu araciligiyla baglanmis alfa —D-Glukoz’dan
olugsmus halkali oligosakkaridlerdir. En yaygin olanlar1 i¢ bosluklar1 hidrofobik bir
halka biciminde olan ve sirastyla 6,7 ve 8 glukoz birimleri iceren alfa — beta ve gama

Siklodekstrinlerdir (Sekil.1.12.).
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Cesitli bilesikler kompleks verirken bu kaviteye uygun biiytikliikte iseler
etkilesim gerceklesebilir. Yoksa kompleks olusmaz. Beta ve alfa formlar genis
uygulanabilirligi bulunan kiral sabit fazlar olusturmak igin silikaya basarilt bir
sekilde baglandi. Onlar diger bir ¢ok kiral sabit fazlar’dan ve mevcut olan hazir satin
alinan standart kolonlardan daha ucuzdur.
1.3.2.5. Pirkle tip kolon

Pirkle ve arkadaglar1 amino asit tiirevlerinden ibaret bir seri CSP (Kiral sabit
fazlar) kolon gelistirdiler [11]. Bu, silikaya tutturulmus hem iyonik hem de kovalent
etkilesmeyle dogal N-(3,5-dinitrobenzoil )fenilglisin tiirevlerinden olusan sabit bir
fazdir. Bu anlamda bir¢ok kolon analitik amacgli veya sentetik amagli olarak
gelistirilerek piyasaya siirlildii ve genis uygulama sahasi buldu[12]. Ayrilmanin
mekanizmasi; yiik-transfer etkilesimi, hidrojen bagi olusumu, dipol-iyon

etkilesimleri veya sterik nedenlerden kaynaklanan etkilesimler olabilir (Sekil 1.13.).

DT L 1R
Si—o—Si—l —c‘ ¢ —NH; -oocC —C— NC—@
A

NO,
oF

|
O
C

‘ ‘ H H ‘H H T ‘
\
Si—0 —si—cC c—¢cC —l‘\l —‘c —c; @
N @

z—I

N
NO,
NO,
Sekil 1.13. Pirkle-tip kiral sabit faz
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Bu diisiinceden hareketle sabit faz olarak Sepharose-4B maddesine
tutturulmusg bir L-tirozin iinitesine, uzatma kolu olarak asidik veya bazik amino
asitlerin aromatik amino tiirevlerini diazolama yoluyla baglandi. Bu kolondan
hareketli faz olarak degisik pH’larda tampon ¢ozeltiler kullanilarak biyolojik dneme
sahip baz1 aminler enantiyomerlerine ayrilmaya calisildi. HPLC ydntemiyle de kiral
UV dedektor kullanarak enantiyomerik saflik verimleri tayin edildi. Enantiyomerik
saflik tayinleri birka¢ yolla yapilir. Bunlardan en ¢ok kullanilanlardan biri optik
cevirme agisin1 Olgerek saflik derecesini tayin etmektir. Bu isler i¢in ¢evirme
acisindan faydalanir ve polarimetre yardimiyla optikge saflik su formiile gore
hesaplanir;

[a]
% Optik¢e Safik= ——— x 100

[a]o

[a]: Enantiyomerik karisimin optik ¢evirme agisi; [a],: Saf enantiyomerin ¢evirme
acis1
Buradan enantiyomerik fazlalik bulunur:
(R)-(S)
%ee.=— x100 (R > S i¢in)
R)+(S)
Ornegin R ve S karisimmindan olusan bir numunenin R ve S oran1 (R/S : 95/5) ise,

% e.e. = 90 bulunur.
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Bir diger analiz metodu HPLC yontemidir. Uygun sabit fazdan numune elue
edilirken enantiyomerlerden birinin sabit fazda daha fazla alikonmasi prensibine
dayanir. Bir diger metot, bozunmaya ugramadan kolaylikla buhar fazina gegebilen
bilesikler icin gaz kromatografisi (GC) veya gaz-likit kromatografisi (GLC)
yontemleridir.

Bir baska tayin metodu ise, NMR teknikleridir. Bu yontem; kiral lantanit
kaydirma reaktifleri kullanilarak enantiyomerlerden birinin digerine gore farkl
etkilesiminden dolayt NMR’da farkli bolgede sinyal vermesi prensibine dayanir.
Kiral kaydirma reaktif kullaniminda iki enantiyomerin protonlarina ait pikler ayni
kimyasal kayma (8 ppm) degerine sahipken, ortama kaydirma reaktifi ilave edildikten

sonra ayni1 protonlara ait iki farkli kimyasal kayma degeri ortaya ¢ikmaktadir
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2. ONCEKI CALISMALAR

Yapacagimiz ¢aligma ile tipatip ayni olmamakla beraber son zamanlarda bu
alanda benzer caligmalar yapilmaktadir ve kromatografik ayirmalara literatiirde
siklikla rastlanmaktadir. Rasemik karigimin ayrilmasi giinlimiizde degisik teknikler
kullanilarak yapilmaktadir. Bunlardan bir tanesi de kromatografik ayirmalardir.
Bunlardan Pirkle-tip kolon kromatografisi genelde amino asit tiirevlerinin silikajele
baglanarak olusturdugu bir seri degisik sabit fazin dolgu maddesi olarak
kullanilmastyla gelistirilmis bir tekniktir[13]. Bu teknikte N-(3,5-dinitrobenzoil)-
fenilglisin silikajele kovalent bagla baglanarak sabit faz olusturulur. Bu kolonlar
ticari yolla temin edilebildigi gibi arastirmacilar tarafindan da preparatif amacglh veya
analitik amacgli hazirlanabilirler. Kolonda enantiyomerik ayrilmanin mekanizmast;
yik transferi yoluyla etkilesim, hidrojen bagi olusturularak etkilesim, dipol
olusturularak etkilesim ve sterik yonden etkilesim gibi bircok kombine faktorlerle
aciklanmaktadir [14]. Pirkle ve arkadaglari (S)-leusin ve (R)-fenilglisinin N-(3,5-
dinitrobenzoil) ile olan reaksiyonundan elde ettikleri tlirevlerden yola ¢ikarak Pirkle-
tip kiral sabit fazlar hazirladilar ve hazirladiklar1 kiral sabit fazlar ile N-aril-a-amino
esterleri ve 2-karboalkoksiindolin’lerin  enantiyomerlerinin  rezoliisyonunda
kullandilar[15]. Hyun ve arkadaglari naproxen’in amit tiirevlerinin rezoliisyon
calismalarinda Pirkle-tip m-asidik kiral sabit fazlar kullandilar[16]. Kato ve
arkadaslar1  4-floro-7-nitro-2,1,3-benzoksadiazol (NBD-F) ’den elde ettikleri
tiirevlerden amino asit enantiyomerlerinin rezoliisyonu i¢in uzun alkil zincirleri
iceren yeni Pirkle-tip kiral sabit fazlar hazirladilar [17]. Hyun ve arkadaslar1 (S)-
leusin’den c¢ikarak sentezledikleri tiirevlerle yeni Pirkle-tip kiral sabit fazlar

hazirlayarak 2-hidroksikarboksilik asidin rezoliisyon g¢aligmalarini gerceklestirdiler
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[18]. Kraml ve arkadaslar1 ticari olarak bulunan rasematlarin karbobenziloksi
tiirevlerinin bir serisini hazirladilar. Bu hazirladiklar1 bu seri bilesiklerle ¢esitli
mobil fazlar, polisakkaritler ve Pirkle-tip kiral sabit fazlar kullanarak enatiyoselektif
kromatografi yontemiyle analizler yaptilar. Bu analizler sonucunda
karbobenziloksi’den elde edilmis bilesiklerin HPLC ve SFC sartlart altinda iyi bir
kiral rezoliisyon gdosterdiklerini buldular [19]. Yilmaz ve arkadaslar1 dolgu maddesi
olarak Sepharose-4B kullanarak  yeni gelistirdikleri Pirkle-tip bir sabit faz
tizerinden biyolojik  Oneme sahip  B-metilfeniletilaminin rezoliisyonunu
gergeklestirdiler [20]. Pirkle ve arkadaslart naproxen ve diger steroidal olmayan anti
inflamatuar ilaclarin enantiyomerlerinin ayrilmasinda son zamanlarda gelistirmis
olduklar1 kiral selektorleri, mutlak konfigiirasyonun belirlenmesi i¢in kullandilar
[21]. Kiihn ve Wiesner konjuge bir dien sistemi igeren monohidroksipolienoik yag
asitlerinin  enantiyomerlerini Pirkle-tip bir sabit faz olan (R)-(-)-N-(3,5-

dinitrobenzoil)-a-fenilglisin (DNBPGQG) iizerinden ayirmayi basardilar [22].
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Calismada; Sigma-Fluka ve Merck firmalarinca ticari olarak satilan:

e p-nitrobenzilbromiir,  3-hidroksibutirik  asit, = R(-)-2-amino-1-biitanol,
L-tirozin, sodyum hidroksit, hidroklorik asit, siilfiirik asit, Pd/C, hidrazin
hidrat kullanildi.

e (oziicli olarak aseton, etanol, metanol, metilen kloriir, kloroform, petrol
eteri, dietileter ve diger organik ¢oziiciiler kullanildi.

e Ayrica 'H-NMR ve "C-NMR spektrumlari igin ¢oziicii olarak DMSO —dg ve
CDCl; kullanildi.

e Kolon dolgu maddesi olarak aktive edilmis Sepharose-4B kullanildi.

3.2. Kullanilan Cihazlar
e Polarimetre (Perkin Elmer)
e  Peristaltik pompa (Watson Marlow 323)

e Magnetik karistirici (Heidolph 1011)

Evaporator (Heidolph 4001)

pH-metre (WTW pH 526)

UV-spektrofotometresi A-35 (Perkin Elmer)

400 MHz 'H-NMR spektrometresi (Bruker AC model)

Manyetik ve mekanik karistirici.

Sicaklik 6l¢iimleri igin termometre.

Isitma i¢in; su banyosu ve yag banyosu.

Otomatik pipet ve pipet uglari.
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3.3. Metod
Pirkle tip kiral kolonun hazirlanmasi ve hazirlanmasi igin gerekli olan N-p-

aminobenzil-(R)-2-amino-1-butanol’un sentezi deneysel kisimda verilmistir.

26



4. DENEYSEL KISIM VE BULGULAR
4.1. N-p-nitrobenzil-(R)-2-amino-1-butanol sentezi

446 g (R)-2-amino-1-butanol ve 2.7 g 4-nitrobenzilbromiir 100 mL
benzende ¢oziildi. Azot atmosferi altinda ¢dzeltiye 1.3 g Na,COs ilave edilip yag
banyosunda 110°C’de 12 saat reflux edildi. Daha sonra ¢ozelti siiziiliip ¢oziicii
ucuruldu.Geriye kalan ham iiriin benzen ve diklormetan karisiminda kristallendirildi

[23 ]. EN.:113 °C, Verim:%70, Renk: Beyaz

B +Na,CO .
S NOzO/HNH
12 h Reflux 110C

Sekil 4.1. N-p-nitrobenzil-(R)-2-amino-1-butanol

4.2. N-p-aminobenzil-(R)-2-amino-1-butanol sentezi

1,2 g N-p-nitrobenzil-(R)-2-amino-1-butanol alinip 100 ml etanolde ¢oziildii.
Cozeltiye 0.15 g Pd/C eklenip su banyosunda 30 dakika reflux edildi. Daha sonra
damlatma hunisi ile 25 ml hidrazinhidrat yavas yavas damlatildi. 3 saat reflux
edildikten sonra ¢dzelti siiziiliip evapore edild. Benzende kristallendirildi [ 24].E.N.:

253°C, Verim: % 80, Renk: Sari
OH OH

"/ Pd /C+N,H, H,0
NO, N > NH, H
C,H50H+80C 3 h Reflux N

Sekil 4.2. N-p-aminobenzil-(R)-2-amino-1-butanol
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4.3. Kiral Kolonun Hazirlanmasi ve Enantiyomerik Verimin Belirlenmesi

4.3.1. Kiral kolon hazirlanmasi

Kiral kolon hazirlanirken dncelikle; 5.0 g aktiflestirilmis Sepharose-4B kolon
dolgu maddesi saf suyla sisirildi. Daha sonra nuge erleni kullanilarak sirayla saf su
ve 0.2 M pH 10 bikarbonat tamponu ile birka¢ kez yikandi. Dolgu maddesi bir

behere alindi ve bir magnetik karigtirici tizerinde 20 ml suda ¢oziilmiis 80 mg L-

tirozin ¢ozeltisi yavas yavas ilave edildi. 2 saat buzdolabinda (4 °C) magnetik
karistiric1 {izerinde karigtirildi. Daha sonra 16 saat karistirllmadan buzdolabinda
bekletildi. Buzdolabindan alinan dolgu maddesi nuge erleni ile 0.2 M pH 8.8

bikarbonat tamponu ile birkag kez yikandi ve 40 ml tampon i¢inde bir behere alindi.

50 mg N-p-aminobenzil-(R)-2-amino-1-butanol, 1 M 10 ml HCIl’de

sogutularak ¢oziildi. Bu karisima 5 ml suda ¢6ztilmiis 100 mg NaNO, ¢6zeltisi 0 °c

‘ta yavag yavas ilave edildi. Daha sonra bu karisim yukarida anlatilan dolgu
maddesine (40 ml tampon i¢indeki) magnetik karistirict lizerinde ilave edildi. pH
9.5’a getirildi (1 N NaOH ilave ederek). 3 saat oda sicakliginda karistirildi. Nuge
erleninde suyla yikandi ve 50 ml 0.2 M fosfat tamponuna alindi (pH 6). Kolona 15-
20 ml fosfat tamponu koyuldu ve pipetle yukarida hazirlanan dolgu maddesi
¢Ozeltisi yavag yavas ilave edildi. Daha sonra peristaltik pompaya baglanarak 50-60
ml fosfat tamponu (0.2 M pH 6) kolondan gecirilerek kolon dengeye getirildi. Bu
sekilde kolon hazirlanmis oldu. Kolonun hazirlamisi  Sekil 4.3°de gdsterilmistir

[12,20,25,26,27,28]:
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/OH
0 COOH
—C —NH—(|: —CH; OH
H

o

Sekil 4.3. N-p-aminobenzil-(R)-2-amino-1-butanol kulanilarak kiral sabit fazin

Z

Z

hazirlanmasi
4.3.2. Rasemik karisimin kolona tatbik edilmesi

Oncelikle 3-Hidroksibiitirik asit’in max absorbans degeri belirlendi. Bunun
icin 0,1 g 3-hidroksibiitirik asit, 100 mL saf suda ¢dzerek karisim hazirlandi.
Spektrofotometre ile 800-200 nm arasinda tarama yapilarak maddenin max

absorbans gosterdigi dalga boyu belirlendi. Sekil 4.4. de gorildigi gibi 3-
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hidroksibiitirik asit i¢in max absorbans degeri 330 nm’de bulundu. Bundan sonra

yapilan ¢aligsmalarda 3-hidroksibiitirik asidin absorbans degerleri 330 nm de okundu.

0410,
0,40

038
036
034
032
030
0.8
026
024
022
A0
0,18
0.16. 330,12
0,14
0,12
0,10
0,08
0,06

0,04

0,02
0’010 T T T T T T T T T T T 1

200,0 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800,0
nm

Sekil 4.4. 3-Hidroksibiitirik asidin 800-200 nm arasinda spektrofotometreyle yapilan

absorbans taramasi

3-hidroksibiitirik asidin rasemik karisimi ( 0,1 g/5 mL tampon) kolona tatbik edildi

ve pH 6 fosfat tamponu(0,2 M) ile yiiriitiildii. Akis hiz1 5 rpm/dk olarak peristaltik

pompa ile ayarlandi. Her bir tiip 3 mL olacak sekilde toplam 12 tiip eliiat alindu.
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Biitiin tliplerdeki karigimlarin absorbans degerleri 330 nm de spektrofotometreyle
belirlendi. Tablo 4.1 de goriildiigii gibi 6. 7. ve 8. tiiplerde maddenin bulundugu (3-
hidroksibiitiri asit) tespit edildi.

Ayni sekilde pH 7 ve pH 8 posfat tamponlart kullanilarak yapildi. Ancak bir
sonug elde edilemedi.

Tablo 4.1 pH 6 fosfat tamponu kullanarak kolondan alinan eliiatlarin (3-
hidroksibiitirik asit) absorbans degerleri

Tiip Absorbans
No (A330 nm)

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

6 0,35

7 0,97

8 0,45

9 0

10 0

11 0

12 0
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4.3.3. Polarimetre ile Kiral (R) ve (S)-3-hidroksibiitirik asidin Cevirme
Acisinin Belirlenmesi
Saf (R) ve (S)-3-hidroksibiitirik asitlerden 0,1’er g alind1 ve ayr1 ayr1 5’er mL
posfat tamponunda ¢6ziildii. Polarimetre ile ¢evirme agilar1 belirlendi.
(S)-3-hidroksibiitirik asit igin o = +22°
(R)-3-hidroksibiitirik asiti ¢in o = -22°
Kolondan alinan eliiat(6. 7. ve 8. tiip) karisimlarinin ¢evirme agilari ise;
6.tip o =+2,5°
7.tip o=+1,5°
8.tip a=-0,3°

4.3.4. Enantiyometrik Fazlahgin Belirlenmesi

Gozlenen Ozgiil Cevirme Agisi

% Enantiyometrik Fazlalik = x 100

Saf eneantiyomerin Ozgiil Cevirme Acisi
Buna gore;
+2,5°
% Enantiyometrik Fazlahk= ~— x 100=11,4 olarak belirlendi.

+22°
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5.SONUC VE TARTISMA

5.1. N-P-Nitrobenzil-(R)-2-Amino-1-Butanol i¢in Spektroskopik Sonuclar

"H NMR Spektrum Sonuglari:
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Sekil 5.1. N-p-nitrobenzil-(R)-2-amino-1-biitanol’un "H NMR Spektrumu
P
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BC NMR Spektrum Sonuclari:

Sekil 5.2. N-p-nitrobenzil-(R)-2-amino-1-biitanol’un >C NMR Spektrumu

35



5.2. N-P-Aminobenzil-(R)-2-Amino-1-Butanol I¢cin Spektroskopik Sonuclar

NH,

'"H NMR Spektrum Sonug¢lari:
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Sekil 5.3. N-p-aminobenzil-(R)-2-amino-1-biitanol’un 'H NMR Spektrumu
p

37



BC NMR Spektrum Sonuclari:

Sekil 5.4. N-p-aminobenzil-(R)-2-amino-1-biitanol’un >C NMR Spektrumu
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5.3.Enantiyomeik Verim

Bu c¢alismada kiral 3-hidroksibutrik asid rasemik karigimi Pirkle tip kolon
kromatografisi yontemiyle enantiyomerlerine ayirmaya caligilmistir. Bu amagla
kolon dolgu maddesine yapisinda amino grubu bulunan bir kiral organik madde
ligant olarak takilmistir. Ligand olarak takilan organil bilesik pH 6,7 ve 8 de
proton alarak katyon halindedir. Ayn1 pH’larda enantiyomerlerine ayirmak istenilen
kiral 3-hidroksibutrik asit proton vererek anyon halindedir. Dolasiyla kolona tatbik
edilen anyonik bilesik kolon dolgu maddesinin katyonik ligant1 tarafindan
tutulur. Fakat kolon tarafindan tutulan kiral bilesigin bir enantiyomeri diger
enantiyomere gore farkli oranda olmasi beklenir.

Calismamizda 0.2 M pH=6 fosfat tamponu ile yapilan ayirma isleminde
(S)-3-hidroksibiitirik asidin (R)-3-hidroksibiitirik aside oranla daha fazla kolon
tarafindan tutuldugu gozlenmistir. Kolondan alinan eliiatin 6. ve 7. tiiplerinde (S)-
enantiyomerin oldugu, 8. tlipte ise (R) — enantiyomerin oldugu polarimetre ile
yapilan Ol¢limlerde bulunmustur. Enantiyomerik fazlalik 11.4 olarak bulunmustur.
Bu oran fazla yiiksek olmamasmma ragmen , hazirladi§imiz kolonun rasemik
karigimin enantiyomerlerine ayirma kapasitesine sahip oldugu goézlenmistir.

Ayni ¢alismanin pH 7 ve 8’de sonu¢ vermemesi ilging bulunmustur. Ciinkii
bu pH’larda ligant katyonik, 3-hidroksibiitirik asit anyonik karakterdedir. Fakat
pH=6 tamponunda elde edilen degere benzer veya yakin bir sonug¢ elde

edilememistir.
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7. TABLO LISTESI
1. Tablo 4.1 pH 6 fosfat tamponu kullanarak kolondan alinan eliiatlarin (3-

hidroksibiitirik asit) absorbans degerleri

43



8. SEKIL LISTESI

1. Sekil 1.1. Laktik asidin Enantiyomerleri

2. Sekil 1.2. Diizlem polarize 151g1n ¢evrilme yonleri

3. Sekil 1.3. D-Gliseraldehitin a) Fischer izdiistim formiilii b) ti¢ boyutlu gosterim
4. Sekil 1.4. Fischer’e gore D-Eritroz ve D-Treoz

5. Sekil 1.5. Cahn-ingold-Prelog sistemi

6. Sekil 1.6. D-(-)- Fenilglisin

7. Sekil 1.7. Efedrin molekiiliiniin Fischer izdiisiim formiilleri

8. Sekil 1.8. Tartarik asidin stereoizomerleri

9. Sekil 1.9. Kinetik Rezoliisyon {izerinden Asimetrik sentez

10. Sekil 1.10. Kiral ligand degisim kromatografisi

11. Sekil 1.11. CSPs olarak kullanilan Seliiloz tiirevleri

12. Sekil 1.12. Siklodekstrinlerin yapilari

13. Sekil 1.13. Pirkle-tip kiral sabit faz

14. Sekil 4.1. N-p-nitrobenzil-(R)-2-amino-1-butanol sentezi

15. Sekil 4.2. N-p-aminobenzil-(R)-2-amino-1-butanol sentezi

16. Sekil 4.3. N-p-aminobenzil-(R)-2-amino-1-butanol kulanilarak kiral sabit fazin

hazirlanmasi

17. Sekil 4.4. 3-Hidroksibiitirik asidin 800-200 nm arasinda spektrofotometreyle
yapilan absorbans taramast

18. Sekil 5.1. N-p-nitrobenzil-(R)-2-amino-1-biitanol’un '"H NMR Spektrumu

19. Sekil 5.2. N-p-nitrobenzil-(R)-2-amino-1-biitanol’un *C NMR Spektrumu

20. Sekil 5.3. N-p-aminobenzil-(R)-2-amino-1-biitanol’un '"H NMR Spektrumu

21. Sekil 5.4. N-p-aminobenzil-(R)-2-amino-1-biitanol’un *C NMR Spektrumu

44



OZGECMIS

Adi Soyadi :Mehmet KAYA

Dogum Yeri  :Adiyaman

Dogum Tarihi :1971

Medeni Hali ‘Evli

Yabanci Dili  :Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)

Lise :Adryaman Lisesi, 1989
Lisans : Dicle Universitesi Ziya Gokalp Egitim Fakiiltesi, 1993
Yiiksek Lisans  :-

Calistign Kurum/Kurumlar ve Yil: Ozel Egitim Kurumlart: 1993-2010

Yayinlar1 (SCI ve diger):

45



	1.TEZ KAPAK
	2.TEZ-    İÇİNDEKİLER
	         Bu çalışmanın amacı Pirkle tip yeni bir kiral sabit faz (CSP) hazırlayarak biyolojik ve tıbbi açıdan önemi olan 3-hidroksibutirik asidin rasemik karışımını kolon kromotografisi yöntemiyle enantiyomerlerine ayırmaktır. 

	3.TEZ-GİRİŞ

