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Ampisilin, gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi etkili ve aside dnemli 6lgtide
dayaniklidir. Sahip oldugu bu 6zelliklerden dolayi c¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilabilmesi, farmakolojik agidan 6énemli bir antibiyotik olmasini saglar. Yan
zincirinde bulunan asimetrik karbon atomundan dolay! sentezlendiginde iki farkli
enantiyomerik formunun olmasi ve vicut icin sadece birinin yararli olmasindan

dolayi kiral olarak ayrilmasi gerekmektedir.

Kiral bilesiklerin ayrilmasi igin ¢esgitli yontemler bulunur. Tez kapsaminda bu
yontemlerden kapiler elektroforezin alt dallarindan biri olan misel elektrokinetik
kapiler kromatografi yontemi kullaniimistir. Ampisilinin enantiyomerik ayrimi
hazirlanan misellerin kapiler kolon iginde yalanci sabit faz olarak kullaniimasiyla
gerceklestiriimistir. Kolon igerisinde kullanilan miseller elektrolit ¢ozeltisine kritik
misel derisiminin Uzerinde anyonik bir yluzey aktif madde (SDS) eklenmesiyle

olusturulmustur.

Ligand degisim kromatografisi enantiyomerik molekullerin kiraliteye goére ayrilmasini
saglayan yontemlerden biridir. Ligand degisimi ligand gibi davranabilen kararsiz



komplekslerin olusumuna dayanir ve enantiyometrik ayrim bu kompleksler

vasitasiyla gerceklestirilir.

Ligand degisiminde kiral selektorler araciligiyla enantiyomerler birbirinden
ayrilmaktadir. Bu galismada L-Lizin monohidroklortr’ Gn ligand, bakir (llI) sulfat
pentahidrat’ iIn merkez iyonu olarak kullaniimasiyla ampisilinin enantiyometrik
ayrimi ligand  degisim-misel elektrokinetik  kromatografi yontemi ile

gerceklestirilmigstir.

Bu amacla ampisilin bilesiginin enantiyomerik olarak ayriimasi i¢in oncelikle L-Lys-
Cu*? aminoasit-metal kompleksi olusturulmustur. L-Lys-Cu*? kompleksini
olusturmak Ulizere etkilesime giren L-Lys amino asidi ile Cu*? iyonu arasindaki
optimize mol oranlarinin belilenmesi i¢cin UV-VIS spektrofotometresinden
yararlanilmigtir.  Kompleksin  karakterizasyon c¢alismalari ise FTIR-ATR
spektrofotometresi kullanilarak yapiimistir. Akim yodunlugu olgumu ile kritik misel
derisimi (CMC) belirlenmistir. Sonrasinda sentezlenen L-Lys-Cu*? kompleksi ile
kritik misel derisimi Uzerinde olusan SDS miseller etkilestiriimistir. Hazirlanan
misellerin ve Kkiral selektor ile etkilesimde olan misellerin karakterizasyon
calismalari, yuksek kontrastl gegirimli elektron mikroskobu, dinamik 1sik sagilimi

spektrometresi ve zeta boyut ve potansiyel analizort kullanilarak yapiimigtir.

Enantiyomerik ayrimlar kapiler elektroforez cihazi kullanilarak, misel elektrokinetik
kapiler kromatografi yontemiyle yapilmistir. Bu kromatografi sisteminde, SDS-L-
Lys-Cu*? misel-kiral selektor kompleksi ampisilinin enantiyomerik ayrimi igin yalanci
sabit faz olarak kullaniimistir. Elektrokinetik kosullar optimize edildiginde ampisilinin
enantiyomerik olarak ayrimi gercgeklestirilmistir. Ampisilinin elektrokinetik ayrimina
pH 1n, SDS miktarinin, uygulanan elektrik alaninin, basincin, organik ¢6zucu
oraninin ve ampisilin enantiyomer oranlarinin etkisi incelenmigtir. Hazirlanan
yalanci sabit fazin gergek érneklerdeki penisilin tlrevi antibiyotik olan ampisilinin
enantiyomerik safliginin kontroliinde ise yarayabilirligini kontrol etmek Uzere ilag
olarak satilan Alfasilin eczaneden satin alinmis ve optimize edilen elektrokinetik

kosullarda enantiyomerik saflik kontrol edilmistir.

Sonug olarak; ampisilin bilesiginin enantiyomerleri, kapiler elektrokromatografinin alt

dali olan misel elektrokinetik kapiler kromatografi ile ligand degisim mekanizmasinin



bir araya getiriimesi ile gergeklestiriimis ve enantiyomerik ayrim igin optimum

kosullar basaril bir sekilde belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Ampisilin, enantiyomer, ligand degisimi, kapiler

elektrokromatografi, misel elektrokinetik kapiler kromatografi, misel.
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Ampicillin is effective against gram-positive and gram-negative bacteria and is
significantly resistant to acid. Because of these properties, it can be used in the
treatment of various infections, making it a pharmacologically important antibiotic.
Due to the asymmetric carbon atom in the side chain when synthesized, it is
necessary to have two different enantiomeric forms and it needs to be chirally
separated because only one form is useful for the body.

There are various methods for separating of chiral compounds. Within the scope of
the thesis, a micelle electrokinetic capillary chromatography method, as one of sub
category of capillary electrophoresis, was used. The enantiomeric separation of
ampicillin was carried out by using miscelles which was used as stationary phase in
the capillary column. The micelles used in the column was formed by adding an
anionic surfactant (SDS) to the electrolyte solution above the critical micelle

concentration.

Ligand exchange chromatography is one of the methods that separates

enantiomeric molecules by using chirality. Ligand exchange is based on the



formation of unstable complexes that can act as ligand and the enantiomeric

separation is performed through these complexes.

In ligand exchange, the enantiomers are separated from each other by means of
chiral selectors. In this study, the enantiometric separation of ampicillin was carried
out by ligand exchange-micellar electrokinetic chromatography method using L-
Lysine monohydrochloride as a ligand and copper (Il) sulfate pentahydrate as a

central ion.

For this aim, firstly L-Lys-Cu?* amino acid-metal complex was formed to separate
the ampicillin compound enantiomerically. UV-VIS spectrophotometer was used to
determine the optimal molar ratios of the interacting L-Lys amino acid with the Cu?*
ion forming the L-Lys-Cu?* complex. Characterization studies of the complex were
carried out using FTIR-ATR spectrophotometer. Critical micelle concentration
(CMC) was determined by current density measurement. SDS micelles obtained
above the critical micelle concentration was interacted with L-Lys-Cu?* complex.
Characterization studies of the micelles and the micelles interacting with the chiral
selector were made using high contrast transmission electron microscope, dynamic

light scattering spectrophotometer and zetasizer analyzer.

Enantiomeric separations were performed using a micellar electrokinetic
chromatography method using a capillary electrophoresis instrument. In this
chromatography system, the SDS-L-Lys-Cu?* micelle-chiral selector complex was
used as a pseudostationary phase for the enantiomeric separation of ampicillin.
When the electrokinetic conditions optimized, the ampicillin was enantiomerically
separated. The effect of pH, SDS amount, applied electrical field, pressure, organic
solvent ratio and ampicillin enantiomer ratios were investigated on the electrokinetic
separation of ampicillin enantiomers. Alfasilin, sold as a drug was purchased from
pharmacy and the enantiomeric purity was controlled under optimized electrokinetic
conditions to check the usefulness of the prepared pseudostationary phase to
control the enantiomeric purity of ampicillin, the penicillin-derived antibiotic in real

samples.

As a result; the enantiomeric separation of the ampicillin compound was carried out

by combining the ligand exchange mechanism with micellar electrokinetic capillary



chromatography, the sub category of the capillary electrochromatography, and the

optimum conditions for the enantiomeric separation were successfully determined.

Key  words: Ampicillin, enantiomer, ligand exchange, capillary

electrochromatography, micellar electrokinetic capillary chromatography, micelle.
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1. GIRIS

Biyolojik veya farmakolojik olarak etki gosteren ilaglarin %60’ indan fazlasi asimetri
merkezi icerdiginden dolayi kiraldir. Bununla beraber ¢ogu durumda farmakolojik
etkinin tek bir enantiyomer ile sinirl oldugu, istenmeyen enantiyomerin daha az
aktiviteye sahip oldugu veya hi¢c aktivitesinin olmadigi hatta toksik etki

gOsterebilecegdi belirlenmigtir [1].

Klinikte kullanim alani bulan antibiyotiklerin bakterilere karsi diren¢ kazanarak
antibiyotigin etkisini azaltmasindan dolay: farkli gruplar igeren yan zincirlere sahip;
biyosentetik ve yari sentetik yeni turlerinin gelistiriimesi hizlandirniimigtir [2]. Bu
nedenle B-laktam halkasina sahip, genis spektrumlu, dusuk toksisiteli, yuksek
aktiviteye sahip kemoterapotik bilegikler gelistirilmigtir. Ampisilin, yuksek su
¢ozunurlugu, oral yoldan uygulandiginda yuksek emilim hizi ve asidik pH' da yuksek
stabilite gostermesi, genis spektrumlu olmasi ve gram-negatif ve gram-pozitif
bakterilere direng gdstermesi gibi avantajlarindan dolayi gesitli enfeksiyonlarin

tedavisinde basarili bir sekilde kullanilir [3-5].

Ancak Ampisilinin yan zincirinde bulunan asimetrik karbon atomundan dolayi D- ve
L- olarak iki enantiyomerik formunun olmasi ve yalnizca biyolojik sistemlerde aktif
olarak D-enantiyomerinin kullaniimasi [5] bu kiral bilesigin enantiyomerik olarak

ayrimini gerektirmektedir.

Rasemik karigimlarin enantiyomerik olarak ayrilma iglemleri kapiler elektroforez,
kristalizasyon, membran kullanimi, kromatografi, ekstraksiyon ya da enzimatik

kinetik rezolisyon yéntemleriyle yapilir [6].

Elektroforez yontemlerinden biri olan kapiler elektroforez mikro ve nanosivisal
kanallarla veya milimetrik kapilerlerde gerceklestirilen ¢ok iyi bir elektrik surtcull
ayirma islemidir. Bu yontemde analitler, bir elektrik alanin etkisi altinda go¢ ederek,

iyonik hareketliliklerine gore birbirinden ayrilirlar [7].

Burada kapiler elektroforez yontemininin segici, ucuz, basit ve hizli ayrim saglama
gibi avantajlara sahip olmasi, enantiyomerlerin ayrimini ve analiz igslemlerini oldukca
dusuk hacimlerde, yluksek ¢ozunurlikte ve etkinlikte gergeklestirebilmeye olanak
tanimaktadir [8].



Kapiler elektroforezin sahip oldugu yuksek ayirma guclt ve mikro-yuksek
performansli sivi kromatografisinin ylksek segiciliginin birlesimden olusan kapiler
elektrokromatografi analitleri birbirinden ayirmak icin en yaygin kullanilan kapiler
elektroforez gesididir. Kapiler kolon igerisinde bir dolgu maddesi veya misellerle
doldurularak sabit bir faz elde edilir. Misellerin bulundugu bu tir kapiler elektroforez

sistemleri misel elektrokinetik kapiler kromatografiyi (MECC) olusturmaktadir [9, 10].

Misel elektrokinetik kapiler kromatografi yonteminde ayrimda oldukca yuksek
derisimde sodyum dodesil sulfat gibi (SDS) ylizey aktif madde iceren ylksek pH’ da
bir elektrolit ¢dzeltisi kullanilir. Spesifik bir ylzey aktif madde derisimi Uzerinde,
yuzey aktif madde molekilleri kendi kendine toplanmaya basglar, miselleri
olustururlar ve bagka yUkllu parcaciklar gibi elektroforetik go¢ sergileyen kuresel
agregatlari olustururlar. Bu noktaya kritik misel derisimi denir. Miseller uzun zincirli,
hidrofobik kuyruk ve hidrofilik bas grubundan olusan amfifilik ylzey aktif madde
agregatlaridir [11-14].

Misel elektrokinetik kapiler kromatografi yonteminde tlrler alikonmaya benzer
sekilde miselin i¢ kisminda dagilmaya ugramaktadirlar. MECC sisteminde kritik
misel derisimi Uzerinde olugan bu miseller yalanci bir sabit faz olarak davranarak
analitlerin ayrimini saglamaktadir [10]. Terabe tarafindan 1984 yilinda tanitilan bu
yontemde [15]; deneysel kosullarin degistiriimesiyle hem nétr hem de yUkla analitler

ayni anda birbirinden ayrilabilmektedir [16].

Ik kez 1970 yilinda Davankov ve Rogozhin tarafindan tanitilan kiral ligand degisim
kromatografisi, enantiyomerik molekullerin kiraliteye gore ayrimini saglayan
yontemlerden biridir. S6z konusu olan bu ayrimda kullanilan kiral selektorler analit

ile etkileserek diastomerik bir G¢li maddenin olusumu saglar [17].

Zare ve grubu tarafindan ilk kez tanitilan kiral ligand degisimi kapiler elektroforez
yonteminde ayrim, kiral selektor-metal kompleksinin katki maddesi olarak

kullanimiyla gerceklesmektedir [18].

Sunulan c¢alismada kiral bir bilesik olan ampisilin antibiyotiginin D- ve L-
enantiyomerleri kapiler elektrokromatografinin alt bir kolu olan misel elektrokinetik

kapiler kromatografi kullanilarak, ligand degisim kromatografisi mekanizmasina



go6re birbirinden ayrilmistir. Yurttilen deneysel calismalar asagidaki basliklar

altinda gerceklestirilmigtir;

e L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksinin olusturulmasi igin uygun amino asit-
metal oraninin belirlenmesi, kompleksin olusturulmasi ve karakterizasyonu,

e Kritik misel derisiminin belirlenmesi

e SDS bazli misel ¢Ozeltilerinin hazirlanmasi ve karakterizasyonu

e Enantiyometrik ayrima; akimin, basincin, organik ¢o6zucunin, farkli SDS
derisimlerinin, ampisilin molekulinun farkli mol oranlarinin ve farkli tampon
¢cOzelti pH’ nin etkisini incelemek Uzere enantiyometrik ayrim kosullarinin
belirlenmesi,

e Tekrar kullanilabilirlik galismalarinin yapilmasi

o Gergek ornek olan Alfasilin antibiyotigi ile kinetik analizlerin yapiimasi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Antibiyotikler

Antibiyotikler mikroorganizmalar tarafindan dogal olarak meydana gelen, yari
sentetik olarak ya da dogal kdkenli bilesiklerin modifikasyonuyla sentetik olarak

uretilen bilesikler olarak tanimlanir [19, 20].

Ik antibiyotik olan Penisilin (Penisilin G), 1928 yilinda Alexander Fleming tarafindan
kesfedilmistir [20, 21]. Sekil 2.1’ de penisilinin kimyasal yapisi goérilmektedir [20].

Sekil 2.1. Penisilinin kimyasal yapisi.

Penisilinin kesfi ile 20.ylzyillin ortalarinda birgok hastaligin tedavisi mimkin
olmustur. Bu olay yuzyilin bulusu olarak tarihe ge¢mistir. Ancak sonraki yillarda
bakterilerin B-laktamaz enzimi Ureterek penisilinin yapisinda bulunan 4 Uyeli -
laktam halkasini hidrolize ederek bozmasindan dolay!r bakteriler tarafindan
antibiyotiklere karsi direng baslamistir. Bu sebeple penisilinlerin antibiyotik etkisi de
kaybolmaya baslamistir. Bakterilerin antibiyotiklere karsi gelisen direnglerinin

artmasi nedeniyle yeni antibiyotiklerin gelistiriimesi hizlandiriimigtir [2, 22].

2.1.1. Antibiyotiklerin Siniflandiriimasi
Antibiyotikler etki mekanizmalarina, etki glglerine ve kimyasal yapilarina gore c¢esitli
sekillerde siniflandirilir. Antibiyotikler etki mekanizmalarina gére siniflandirilirsa 5

farkli gruba ayrilir.



Bakteri hiicre duvar sentezini bozan ve litik enzimleri aktive eden antibiyotikler;
e Dbeta laktamlar

v penisilinler

v’ sefalosporinler

v" monobaktamlar

v karbapenemler

e siklosein
e ristosetin
e Dasitrasin

e teikoplanin

e vankomisin

Sitoplazma membran gegirgenligini bozan antibiyotikler;
e polimiksinler

e gramisidin

e nistatin

e amfoterisin B

e kandisein

o ketokonazal ve diger antifungal imidazoller,

o flukonazol ve diger antifungal trizoller,

e hekzaklorofen

o katyonik deterjanlar

Ribozomlarda protein sentezini bozan antibiyotikler;
o tetrasiklinler

e aminoglikozidler

e makrolidler

e amfenikoller

e linkozamidler

o fusidik asit

Bakteri genetik materyali Uzerine etki yapan antibiyotikler;
e florokinolonlar

e rifamisinler



¢ nalidiksik asit
e metronidazol
e aktinomisetler
e mitomisinler

e bleomisin

e asiklovir

e doksorubisin
e dounorubisin

e metotreksat

Bakteriyel antimetabolitler;

e sulfonamidler,

e sulfonlar
e PAS

e izoniazid
e etambutol

e trimetoprim [23, 24].

Bakteri hlicre duvari sentezini bozan ve litik enzimleri aktive eden antibiyotiklerden
beta laktam halkasina sahip olan penisilinleri etki spektrumlarina ve kimyasal

yapilarina gore siniflandirmak mimkuandur.

Dar spektrumlu penisilinler
e Pen-G ve Depo penisilinler
e Fenoksi penisilinler

e Beta-laktamazlara (Penisilinaz) dayanikh (Antistafilokokal) penisilinler

Geniscge spektrumlu penisilinler
e Aminopenisilinler
=  Ampisilin

= Amoksisilin

» Hetasilin
= Siklasilin
= Episilin



Genis Spektrumlu penisilinler
e Karboksipenisilinler
e Asilureido penisilinler

e Diger penisilinler [24] .

2.1.1.1. Ampisilin

Beta laktam halkasina sahip olan ve bakteri hiicre duvari sentezini 6nleyen bu
antibiyotik, yari sentetik olarak laboratuvar ortaminda sentezlenir. Ampisilin
aminopenisilin grubunda olup IUPAC adi, (2S, 5R, 6R)-6-[(2R)-2-amino-2-
fenilasetamido] 3, 3-dimetil-7-okso-4-tiya-1-azobisiklo [3.2.0] heptan-2-karboksilik
asittir [25].

Ampisilin, yillik en ¢ok Uretimi olan B-laktam antibiyotiklerinden biridir. YUksek su
¢ozunurlugu, oral yoldan uygulandiginda yuksek emilim hizi ve asidik pH' da yuksek
stabilite avantajina sahiptir [4]. Ozellikle klavulanik asit ile kombine edildiginde genis
spektrumlu bir antibiyotiktir [3]. Gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi

direncli olan bu antibiyotik insanlarda ve hayvanlarda kullanihir [5, 26].

Doyle ve arkadaslari ilk olarak 1961 yilinda ampisilini (alfa amino benzil penisilin)
a-benziloksikarbonilaminobenzilpenisilinin - sodyum ile paladyum katalizorleri

esliginde hidrojenleyerek (Sekil 2.2) elde etmislerdir [27].
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Sekil 2.2. Ampisilinin Hz ve Pd katazorlugu esliginde sentezi.

Ampisilinin yan zincirinde asimetrik karbon atomu bulunur. Bu nedenle optikge aktif
olan D- ve L-enantiyomerleri bulunur. D- izomeri L- izomerinden daha aktif oldugu
icin tedavide kullanilan gsekli D-izomeridir [5]. Sekil 2.3 de ampisilinin

enantiyomerleri gorulmektedir.

NHz NH;
Hoo H H
0 ——N CH; J<
o / ., o] . /’—N CH,
/ OH %‘\\
OH
D-Ampisilin L-Ampisilin

Sekil 2.3. Ampisilinin D- ve L-enantiyomerleri.



Bilesik beyaz ve kokusuz olup kristal yapidadir. Sodyum tuzu olan bilesigi de ayni
sekilde beyaz, kokusuz ve kristal olup higroskopik bir 6zellik gostermektedir.
Sodyumlu bilesiginin yani sira ampisilin seskihidrat, ampisilin monohidrat, ampisilin
trinidrat gibi farkli kristal su iceren formlari da mevcuttur [28]. Nétral ¢ozeltilerde
ampisilin sahip oldugu amin ve karboksilik asit gruplari nedeniyle amfoterik bir

Ozellik gostermektedir.

Hou ve Poole ampisilinin farkli pH’ da davranisini incelemislerdir. Notral halde olan
bu iyonun bazik ortamda anyon, asidik ortamda ise katyon haline donustugunu
belirlemislerdir [29]. Sekil 2.4’ de ampisilinden asit ve baz etkisiyle katyon ve anyon

olusumu goérulmektedir.

H S
T—CO—NH CHs
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3 CHa
N
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Sekil 2.4. Ampisilinden asit ve baz etkisiyle katyon ve anyon olusumu.

2.1.2. Antibiyotiklerin Kullanim Alanlan

Dunya capinda antibiyotik tuketiminin 100.000-200.000 ton arasinda oldugu tahmin
edilmektedir. Bu ilaglar ginimuzde genel olarak; tipta insan enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilir. Sadece tipta dedil ayni zamanda veterinerlik alaninda da
hayvan hastaliklarinin tedavisinde ve hayvanlarda buyimeyi destekleyici olarak
yaygin bir gsekilde kullaniimaktadir [30, 31]. Bunun yani sira gida sektorinde
besinlerin korunmasinda ve balikk gibi suda yasayan canlilarin saghgdi ve
blyUmesinde ve ilag sanayinde bilimsel arastirma faaliyetleri igin kullaniimaktadir
[23].



2.2. izomeri

Ayni molekll formuline sahip farkh bilesikler izomer olarak adlandiriimaktadir.

Izomerler yap1 izomerleri ve stereoizomerler olarak iki gruba ayrilir.

Yapi izomerliginde atomlarin diziligleri farkl bir sira ile olur ve bag yapilari da

birbirinden farkhidir. Cizelge 2.1’ de yapi izomerlerine ait érnekler goériimektedir.

Cizelge 2.1. Yapi izomerlerine ait 6rnekler.

Molekul Formalu Yap! izomerleri
C2HesO Etanol Dimetil Eter
CH;—CH,—OH CH3;—O—CHj
CsH7Cl 1-Kloropropan 2-Kloropropan
CH3—CH,;—CH,—Cl CH;—CH—CHj

Cl

Stereoizomerlikte ise atomlar ayni sirada baglanir. Sadece uzaydaki konumlari
farklilasmistir. Ornegin; alkenlerde cis- ve trans-izomerleri stereoizomerlerdir. Sekil
2.5 de cis- ve trans-1,2-dikloroeten gorilmektedir. Bu iki yapi ayni molekil
formuline ve ayni baglanmaya sahiptir. Yalnizca uzayda dizenleme bakimindan
farkhdir. Her ikisi de karbon-karbon ikili bagi ile birlestirilmis iki merkez karbon atomu
ve bu iki merkeze bagli klor ve hidrojen atomu icermektedir. Karbon-karbon ikili
baginin donmesi igin gerekli enerji kuvvetli oldugundan bu iki izomer kolay bir

sekilde birbirine donisememektedir.
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Cl H Cl H

\C/ \ﬁ/
C C
/
CI/ \H H \EI
cis-1,2- dikloroeten (CzHz2CIz) trans-1,2- dikloroeten (C2H2Clz)

Sekil 2.5. cis- ve trans- 1,2-dikoloroetenin kimyasal yapilari.

Steroizomerler, diastereomerler ve enantiyomerler olarak iki gruba ayrilir.
Enantiyomerler, molekulleri birbirinin ayna goéruntisi olan ama birbiriyle
¢cakismayan stereoizomerlerdir. Diastomerler ise birbirinin ayna goruntlsu olmayan

stereoizomerlerdir.

Sekil 2.6’ da gorulen cis-1,2-dimetilsiklopentan ve trans-1,2 dimetilsiklopentan
molekullerini ele alacak olursak; bu iki yapida birbirine donugsemeyen farkli
bilesiklerdir ve ayni molekul formuline sahiplerdir. Bu sebeple izomerlerdir. Ayni
sirayla baglanmalarindan dolayi yapi izomeri olamazlar. Oyleyse bu bilesikler
uzaydaki duzenlemeleri farkli oldugu icin stereoziomerlerdir. Ayna goruntuleri de

olmadigindan bu iki bilesik birbirinin diastereomeridir [32].

cis-1,2-dimetilsiklopentan trans-1,2 dimetilsiklopentan

Sekil 2.6. cis- ve trans- 1,2-dimetilsiklopentanin kimyasal yapisi.
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2.2.1. Enantiyomerler

Birbirinin ayna goruntusu olan ve birbiriyle cakismayan molekullere enantiyomer adi
verilir. Bir kiral karbon atomuna sahip olan bir molekul enantiyomer olarak
adlandirilan iki stereoizomer olarak bulunur. Enantiyomer molekulleri ayni erime ve
kaynama noktalarina sahiptirler. Ayni zamanda ayni kirma indisine, yaygin olan
¢bzuculerde ayni ¢ozundrlige, ayni kizildtesi spektrumlarina ve akiral reaktiflerle
ayni tepkime hizina sahiptirler. Bu bahsedilen 6zellikler molekuller arasi kuvvetlerin
bayukligune baglanmigtir. Birbirinin ayna goruntisu olan molekuller igin de

dolayisiyla bu kuvvetler ayni olacaktir [33].

2.2.2. Kiralite

Farmasotik agidan aktif bilegenlerin yaridan fazlasi kiraldir. Kiral bilegikler, ayni
molekul formuline sahip ayna goéruntlsit olan iki enantiyomerik formu bulunan
bilesiklerdir [6].

Kiral molekuller, stereojenik merkez olarak adlandirilan dort farkl atom ya da grubun
bagli oldugu en az bir karbon atomu icerirler. Stereojenik merkez ayrica kiral
merkez, asimetrik merkez ve stereomerkez gibi farkli isimlerle de adlandirilabilir.

Sekil 2.7’ de kiral molekulde bulunan stereojenik merkez gorulmektedir.

VIV / Stereojenik merkez

«C
W
Z

Sekil 2.7. Kiral molekulde stereojenik merkez.

2.2.3. Optikge Aktiflik

Enantiyomerler sadece baska bir kiral madde ile etkilestigi zaman farkli davranig
gosterirler. Diger molekullere karsi tek bir enantiyomer veya enantiyomerlerden
birinin fazlasini iceren reaktiflere karsi farkl tepkime hizi gésterirler. Bunun gibi
farkhliklari incelemek igin dizlem polarize 1sida kargi olan davraniglari
g6zlemlenebilir. Duzlem polarize 1s1§gin bir demeti enantiyomerin igerisinden

gegcirilirse polarizasyon duzlemi donmektedir. Polarize 151tk demetini bu sekilde
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cevirebilen maddelere optikge aktif madde denir. Enantiyomerler polarize 1sik
duzlemini egit miktarda ama zit yonde c¢evirmektedirler. Duzlemi saat yonunde
ceviren izomere dekstro izomeri adi verilerek d- veya (+) isareti seklinde gosterilir.
Duzlemi saat yonunun tersine geviren izomere ise levo izomeri adi verilir ve |- veya

(-) isareti ile gosterilir [32, 33].

Kiral olan bir yapinin iki enantiyomerini ayni anda igeren karisimlar optikge aktif
degildir. Ayrica akiral molekullerde optikge aktiflik gostermez. Genel olarak bir
maddenin optikge aktif olabilmesi icin kiral olmasi ve enantiyomerlerden birinin

miktarinin digerine gore daha fazla olmasi gerekmektedir.

2.2.4. Rasemik Karigimlar

Bir kiral bilegigin (+) ve (-) enantiyomerlerini egit miktarda iceren karigimlara rasemik
karisim adi verilir. Rasemik karisimlar optikge aktiflik goéstermez. Cunku
enantiyomerlerden biri polarize i1sik dizlemini saga gevirirken, digeri sola gevirerek

olusan etkiyi yok etmektedir. Bu karisimlari gostermek igin (z) isareti kullanilir [34].

2.2.5. Kiral Ayrimin Gerekligi

Biyolojik molekullerden olan enzimler, proteinler, hormonlar, besinler, sekerler,
yaglar gibi birgok molekul kiraldir. Dahasi vicudumuz da kiral bilesikleri tanimaktadir
[6]. Enantiyomerlerin rasemik karisimlara gore ¢ok daha etken olmalarindan dolayi
ve tek basina bulunan enantiyomerlerin ¢ok az ya da hi¢ yan etkisi
bulunmamasindan dolayi son 30 yilda enantiyomerik saf bilesiklerden olusan tibbi
ilaglara, tarimsal ilaglara, besin katki maddeleri gibi yararli kimyasal maddelere

ihtiyag her gegen gun artmaktadir [35].

Tek bir saf enantiyomerin rasemat karisimina gére daha guvenli ve ¢ok daha etkili
alternatifler saglamasi gibi ozelliklerinden dolayi tek izomerlerin gelistiriimesi ve

yenilenmesi igin farmasotik alanda buyuk bir ugras verilmektedir [6].

Kiral ilag etken maddesinin enantiyomerlerinden birisi vicutta fizyolojik olarak
degisiklik yaparken diger enantiyomer ya etkili olmaz ya da ciddi fizyolojik zararlara
yol acabilir. Kisacasi her bir enantiyomer bilesiginin vicutta aktive olmasi,
metabolize olmasi ve yan etkisi farkli oldugundan bu iki enantiyomerin ayrilmasi

gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir. Boylece biyolojik sistemler ve ilaglarin etkilesimlerinde
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kiralite cok biyiik bir 6nem arz etmektedir. Ornegin; softenon molekilinin (R)-
enantiyomeri insan vlcudunda yatigtirici bir 6zellik gdsterirken (S)- enantiyomeri

embriyoda bozukluga yol agmaktadir [35].

2.2.6. Kiral Ayirma Yontemleri
Kiral ayirma teknikleriyle ayni anda tek veya iki enantiyomer birbirinden
ayrilabilmektedir. Rasemik bir karisimin enantiyomerlerinin ayrilmasi igin kullanilan

yontemler;

e Kapiler elektroforez yontemi

e Kromatografi yontemi

e Kiristalizasyon yontemi

e Ekstraksiyon yontemi

e Membran kullanilarak yapilan yontemler

¢ Enzimatik kinetik rezolisyon yontemleridir.

Ekonomik olarak saf ilaglarin tretimi icin yogun bir caba sarf edilmektedir. Bununla
beraber bazi rasemik karisimlari ayirmak igin uygulanan yontemler zor ve pahaldir.
Bunun icin  6zel yontemler gelistiriimelidir.  Kromatografik  yontemler
enantiyomerlerin ayrilmasi igin kullanilan en yaygin yontemdir. Burada kiral
adsorbentler kullanilir. Kiral kromatografiler araciligiyla enantiyometrik ayrimlar

kolay bir sekilde yapilabilir [6].

2.3. Yuzey Aktif Maddeler

Suda, sulu bir ¢ozeltide veya susuz ortamda ¢ozunduklerinde sivi ylzeyini kugulten,
yani yuzey gerilimini azaltan maddelere yuzey aktif madde (Surfaktant) denir.
Cozucundn su oldugu durumlarda hidrofilik bir bas grubu ve hidrofobik bir kuyruk
grubuna sahip amfifilik karakterli bir yapiya sahiptirler. Sekil 2.8’ de yuzey aktif

maddelerin genel yapisi gorulmektedir.
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Hidrofobik Kisim Hidrofilik Kisim

Sekil 2.8. Ylzey aktif maddelerin genel yapisi.

Yuzey aktif maddelerin hidrofobik kismi sulu ¢ozeltiden ayrilma ve hidrofilik olan bag
kismi sulu ¢ozeltiye dogru egilim gdstermektedir. Bu iki tarafli olan hareket ara
yluzeylerde ylzey aktif maddelerin adsorpsiyonunu ve misellerin olusumunu
saglamaktadir. Yuzey aktif maddelerin bircogu polidispers sistemlerdir. Yani ayni
tipteler ama farkl zincir uzunluguna sahip ve diger yapisal 6zelliklerinin bazilarinda

farkhlik gosteren yapilardir.

2.3.1. Yiizey Aktif Maddelerin Siniflandiriimasi
Yuzey aktif maddeler olusumlarina gore siniflandirildiginda dogal ve sentetik olarak

iki farkli grupta incelenir.

2.3.1.1. Dogal Yuzey Aktif Maddeler
Dogal olarak meydana gelen amfifiller, basit lipitler (6rnegin, karboksil asit esterleri),
kompleks lipitler (6rnegin fosfor, azot veya seker iceren yag asitleri), kolik ve

deoksikolik asit gibi safra asitlerini igermektedirler.

2.3.1.2. Sentetik Yuzey Aktif Maddeler

e Anyonik yuzey aktif maddeler

Bu maddelerin yukleri negatiftir. Biyolojik sistemlerde ©6nemli aktiviteleri
bulunmaktadir. Nigsasta [36], proteinler [37], peptitler ve DNA [38] gibi cesitli
makromolekullere baglanarak ya da fosfolipit hucre zarlari gibi cesitli hlcre
Ogelerinin yapisina girerek bu kisimlarin fonksiyonlarini yerine getirememelerine

neden olurlar. Ornek olarak alkilbenzen siilfonat (deterjan), sabunlar (yag asidi),
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lauril sulfat (képUk ajani), dialkil sulfostksinat (islatici madde), lignosulfonat
(dagitici) verilebilir [39].

 fyonik olmayan yiizey aktif maddeler

Yuzey aktif maddenin hidrofilik kismi bir ylke sahip degildir. Hidrofilik gruplar alkol,
fenol, eter, ester, amit gibi ¢oziinemez turden oldugu igin sulu ¢ozeltide iyonize
olamazlar. Bu yapilar uzun hidrofobik alkil bir grup ile yuksek polariteye sahip notral

gruplarin birlestiriimesiyle olusmaktadir; sulfat, sulfonat veya karboksilat anyonlari.

Yuksek sicakliklara gikildigi zaman suda az ¢6zinUr ve daha hidrofobik hale gelirler.
iyonik olmayan bu yiizey aktif maddelerin biiyiik bir cogunlugu etilen oksitin
polikondenzasyonuyla elde edilir. Bu yolla olusan yapilara polietoksilenmis iyonik

olmayan maddeler adi verilir [39].

Bu maddelerin polar kismi polieter veya polihidroksilden olugmaktadir. Bu grupta
alkol etoksilatlar en genis kullanim alanina sahiptir. iyonik olmayan yiizey aktif
maddelere sodyum dodesil sulfat (SDS), alkil fenoletoksilat, penta

etilenglikolmonodesil eter ve poli oksietilen dérnek olarak verilebilir.

e Katyonik yuzey aktif maddeler

Katyonik yuzey aktif maddelerin yukleri pozitiftir ve suda ¢ozinebilir bir 6zellige
sahiptirler. Bu grubun buyUk bir kismi dogal yag asitlerinden gelen alkil tipi uzun
zincirli kuarterner amonyum ve amin tuzlari gibi azotlu bilesiklerden olusur.
Sentezleri yuksek basingl hidrojenasyon reaksiyonuyla gergeklestiginden dolayi bu
yuzey aktif maddeler anyonik ylzey aktif maddelere gore daha pahalidir. Katyonik
yluzey aktif maddelere 6rnek olarak, setiltrimetilamonyum bromur, dodesilamin

hidroklorur, hekzadesiltrimetil amonyum bromdur verilebilir.

e Amfolitik yuzey aktif maddeler

Tek bir ylzey aktif madde molekili hem anyonik hem de katyonik bir ¢béziinme
sergiliyorsa bdyle molekuller amfoterik veya zwitter iyonik madde olarak adlandirilir.
Yani hem pozitif hem de negatif yuk tasirlar. Amino asitler ve fosfolipitler gibi dogal
maddeler ve betainler veya sulfobetainler gibi sentetik Grinlerde bu durum so6z
konusudur [39].
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Yuzey aktif maddeler uzun zincirli alkil gruplari, uzun zincirli alkil benzen gruplari,
alkil naftalin gruplari, recgine turevleri yiksek molekil agirigina sahip propilen oksit
polimerleri ve polioksan gruplari gibi farkli yapilari igerebilirler. Sahip olduklari
hidrofobik grubun yapisi yuzey aktif maddenin gesitli 6zellikleri Gzerinde etkilidir.

Sekil 2.9’ da yaygin olarak kullanilan bazi ylzey aktif maddeler goériimektedir [39];
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Sekil 2.9. Yaygin olarak kullanilan bazi ylzey aktif maddeler.
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2.3.2. Kritik Misel Derigimi ve Misel Olugsumu

Yuzey aktif maddelerin hidrofilik kisimlari dig yluzeyde su ile temas halinde,
hidrofobik kisimlari ise i¢ bolgede olacak sekilde meydana gelen yapilara misel adi
verilir. Miseller belirli bir yuzey aktif madde derisiminden sonra meydana
gelmektedir. Yluzey aktif madde molekilleri sulu c¢ozeltilere ilave edildiginde
monomer yuzey aktif maddeler sivi-hava ylzeyinde bir tabaka olustururlar. Ylzey,
yuzey aktif ajan monomerleriyle doymus hale geldiginde ise yigin ¢ozeltisinde
miseller olugsmaya baslar. Bu noktaya kritik misel derigimi denir. Kritik misel derigimi
kisaca ‘CMC’ olarak gosterilir [40]. Sekil 2.10’ da misel olusumu sematik olarak

gOsterilmigtir.

Sekil 2.10. Misel olusumunun sematik olarak gosterimi.

Her ylzey aktif maddenin karakteristik bir kritik misel derigimi ve agregasyon (Bir
misel olugturmak icin gerekli yuzey aktif madde molekullerinin sayisi) sayisi vardir.
Bir diger 6nemli parametre ise Kraft noktasidir. Bu da ylzey aktif maddenin
¢ozunurlGgunun misel olusumundan dolayi hizli bir sekilde arttigr minimum sicakhgi
temsil eder [12, 41, 42].
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Cizelge 2.2. Bazi yuzey aktif madde tipleri, kritik misel derisimleri (CMC) ve ortalama

agregat sayilari (n).

Yuzey aktif madde Tipi CMC (M) n
Sodyum dodesil sulfat (SDS) anyonik 8.1x103 62
Sodyum tetradesil sulfat (STS) anyonik 2.1x103 138
Sodyum dodekanstilfat anyonik 7.2x103 54
Sodyum kolat anyonik 13-15x10° 24
Setiltrimetilamonyum bromir(CTAB) katyonik 0.92 x 103 61
Dodesiltrimetilamonyum bromir katyonik 15 x 1073 56
Brij-35 lyonik olmayan 0.1 x 103 40
Silfobetain Zwitter iyonik 3.3x103 55

Su igerisinde apolar bir madde ¢6ziindiglinde bu meydana gelen yapilanma artar
ve bu sebeple sistemin serbest enerjisinde bir artis meydana gelir. Bu artigla
beraber ylzey aktif maddeler sistemin enerjisini disurmeye ¢aligirlar. Bunun igin
hava-su arayuzeyine adsorplanirlar ve adsorpsiyon kapasitesi dolduktan sonra
molekdller kimelesmeye baslarlar. Monomerlerin  misellere  donusmesi
hidrokarbonun etrafindaki su yapilanmasinin bozulmasina sebep olur. Boylece su
molekulleri dizenli bir yapidan dizensiz bir yapiya geger. Bu gecis sonucunda
sistemde entropi artar ve entropinin artmasiyla serbest enerjide bir dugus meydana
gelir [43].

Misel olugsumu sinirh bir derisim arahigi uzerinde kendiliginden olugsmaya baslayan
dinamik bir prosestir. Bu proses sonucunda olusan misellerin buyuklugu yalnizca
amfifil molekdlin yapisiyla degil ayni zamanda ¢ozeltinin sartlariyla da belirlenir.
Olusan bu yapilar monomerler ile dinamik bir denge igindedir bu 6zellikleri de diger

assosiye kolloidlerden ayirmaktadir.

Misel c¢ozeltileri suda ¢ozunemez olan farkli hidrofobik bilesikleri ¢dézinur hale
getirebilirler. Miseller, hidrofobik ve elektrostatik etkilesimlere dayali molekuler
duzeyde analitlerle etkilesime girme kabiliyetine sahiptir. NOtr analitler bile,
hidrofobik ¢ekirdegin cok gugli ¢dzlindirme gucli nedeniyle misellere
baglanabilirler [12, 42].
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Misel olusumunun goézlendigi CMC’ yi dlgmek icin geleneksel ydontemler disinda

kullanilan gesitli yontemler mevcuttur. Bu yontemler;

e Akim yogunlugu yontemi

e Zonal yontemler:
v alikonma faktorl yontemi
v alikonma zamani yéntemi
v" mobilite yontemi
v’ zeta potansiyel yontemi

e Frontal yontemleridir [44].

2.3.3. Yiizey Gerilimi ve Olgiim Yéntemleri

Yuzey gerilimi yalnizca sivi ve katilar i¢cin bahsedilebilen bir olgudur. Kutlesel gekim
kuvvetinin bulunmadigi bir ortamda bosluga birakilan bir miktar sivi kure seklini
alarak en kuguk ytizey alanina sahip olmaya c¢alisir. Sividaki molekdllere etki eden
cekim kuvvetlerinin bileskesi sifirdir. Bu durumda bile sivi ylzeyindeki molekuller
sivi igine dogru ¢geken net bir kuvvetin etkisi altinda kalmaktadir. Ylzeyi kugultmeye
calisan bu kuvvetleri yenmek icin disaridan siviya belirli bir miktar enerji vermek
gerekir. Sabit sicaklikta ve basingta sivi ylizeyini 1 m? veya 1 cm? blylitmek igin
verilmesi gereken enerjiye yuzey gerilimi adi verilir ve © o ” ile gosterilir. Ylzey
gerilimi bir sivi yuzeyindeki 1m veya 1 cm’ lik uzunlugunu dikine keserek yani ikiye
bolmek igcin uygulanmasi gereken kuvvete esit olarak da dusunulebilir. Ylzey

gerilimi icin kullanilan birimler asagidaki cizelgede gdsterilmistir [45].

Cizelge 2.3. Yuzey gerilimi i¢in kullanilan birimler.

Birim Sistemi Yuzey Gerilimi (o)
SI Birimi Jm* veya Nm-?
CGS Birimi erg cm2 veya dyn cm?

Yuzey gerilimi, istenen kesinlik ve uygunluk derecesine gobre, zamanin yuzey

gerilimi ile baglantisinin incelenip incelenmemesine gore ve Ornek miktari goz
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Onune alinarak bir yontem segilmesiyle oOlculur. Yuzey gerilimi élgim yontemleri

asagidaki gibidir.

¢ Kilcalda (kapillerde) yukselme yéntemi

e Damla agirhgi yontemi

¢ Asili damla metodu (Pendant Drop Method)

e Plaka yontemi (Wilhelmy Plate)

o Halka-koparma yontemi (Du Nouy Tensiyometresi)
e Salinimli (Oscilating) Jet Yontemidir [46].

2.3.4. Yizey Aktif Maddelerin Kullanim Alanlari

Dunyada sabun, deterjan ve diger yluzey aktif malzemelerin Gretimi 1970 yilinda 18
milyon ton, 1990 yilinda 25 milyon ton ve 2000 yilinda ise yaklasik olarak 40 milyon
ton civarindadir. Yuzey aktif maddeler genel olarak kozmetik sektorinde temizleyici,
kopUk yapici, emulgator, ¢ozinme ve iyilestirme amaglariyla kullaniimaktadir.
Bunun disinda biyolojik sistemler icin; saglik ve kisisel bakim Grlnlerinde, gidalarda

ve bitki korumada kullanilir [47].

Spesifik olarak; yuzey aktif maddelerden biri olan alkil benzen sulfonat (ABS) tipi
sentetik deterjanlar evsel yikama islemleri igin kullaniimaktadir. Zwitter iyonik yuzey
aktif maddeler ise g6z ve deride ¢ok dusuk tahribat gosterdiklerinden dolayi birgok

tiri sampuan ve kisisel bakim Grinlerinde kullanilir [39].

2.4. Kapiler Elektroforez
Kapiler elektroforez (CE), bilesiklerin yuk/boyut oranlarina goére ayriimasina

dayanan yuksek etkinlie sahip mikro dlgekli analitik bir tekniktir [48, 49].

ik olarak 1948 yilinda protein analizinde elektroforez teknigini uygulayan Tselius
bu ¢alismalari ile Nobel 6dult almistir [50]. Analitik gesitlilik, ayrimin yliksek verimde
olmasi, yuksek kuatle duyarhligi, ¢ok kuguk miktarlardaki 6rnek hacimleriyle
calisabilme, dusuk analiz sureleri ve ucuz olmasi gibi 6zellikleri diger kromatografik

yontemlere gore Ustunlik saglamaktadir [51].

Bu yontemde elektrokinetik ayrim, iki ucu acgik olan ici silika ile dis ylzeyi poliimit ile

kapl olan 25-75 pm i¢ ¢apli, 330 pm dis ¢apli ve 15-100 cm uzunlugundaki silindirik
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kapiler kolonda gercgeklesir. Kapiler borunun iki ucu arasina 5-30 kV’lik bir dogru

akim potansiyeli uygulanarak ayirma islemi yapilir [52].

Kapiler elektroforez cihazinin basitlestiriimis hali sekil 2.11’ de gorilmektedir [48].

Voltaj Kaynagi

Elektroferogram

(-) Elektrot

(+) Elektrot
Dedeksiyon

Kapiler Kolon /

Girig Gikis tamponu

Sekil 2.11. Kapiler elektroforez cihazinin basitlestiriimis hali.

Kapiler elektroforez metodunda kullanilan kapiler borularin igerisinde silikanin eritilip
sekillendiriimesi sonucunda sayisizca silanol (Si-OH) grubu bulunur. Bu gruplar
oldukga asidik gruplardir. Bu yapilari aktif hale getirmek igin kolonun igerisinden
siklikla potasyum hidroksit (KOH) veya sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltileri gegirilir.
Bu ¢ozeltilerle muamele edildiginde silanol gruplari proton vererek negatif yuklui (Si-
O") gruplari haline gelirler. Silanol gruplarinin aktif hale gelmesinden sonra tampon
¢cozelti gecirilerek kolonun sartlanmasi saglanir. Ardindan kolona ayrim igin bir akim
uygulandiginda elektro ozmotik (EOF) bir akis meydana gelir. Sekil 2.12’ de elektro

ozmotik akis olusumu gosterilmistir.
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Sekil 2.12. Elektro ozmotik akis olusumu.

Kapiler kolonun Uzerine ilk olarak katyonca zengin gruplar gelir. Bunun sonucunda
elektriksel c¢ifte tabaka olusur. Tabakalardan birisi borunun yizeyindeki Si-O-
grubunun yuklerinden, digeri bu eksi yuklerin hemen Ustinde, bunlari fazlaca
notrallestirecek sayida pozitif yukll iyonlardan meydana gelen diffize tabakadir. Bu
tabakanin Uzerinde de kapiler kolona konulan ¢ozeltinin tabakalagsmamis ¢ozelti
kismi bulunur. Sisteme elektrik alan uygulandiginda da bahsedilen bu kisimda bir
hareketlilik meydana gelir. Katyonlar katota, anyonlar anoda dogru go¢ etmeye
calisir. Ancak elektriksel cifte tabakadaki pozitif yuk fazlaligindan dolayi (pH’ a bagli)
kapilerdeki tium c¢ozelti katoda dogru suruklenir. Buradaki kolon igerisindeki
hareketin hizi sisteme verilen elektrik potansiyeliyle dogru orantili bir sekilde degisir
[53-55].

EOF ile beraber ornekler yuklerine gore kolon boyunca ilerleyerek birbirinden
ayrilirlar. iyonlarin buradaki gé¢me hizlari vyiiklerine ve boyutlarina goére
degismektedir. Tamponda meydana gelen EOF, d&rneklerin elektroforetik
mobilitesinden oldukga hizli oldugu igin bu sistem akig yonundn tersine dogru
hareket eden maddelerinde ayriimasina olanak tanir. Yuksuz tanecikler elektro

ozmotik akis ile ayni yonde hareket ederler. Bu sebeple bu yapilar sadece misel
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elektrokinetik kapiler kromatografi metoduyla birbirinden ayrilirlar [56]. Sekil 2.13’
de anyonik, katyonik ve ylksliz maddelerin kolon boyunca hareketi sematik olarak

gOsterilmisgtir.

.. .. N N . 3

Sekil 2.13. Anyonik, katyonik ve ylksiz maddelerin kolon boyunca hareketinin

sematik olarak gosterimi.

Burada anottan katota dogru bir elektro ozmotik akis vardir. Kolondan dnce fazla
yuke sahip ve boyut olarak diger katyonlara gore daha kuguk olan katyonlar ayrilir.
Katyonlardan sonra kolondan yuksuz maddeler geger. Ancak burada yuksuz
maddeler birbirinden degil sadece yukli maddelerden ayrilirlar. Kapiler kolondan en
son yukld anyonlar ayrilir. Anyonlarin fazla yukla ve kiguk olani da kolonu en son

terk eden analitttir.

Elektro ozmotik kuvvetin meydana getirdigi akis profili %99 oraninda duzlemseldir.
Kapiler olmayan kolonlorda ise hidrodinamik akintidan dolayi akis profili paraboliktir.
Sekil 2.14’ de elektro ozmotik akis ve hidrodinamik akis profilleri gérilmektedir [51,
55, 57].

25



HPLC Akis Profili CE Akis Profili

Sekil 2.14. HPLC ve CE akisg profilleri.

Kapiler elektroforez yontemi farkli sekillerde kullanilabilir:
e Kapiler Jel Elektroforez (CGE)

Kapiler Zone Elektroforez (CZE)

Kapiler izotakoforez (CITP)

Kapiler izoelektrik Odaklama (CIEF)

Kapiler Elektrokromatografi (CEC)

v" Dolgulu Kolon Kromatografi
v Misel Elektrokinetik Kapiler Kromatografi (MECC) [9, 10, 58].

Hidrodinamik ve elektrokinetik uygulamanin bir arada oldugu Kkapiler
elektrokromatografi analitleri ayirmak igin en yaygin olarak kullanilan kapiler

elektroforez yontemidir [59].

2.4.1. Kapiler Elektrokromatografi

1949 yilinda Shepard ve Tiselius elektriksel alan kullanarak, jel boyunca bilegikleri
hareket ettirmiglerdir [60]. Elektriksel alanin ince tabaka kromatografisinde kullanimi
da Ug yil sonra yayinlanan baska bir calismada yer almaktadir [61]. 1974 yilinda
Proterius ve ark. 1 mm capindaki dolgulu kolonlarda elektrokromatografik bir
uygulama gergeklestirmiglerdir [62]. 1981 yilinda Jorgensen ve Lukacs
elektrokromatografik ayirmayr 10 um c¢apindaki partikullerle doldurulmus 170 pm
caph kapiler kolonlarda incelemiglerdir [63]. 1987 vyilinda ise kapiler
elektrokromatografide ilk kez acgik borusal ve dolgulu kolonlar kullaniimigtir [64].
Kapiler elektrokromatografi, buglnkd kullanim sekli icin uzun bir siregten gegmistir

ve bu teknoloji glin gectikce daha da geliserek devam etmektedir.

26



Kapiler elektrokromatografi yontemi sivi kromatografisinin bir 6zelligi olan ylksek
secicilik ile kapiler elektroforez yonteminin ylksek etkinliginin birlesiminden olusan
elektrik strtcult bir ayirma yontemidir. Bu yontemde kromatografik destek bir kati
ve ayrimin gergeklestigi sivi fazin bulundugu kapiler kolona bir basin¢g ve akim

uygulanarak ayirma iglemleri gergeklestirilir [65, 66].

CEC sistemi kolonda durgun faz icermesinden dolayi kapiler elektroforez ve yuksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) sistemlerine gore ¢ok daha yuksek pik
kapasitesine ve segicilige sahiptir. Bu sistemlerde hareketli fazin miktari oldukga
azdir. Kisacasi kapiler kolon igerisinden analitin ve hareketli fazin elektriksel alanla
hareket etmesi prensibine dayanan bu yoéntem CE sisteminin modifikasyonundan

olusmaktadir.

CEC siteminde hareketli faz, sabit faz boyunca elektro ozmotik akis ile yuratalur.
Elektro ozmotik hareketlilik peo, Esitlik 2.1’deki Smoluchowski denklemi ile

hesaplanir:

Moo= &C/N 2.1)

Burada ¢ yuzeyin zeta potansiyelini, n elektrolit viskozitesini, € dielektrik sabitini, &

ise vakumdaki dielektrik sabitini gostermektedir.

CE sistemlerinde elektro ozmotik akis kapiler kolondaki aktif hale gelen yani
yuklenen duvar Uzerindeki yuklerden kaynaklanirken, CEC sisteminde ¢ogunlukla
partikuller Gzerindeki yiklenmelerden elektro ozmotik akisa katki saglanir. CEC’ de
kullanilan partikullerin tipi, ¢cesidi, silanol gruplarinin ve diger yuklu ligandlarin sayisi
da elektro ozmotik akisi etkilemektedir. Elektro ozmotik akig, pH, iyonik gu¢ ve
organik modifiye ediciler ile kontrol edilmektedir [67].

Kapiler elektrokromatografide sivi kromatografisine (LC) goére etkinligin ylksek
olmasi en 6nemli avantajdir. CEC ve LC’ de Van Deemter grafikleri de birbiriyle
farkhlik géstermektedir. Cunkul, kapiler elektrokromatografide girdap olusumu ve
kanallar arasindaki akis farkhligi ¢ok daha azdir. Ayrica, sivi kromatografide sabit
fazi olusturan partikiller akisi engellerken, kapiler elektrokromatografide elektro
ozmotik akig patikullerin ylzeyinde meydana geldigi icin engellemezler. CEC
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sistemlerinde kolon boyunca basing disustnin olmamasi ve LC sistemlerine gore
kullanilan partiktl boyutlarinin da kuguk olmasindan dolayr daha uzun kolonlari
kullanmak mumkun olmaktadir. Kapiler elektrokromatografide kullanilan hareketli
fazlar, akimi surdurebilen elektrolitleri icerirler. Ayrica hareketli fazda kullanilan
organik modifiye edicilerin miktari da sivi kromatografisi ile karsilastirildiginda daha

fazladir.

Kapiler elektrokromatografide kullanilan  detektorlerden  birisi  fotometrik
detektorlerdir. Bu dedektor tipi uygulanma agisindan ve basit olusundan dolayi
avantajlidir. Ancak analit yapisinin tayininde kullanilamamaktadir. CEC sisteminde
bu tip dedektdrler kullanildidinda HPLC sistemlerine goére 100 kat daha az
duyarhdir. CEC sistemlerinde dolayl yollardan fotometrik dedektdrler kullanilir.
Bunlar; UV, floresans ve kutle detektorleridir. Mikromolar duzeylerdeki tayinlerde
floresans tayin, UV tayinine goére 1-4 kat daha fazla duyarhdir. Lazerle uyariimis
floresans dedektorler mikromolar dizeyindeki tayin limitini 101® M’ a kadar
indirebilmektedir [68].

Kapiler elektrokromatografi dolgulu kolon ve misel elektrokinetik kapiler
kromatografi olmak Uzere iki teknikten olusmaktadir. S6z konusu olan bu
tekniklerden misel elektrokinetik kapiler kromatografi daha ¢ok c¢alisma alani
bulmusgtur [10].

2.4.1.1. Misel Elektrokinetik Kapiler Kromatografi

Misel elektrokinetik kapiler kromatografi (MECC) yalanci sabit bir faz ve hareketli bir
fazdan olusan kapiler elektroforez yéntemlerinden biridir. ilk olarak 1984 yilinda
Terabe tarafindan tanitiimistir [15, 69]. Bu yontem yuklu taneciklerin yani sira

yuksuz taneciklerinde ayrilmasina imkan vermektedir.

Fenoller [15], klorlanmis fenoller [70, 71], amino asitler [72], nukleozidler ve
oligonukleotitler [73], nukleik asitler [74], vitaminler [75, 76], antibiyotikler [77] , kiral
bilesikler [78, 79], izotopik substituentler [80], peptitler [81, 82], barbituratlar [82] gibi
cok cesitli molekdl tipleri MECC sistemi igin uygundur.

MECC sisteminin ayrim mekanizmasi Sekil 2.15 de sematik olarak gdsterilmistir.
ici silika ile kapli kapiler kolon kirittk misel derigiminin (zerinde misellerin

olusturdugu iyonik bir ylizey aktif madde ¢6zeltisi ile doldurulur. Ornegin; sodyum
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dodesil sulfat gibi iyonik bir yuzey aktif madde kullanildiginda miseller anota dogru
hareket eder. Kapiler kolonun negatif yikinden dolayi elektro ozmotik akis ise

anottan katota dogrudur.

BN = Analit @ - = Surfaktant

Sekil 2.15. MECC sisteminde ayrimin sematik olarak gosterimi.

EOF noétr veya bazik kosullardaki misellerin elektroforetik gogiinden daha buyuktir.
Bu nedenle anyonik SDS misel geciktirilmis bir streyle katota dogru go¢ eder. pH
5.0 in altinda asidik bir ¢ozelti kullanildigi zaman ise EOF, SDS misellerin

elektroforetik hizindan kiguk olur ve misel anoda dogru gog¢ eder [83].

Miseller polar olmayan hidrokarbon kismin igerisinde adsorplayarak ikinci bir faz
olusturmaktadir. Bu sekilde apolar turler ¢ozelti iginde ¢ozundr hale gelmis olur.
Burada miseller kolonda ¢ok yavas hareket eden bir sabit faz olarak dusunulebilir.
Misellerin bulundugu kapiler elektrokromatografi de HPLC’ ye gére verim daha iyidir.
MECC® de ikinci fazi degistirmek kolaydir. Sadece misel bilesenin degistiriimesi

yeterli olmaktadir [10].
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2.4.1.1.1. Ahkonma Faktoru

Geleneksel kromatografi de oldugu gibi alikonma faktora k olarak tanimlanir;

k = (nmc / naq) (22)

Burada nmc, misellerin igine katilmis analit miktari ve naq da sulu ¢ozeltinin etrafini
saran analit miktaridir. Bu durumda alikonma faktorl ve gdé¢ zamani arasindaki iligki

su sekilde ifade edilebilir:

K=(tr - to) / [to (1 - tr / tmc)] (2.3)

Su sekilde tekrar yazilabilir:

tr = [(1+K) / 1 +(to/tme) K] (2.4)

Eger analit misel icine katiimazsa veya miselle etkilesime girmez ise, bu tur

¢Ozunenlerin go¢ zamani to” a esittir. Dolayisiyla k=0 dir.

Diger bir yandan analit misellerin tamamiyla etkilesirse gé¢ zamani tr olur ve k

sonsuz buyuklukte olur. Bu nedenle go¢ zamani to ve tmc arasinda sinirlidir.

tme sonsuz oldugunda veya misellerin kapiler kolondan g¢ikmadigi durumlarda,
elektro ozmotik hizin mutlak degeriyle zit yonde hareket eden misellerin

elektroforetik hizi ayni olur ve Esitlik 2.5 meydana gelir:

tr=(1+K)to (2.5)

Bu durum geleneksel kromatografiyle aynidir, yani gé¢ zamani parametresi
sonsuza esittir. to sonsuza ulastiginda veya elektro ozmotik akis tamamen

durduruldugunda olusan esitlik asagidaki gibidir:

tr:(1+ 1/k)tmc (26)

Bu durumda sulu faz kapiler kolondan asla disari cikamaz. Sadece miseller sulu faz

boyunca anoda dogru go¢ eder.
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2.4.1.1.2. Ayincilhik

MECC’ de ayiricilik Esitlik 2.7’ de ki gibi hesaplanabilir.

Rs= (NY2/4) x [(a-1) / a)] x [k | (1+K2)] X [1- (to/tme)] / [1+(to/tme)K1] (2.7)

Burada N teorik plaka sayisini verir. k1 ve ko sirasiyla analit 1 ve 2 nin alikonma

faktorleridir. ko/k:” de ayirma faktord olan o’ ya esittir.

Plaka sayisinin karekokUnun artisiyla ayiricilik orantili bir sekilde artmaktadir.
Genellikle ¢ogu analit icin plaka sayisi ortalama 10.0000-20.0000 arasindadir.
Normalde, fazla joule iIsinmasi olmadikga yuksek voltaj uygulandiginda, teorik plaka
sayisi da o kadar yuksek olur. Cunkld misellerin difizyon katsayisi disuk
oldugundan, ¢ozunenlerin sahip oldugu yuksek allkonma faktorleri yluksek plaka

numaralarini verir [83].

Bu sistemler igin ayiricilik farkli esitlikler kullanilarak da hesaplanabilmektedir.

2.4.2. Ligand Degisim Kapiler Elektroforez (LECE)

Kromatografik yontemlerin alt dallarindan biri olan ligand degisim kromatografisi
(LEC) kiraliteye goére ayrim saglamaktadir. Bu yontem ilk kez F.G. Helfferich
tarafindan ortaya atilmistir [84].

Kiral tanima, bir kiral segici ligand ve analit ligandi arasindaki Uc¢la karigik metal
komplekslerinin olusumuna dayanir [85]. Burada kompleks olusturan iyon; iyonik,
kovalent ya da koordinasyon baglariyla kararli faza baglanmistir. Bu baglanmadan
sonra bazi koordinasyon uglari serbest kalmaktadir. Bu durumda ligandlar koordine
bagd yapan metal ile birlesebilir. Bu yapiya sahip ligand dedgistiriciler, ayriimasi zor
veya mumkun olmayan amino asit veya benzer organik yapilarin ayrilmasinda
kullanilir [86].

Kiral ligand degdisim kromatografisi (LEC) Davankov ve Rogozhin tarafindan 1970
yihinin baslarinda tanmitilmistir [17]. Bu orijinal LEC fazlari klorometilat polistirene
bagh L-prolin (L-Pro) kalintilarina dayandiriimistir. Komplekslestirici ajan olarak
Cu(ll) ve diger metal iyonlarinin kullanimiyla, amino asit enantiyomerleri olaganusti

bir ayirma faktoriyle ayriimistir. Ligand degisim (LE) ayirma mekanizmasi analit ve
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kiral selektor ligandi arasinda diastomerik G¢li maddenin olusumuna dayanir.
Ayirim iki karigik kompleksin analit enantiyomerleriyle karmasik stabilite sabitlerinin

farkindan kaynaklanmaktadir. Devam eden denge asagidaki gibi aciklanir [87]:
Cu(L-Sel)2 + S—A & Cu(L-Sel)(S—A) + L-Sel Sel: selektor
Cu(L-Sel)2 + R—A & Cu(L-Sel)(R—A) + L-Sel A: analit

Ligand degisim kapiler elektroforez yontemiyle yapilan bazi ¢caligmalarda kullanilan

selektdr ligandlar, metal iyonu ve ayrilan analitler Cizelge 2.4’ de verilmigtir.

Kiral LE prensibi, CE’ de elektrolite katki maddesi olarak kiral selektor-metal
kompleksi kullanimiyla olur. Ik olarak CE’ de bu teknigin uygulanmasi Zare'nin
grubu [18] tarafindan dns- amino asitlerin kiral ayrimi icin L-histidin-Cu(ll) ve
aspartam-Cu(ll) komplekslerinin kiral selektér olarak kullanimiyla bildirilmistir [88].
Yazarlar, sodyum tetradesil sulfat (STS) gibi misel olusturan yluzey aktif madde
eklendiginde ayrimin iyilestigini gézlemlemislerdir. Cu(ll) yerine Co(ll) kullanimiyla

enantiyo seciciligin kayboldugunu da gostermiglerdir.

Siklodekstrinler de kapiler elektroforez sisteminde kiral ilaglarin ve diger bilesiklerin
enantiyomerik ayrimi i¢in basarili bir sekilde kullanilir. Siklodekstrin basit molekuler
geometri terimlerinde kesik silindirik bir koni olarak tanimlanan siklik bir
oligosakkarittir. Hidrofilik bir dis ylizeye ve hidrofobik bir i¢ kaviteye sahiptir [89].
Ayrica siklodekstrinin modifiye olmus haliyle de bazi amino asit turlerinin misel

elektrokinetik kapiler kromatografi yontemiyle ayrildidi1 calismalar mevcuttur [90].
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Cizelge 2.4. Ligand degisim Kkapiler elektroforez yontemiyle yapilan bazi

calismalarda kullanilan selektor ligandlar, metal iyonu ve ayrilan analitler.

Selektor Ligand Metal iyonu Ayrilan Analitler Referanslar
L-lizin Cu(ln Amino asiter [91]
N-(2-hidroksioktil)-L-4- Cu(In Sempatomimetik [92]
hidroksipirolin )HO-L-hpro ilaglar
L-Histidin Cu(In Amino asitler [93]
L-Arjinin Cu(ln Dns-amino asitler  [94]

Dns-amino asitler  [88, 95-97]
Aspartam Cu(In

Hidroksi asitler
N,N-didesil-L-Alanin Cu(n Dns-amino asitler  [98, 99]
L-Histidin Cu(ln) Dns-amino asitler  [18]
L-izoldsin Cu(ll Amino asitler [100]
N-(2-hidroksioktil)-L-4- Cu(n Amino asitler [101, 102]

hidroksipirolin
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3. Materyal ve Yontem

Tez kapsaminda yapilmis olan deneysel galismalar asagida maddeler halinde

Ozetlenmisgtir;

e L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksinin hazirlanmasi i¢in uygun amino asit-
metal oraninin belirlenmesi, kompleksin olusturulmasi ve karakterizasyonu,

e Kiritik misel derigsiminin akim yogunlugu 6lgim yontemiyle belirlenmesi,

e Farkli derisimlerde SDS ve SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin hazirlanmasi
ve karakterizasyonu,

e Kapiler kolon ylzeyinde silanol gruplarinin  olusturularak  kolonun
aktivasyonunun saglanmasi ve enantiyometrik ayrim icin uygun hale getiriimesi,

¢ Enantiyometrik ayrima; akimin, basincin, organik ¢ézicundn, farkli SDS
derisiminin, ampisilin enantiyomerlerinin farkli mol oranlarinin ve farkli tampon
cOzelti pH’Inin etkisini incelemek Gzere ayrim kosullarinin belirlenmesi,

e D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimi i¢in kullanilan elektrolit ¢dzeltisinin tekrar
kullanilabilirlik galismalarinin yapilmasi,

e Piyasada satilan Alfasilin antibiyotiginin SDS bazli SDS-L-Lys-Cu*? miseller ile

kinetik analizinin yapilmasi.
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3.1. Kromatografik Analiz Sistemleri

Enantiyomerik ayrim igin analizler CEC sistemi (Prince CEC-760, Hollanda) ile
yapiimistir. Diyot array dedektor (DAD), UV lamba ve elektriksel gu¢ saglayicisi
iceren cihaz $ekil 3.1’ de gorulmektedir. Ayrica analizler i¢in uzun kapiler mod
sistemi kullanilarak metodlar uygulanmis ve bu yontem analiz yontemi olarak

secilmistir.

Sekil 3.1. Kapiler Elektrokromatografi sisteminde kullanilan Prince CEC-760 cihazi.

3.2. Kimyasal Malzemeler ve Materyal

Tez calismalari, Hacettepe Universitesi, Fen Fakultesi, Kimya Bolimu, Biyokimya
Anabilim Dali Laboratuvari’’ nda yurattilmuasttr. D-Ampisilin (D-Amp) Sigma Aldrich,
L-Ampisilin ~ (L-Amp) ise Molcan firmasindan temin edilmistir. L-Lizin
monohidroklorur (L-Lys), sodyum dodesil sulfat (SDS), bakir sulfat pentahidrat
(Cu(S04).5H20), asetonitril (ACN), potasyum dihidrojen fosfat (KH2POa), sodyum
hidroksit (NaOH), asetik asit (CHsCOOH) ve analitik safliga sahip olan diger
kimyasallar Merck’ den alinmistir. Deneyler boyunca kullaniimig olan cam

malzemeler, 4.0 M nitrikasit ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra kullaniimistir.

Enantiyometrik ayrimlar icin kullanilan kapiler kolonlar (Polymicro Technologies

Capillary Tubing) Molex firmasindan satin alinma yoluyla temin edilmistir.

Deneylerde kullanilan su, yuksek akigh sellloz asetat membran (Barnstead D2731)
ile ters ozmoz Barnstead (Dubuque, 1A) ROpure LP® birimi ve ardindan Barnstead
D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve iyon degistirici dolgulu
kolon sistemi kullanilarak saflastirilmigtir. Elde edilen saf suyun (deiyonize su)
direnci 18 MQ/cm’ dir.
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3.3. UV-VIS Spektroskopi Yontemi ile Ligand:Metal iyon (L-Lys:Cu*?) Oraninin
Belirlenmesi

Ultraviyole ve gorinir bolge (UV-Vis) spektrumu, L-Lizin ligandi ve Cu*? metal
iyonunun %70 ACN ve %30 KH2POs igeren ¢ozeltide olusturdugu kompleksin mol
orani optimizasyonu igin, olusturulan kompleksin A=190-800 nm dalga boyu
araliginda SHIMADZU UV-1601 spektrofotometre cihazi kullanilarak taranmasiyla
elde edildi. Kullanilan cihaz Sekil 3.2 de gorulmektedir. Optimum amino asit-metal

oranin belirlenmesi icin alinan mol oranlari ise Cizelge 3.1’ de gorulmektedir.

Sekil 3.2. UV-VIS spektrofotometre cihazi (SHIMADZU UV-1601).

Cizelge 3.1. L-Lys:Cu*? kompleksinin hazirlanmasinda kullanilan mol oranlari.

Oran (L-Lys:Cu*?) L-Lys miktari (mmol) Cu*? miktari (mmol)
11 0.1 0.1
2:1 0.2 0.1
31 0.3 0.1

3.4. L-Lys-Cu*? Amino Asit-Metal Kompleksinin Hazirlanmasi
Bakir iyonu (Cu*?) ve L-Lys amino asidinin olusturdugu L-Lys:Cu*? kompleksi pH
10.” da hazirlanmigtir. Kuvvetli baz esliginde (NaOH) amino asidin deprotonasyonu

saglanmig, Cul2:nH20 kompleksi ligand olarak L-Lys’ nin kullaniimasiyla
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gerceklestiriimistir. Kompleks literatire uyumlu olarak su sekilde hazirlanmigtir
[103]. 2 mmol L-Lizin amino asidi 5 mL deiyonize suda isitilarak ¢ézulmustir. Amino
asidin deprotonizasyonu igin 0.33 mL %30 luk NaOH ¢ozeltisi amino asit ¢ozeltisine
eklenmigtir. 1 mmol metal tuzu Cu(SO4).5H20 igeren 2 mL ¢dzelti deprotone olmus
amino asit ¢dzeltisine eklenmigstir. Cézeltide olusan mavi renkli kompleks Sekil 3.3’
de gorulmektedir. Sonrasinda kompleksteki NaOH’ in fazlasini uzaklastirmak igin
kompleks suzilmus ve liyafilizatorde ¢dzucusu uzaklastiriimistir. Sonrasinda su ile

yikanarak vakum etlvunde 24 saat kurutulmustur.

Sekil 3.3. Amino asit-metal kompleksinin olusmasiyla meydana gelen renk olusumu.

3.5. L-Lys ve L-Lys-Cu*? Kompleksinin Karakterizasyonu

3.5.1. FTIR-ATR Spektrofotometre Analizi

L-Lys ve hazirlanan L-Lys-Cu*?> kompleksinin yapisi Fourier donisimli infrared
spektrofotometresi-zayiflatimis toplam yansima (FTIR-ATR) (Thermo Fisher
Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) kullanilarak ¢ekilmistir. Orneklerin
FTIR-ATR spektrumlarinin elde edilmesi igin 2.0 mg o6rnek, 98.0 mg KBr ile
karistirilarak havanda doévilmis ve hidrolik preste 600 kg/cm? basingta yaklasik
olarak 10 dakika bekletilerek ince bir tablet haline getirilmistir. Hazirlanmig olan

tabletlerin 4000-400 cm dalga sayisi araliinda FTIR-ATR spektrumu alinmistir.

3.5. Akim Yogunlugu Yontemiyle Kritik Misel Derigiminin Belirlenmesi

Kapiler elektrokromatografi sistemi (CEC prince 760) kullanilarak kritik misel
derisimi (CMC) akim yogunlugu sistemi yontemi ile bulunmustur. CMC’ yi belirlemek
uzere 2.0, 3.0, 5.0, 8.0, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 mM derisime sahip

sodyum dodesil sulfat (SDS) ¢ozeltileri, 10 mM amonyum asetat tamponu ile 20 mL
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olarak hazirlanmistir. Cozeltilerin hazirlanmasi, SDS eklendikten sonra 10 dk
manyetik karigtiricida karigtirilmasi seklinde gergeklestirilmigtir. Ardindan ¢ozeltide
olusan misellerin boyutlarinin esit olmasi i¢in ise homojenizator ile dusuk rpm
hizinda (6000 rpm) 10 dk boyunca homojenize edilmesi saglanmistir. Tim ¢ozeltiler
kullanimdan 6nce sonikator ile dispers edilmigtir. Amino asit-metal kompleksiyle

birlikte kullanimi igin de ayni ¢Ozeltilerden ikiser tane hazirlanmistir.

SDS bazli ¢ozeltilere 10 mM derisimde olacak sekilde L-Lys-Cu*? amino asit-metal
kompleksi eklenerek SDS-L-Lys-Cu*? misel kompleks c¢ozeltilerinin kritik misel
derisimi bulunmustur. SDS ¢dzeltilerine amino asit-metal kompleksi eklenmesiyle
cOzeltiler once manyetik karistiricida 10 dk karistiriimis ve sonrasinda ise dusuk

rpm hizinda (6000 rpm) 10 dk sire ile homojenize edilmigtir.

Hazirlanan ¢ozeltilerden 3’ er mL giris ve ¢ikis tamponlarina alinarak sirasiyla 10
KV elektrik alan uygulanmigtir. Derisime karsi cizilen akim (pA) grafiginden SDS ve

SDS-L-Lys-Cu*? igeren gozeltilerin kritik misel derigimi bulunmustur.

3.6. Farkli Derigsimlerde SDS Misel ve SDS-L-Lys-Cu*? Misel Kompleks
Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Kritik misel derisimini hesaplamak i¢in hazirlanan 10, 25 ve 50 mM derisiminde SDS
iceren ¢ozeltiler karakterizasyon galismalari igin secilmis ve farkli karakterizasyon

yontemlerinde kullaniimiglardir.

SDS bazli ¢ozeltilerin zeta potansiyellerini hesaplamak igin, kritik misel derisimini
belirlemede kullanilan ¢ozeltiler ile birlikte 55, 60, 65 ve 70 mM SDS derigimindeki

¢ozeltiler hazirlanarak kullaniimigtir.

Kritik misel derigimini belirlemede kullanilan 10, 25 ve 50 mM SDS derisimindeki ve
10 mM L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi iceren ¢ozeltiler karakterizasyon igin
secilmis ve farkli karakterizasyon c¢alismalarinda kullaniimislardir. Hazirlanan SDS-
L-Lys-Cu*? misel kompleks c¢ozeltileri kullaniimadan 6nce sonikator ile dispers

edilmistir.
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3.7.SDS Misellerinin  ve SDS L-Lys-Cu*? Misel Komplekslerinin
Karakterizasyon Caligmalari

Hazirlanan SDS misellerinin  ve SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin
karakterizasyon ¢alismalari yuksek kontrastli gegirimli elektron mikroskobu (CTEM)
ve zeta boyut ve potansiyel analizérl kullanilarak yapilmistir. Ayrica SDS-L-Lys-
Cu*? misel komplekslerinin pargacik boyutu dagihimlari dinamik isik sagilim

spektrometresi kullanilarak dogrulanmistir.

3.7.1. Yuksek Kontrasth Geg¢irimli Elektron Mikroskobu (CTEM)

Hazirlanan SDS misellerinin ve SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin mikroyapisal
morfolojik karakterizasyonlarini yapabilmek icin goruntuler Lantan hekzaborur
(LaBe) elektron tabancasina sahip, 20-120 kV araligindan hizlandirici voltaj ile
calisabilen FEI marka Tecnai G? Spirit Biotwin model yliksek kontrastli gegirimli
elektron mikroskobu (CTEM) ile alinmistir. Ozel lens konfiglirasyonuna sahip duisiik
kontrast veren numunelerde maksimum kontrast elde etmek igin tasarlanmis olan

cihaz Sekil 3.4’ de gorulmektedir.

Sekil 3.4. Hazirlanan SDS misellerinin ve SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin
mikroyapisal morfolojik karakterizasyonlarini yapabilmede kullanilan yuksek

kontrastli gecirimli elektron mikroskobu (CTEM).
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3.7.2. Zeta Boyut ve Potansiyel Analizleri
Hazirlanan misellerin boyut ve potansiyel analizleri Nano Zetasizer (NanoS,
Malvern Instruments, Londra, Ingiltere) ile yapiimistir. Analizde deiyonize suyun

yogunlugu; 0.88 mPa.s ve refraktif indeks; 1.461 olarak kullanilmistir.

Zeta boyut analizi igin; hazirlanmis olan misel ¢ozeltilerinin 3 mL’ si hlcreye
alinarak, analizériin érnek haznesine yerlestiriimis ve i1sik sagilmalari 90°’ lik bir gelis
agisiyla oda sicakliginda tayin edilmigtir. Isik sagiima sinyalleri kullanilarak partikul

sayisi hesaplanmigtir. Her bir 6lcim Ug kez tekrarli olarak gergeklestirilmigtir.

Zeta potansiyel analizi icin ise; hazirlanmis olan SDS ve SDS-L-Lys-Cu*? misel
¢ozeltilerinden enjektor ile alinarak potansiyel 6lgUmu yapabilecek olan elektrotlarin
oldugu zeta potansiyel dlgum hicresine koyulmustur. Daha sonra hicre, analizérin
ornek haznesine yerlestirilmistir. Sekil 3.5’ de dlcumlerde kullanilan zeta boyut ve

potansiyel analizéri gorilmektedir.

L 1
/i ’: ‘ =

Sekil 3.5. SDS miselleri ve SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin ortalama partik(il

boyutunun élgiminde kullanilan zeta boyut ve potansiyel analizéru.

3.7.3. Dinamik Isik Sagilim Spektroskopisi (DLS)

SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin ortalama partikil boyutunun olgimiinde
kullanilan dinamik 1sik sagilimi spektrometresi (Malvern CGS-3 markali) ile zeta
boyut 6lgimleri kontrol edilmigtir. Cihaz ALV/CGS-3 kompakt ganyometre sistemine
sahiptir. Kompakt ganyometre sistemi Helyum-Neon lazer i1sik kaynagi ve buna

bagdli olan fiber optik dedektorinl icermektedir. Cihazin teknik 6zellikleri; molekl
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agirhgi araligi: 102 -10*2 Dalton, gonyometre agi araligi: 15°- 150° ve sicaklik aralgi
25°C - 60°C’ dir.

3.8. D,L Ampisilinin Enantiyometrik Ayriminda Kullanilan Kapiler Kolonun
Hazirlanmasi ve Enjeksiyon Kosullari

100 um i¢ ¢caph (1.D 100 pm) 362 um dis ¢apli (O.D 362 um) olan ve 42 cm etkin
uzunluga sahip 50 cm uzunlugundaki kapiler kolon ilk kullanimda 1.0 M NaOH
¢Ozeltisi ile 10 dk. ve deiyonize su ile 10 dk. boyunca muamele edilerek kolon
yuzeyleri silanol gruplarina donusturalmus ve kolonun aktivasyonu saglanmigtir.
Gun baslarinda 1.0 M NaOH c¢o6zeltisi 5.0 dk, saf su 5.0 dk. ve tampon ¢ozelti 5.0
dk. boyunca kolondan gecirilerek sirasiyla kolonun aktivasyonu ve dengelenmesi
saglanmistir. Enjeksiyon aralarinda ise sirasiyla, deiyonize su 2.0 dk, 0.1 M HNOs3
2.0 dk, deiyonize su 2.0 dk, 0.1 M NaOH 2.0 dk, deiyonize su 2.0 dk [91] ve tampon

cOzelti ise 2.0 dk boyunca kolondan gegirilmistir.

Ornek alimi enjeksiyonlari hidrodinamik olarak 0.5 psi (34 mbar) basingta 5 saniye
olarak yapilmistir. Enantiyometrik ayrimlar icin ise 254 nm’ de farkh akim ve

basinglar kullanilarak optimum akim ve basing belirlenmigtir.

3.9. Enantiyometrik Ayrim i¢in Analiz Kosullari

Yapilan tum enantiyomerik ayrim islemlerinde kullanilan tampon c¢ozeltilerin pH
ayarlamasi 1.0 M amonyak ve 1.0 M asetik asit kullanilarak yapilmis ve tim
analizlerde tampon ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce 0.45 ym g6zenek boyutuna sahip

filtre ile stizUImustar [91].

3.9.1. Ayrima Tampon Gézelti pH’ inin Etkisini inceleme

Farkh pH’ larda hazirlanmis olan 25 mM SDS derisimi ve 10 mM L-Lys-Cu*? amino
asit-metal kompleksinden olusan misel kompleks ¢ozeltisiyle ayrima pH’ in etkisi
incelenmistir. Bu etkiyi arastirmak Uzere kullanilan c¢ozeltiler Cizelge 3.2’ de

gOsterilmigtir.
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Cizelge 3.2. pH etkisini gézlemlemek icgin kullanilan elektrolit (tampon) ¢ozeltilerin

bilesimi.

Elektrolit gorevi goren tampon ¢ozelti iceriginin farkli pH’ lardaki bilesimleri

SDS (mM) L-Lizin-Cu*? (mM) NH4OAc (mM) pH
25 10 10 7.0
25 10 10 8.0
25 10 10 9.0

3.9.2. Ayrima SDS Derisiminin Etkisini inceleme

SDS ve L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksinin etkilestiriimesi sonucu olusan
SDS-L-Lys-Cu*? misel kompleks c¢ozeltileriyle enatiyometrik ayrima farkli SDS
derigimlerinin etkisi incelenmistir. Elektrolit gorevi goren tampon ¢dzelti igeriginin

farkli SDS derisimlerindeki bilesimi Cizelge 3.3’ de gorulmektedir.

Cizelge 3.3. SDS derisiminin etkisini gézlemlemek icin kullanilan elektrolit (tampon)

¢Ozeltilerin bilesimi

Elektrolit gérevi géren tampon ¢dzelti iceriginin farkli SDS derisimlerinde ki

bilesimleri
SDS (mM) L-Lizin-Cu*2 (mM) NH4OAC(mM) pH
5.0 10 10 9.0
10 10 10 9.0
25 10 10 9.0
50 10 10 9.0

3.9.3. Ayrima Uygulanan Elektrik Alaninin Etkisini inceleme

Enantiyomerik ayrima uygulanan elektrik alaninin etkisini belirlemek i¢in 25 mM
SDS, 10 mM L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi ve 10 mM NH4OAc ile
hazirlanmis olan tampon ¢ozeltiye 100 mbar basingta sirasiyla 5, 10 ve 15 kV voltaj
uygulanmisg ve uygulanan elektrik alani sonucu olusan akimin ayrima etKkisi

incelenmigtir.
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3.9.4. Ayrima Basincin Etkisini inceleme

Enantiyometrik ayrima uygulanan basincin etkisini incelemek tzere 25 mM SDS,
10 mM L-Lys-Cu*? amino asit- metal kompleksi ve 10 mM NH4OAc karisimindan
olusan misel komplekslerinin bulundugu tampon ¢ozeltiye 10 kV akimda sirasiyla O,

50 ve 100 mbar basing uygulanmigtir.

3.9.5. Ayrima Organik Géziiciiniin Etkisini inceleme
Enantiyometrik ayrima organik ¢ozucu derigiminin etkisini gozlemlemek tzere SDS-
L-Lys-Cu*?> misel komplekslerinin bulundugu c¢ozeltilere farkli miktarlarda ACN

eklenmistir. Bu etkiyi arastirmak Gzere kullanilan miktarlar Cizelge 3.4’ de verilmigtir.

Cizelge 3.4. Organik ¢ozucu etkisini gozlemlemek icin kullanilan elektrolit (tampon)

cOzeltilerin bilesimleri.

Elektrolit gérevi géren tampon ¢dzelti iceriginin farkh organik ¢cézlcu oranlarindaki

bilesimleri
SDS (mM) L-Lizin-Cu*?(mM)  NH4O0Ac(mM) pH Organik Cozucu (%)
25 10 10 9.0 0
25 10 10 9.0 15
25 10 10 9.0 30

3.9.6. D-Ampisilin ve L-Ampisilin Oranlarinin Ayrima Etkisini inceleme
Enantiyometrik ayrimlarda D-Ampisilin ve L-Ampisilinden (1:1) olusan 6rneklerin
derisimi mg/mL olarak kullaniimistir. iki enantiyomerin oranlarinin degistirimesiyle
enantiyometrik ayrim incelenmigtir. Kullanilan oranlar D-Amp:L-Amp 1:1, 2:1 ve 3:1
dir.

3.9.7. Enantiyomer Tiriiniin Tespit Edilmesi

Enantiyometrik ayrimlarda enantiyomer tlranun tespit edilmesine yonelik yapilan
analizlerde 25 mM SDS, 10 mM L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi bulunan 10
mM NH4OAc ¢Ozeltisi kullaniimig ve sisteme 1 mg/mL derisimine sahip D-Ampisilin
ornegi verilerek analiz gergeklestirilmistir.
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3.9.8. Tekrar Kullanilabilirligin incelenmesi
Enantiyometrik ayrimlarin tekrarlanabilirlik ¢galismalari igin 25 mM SDS, 10 mM L-
Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi, 10 mM NH4OAc den olusan tampon ¢ozeltisi

ile D,L Amp orneginin 10 kV’ da 100 mbar basingtaki ayrimi 4 kez tekrarlanmistir.

3.9.9. Gercek Ornekten Analizler
Piyasada satilan Alfasilin antibiyotiginin enantiyomerik safliginin kontrolu icin bir
kapsull havanda ezilmis ve igerisine 10 mL NH4OAc eklenerek karigtiriimistir.

Sonrasinda ¢ozelti 100 kat seyreltilerek analizlerde érnek olarak kullaniimistir.
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4. BULGULAR

4.1. L-Lys-Cu*? Amino asit-Metal Kompleks Oraninin Belirlenmesi ve
Optimizasyonunun Yapilmasi

Cu*2 metal iyonunun amino asitlere baglanarak kompleks olusturdugu bilinmektedir.
Bu amacla amino asit-metal kompleks optimizasyonu igin L-Lys amino asidi ve Cu*?
iyonunun organik faz igeren sulu ¢ozeltide (%30 ACN, %70 K2HPO4) 1:1; 2:1 ve 3:1
mol oranlarinda [Cu(L)2] kompleksi olusturuldu. Cu(SOa4)2.5H20 bakir tuzu metal
iyon kaynagi olarak kullanilirken, L-Lys amino asidi ise ligand olarak kullanildi. $ekil
4.1 L-Lys amino asidine ait UV-VIS spektrumunu goésterirken, Sekil 4.2, 4.3 ve 4.4
farkh lizin oranlarinda elde edilen UV-VIS spektrumlarini gostermektedir. Sekil 4.5’
de ise L-Lys ve L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksinin UV-VIS spektrumlari
birlikte gosterilmistir. UV spektrumlarinda 237 nm’ de olusan sinyal C=0 bagindaki
Cu*? iyonu ile koordinasyon sonucu olan eslesmemis elektronlara ait n-m*
gegcislerine aittir [104]. Sekil 4.5’ de gorildiga Gzere 2:1 L-Lys:Cu*? oranindan sonra
kayda deger bir sinyal degisikligi olmadigdi igin bu oran maksimum L-Lys:Cu*? orani

olarak tespit edilmis ve sonraki ¢aligmalar i¢in bu oran kullanilimistir.

1,00
0,90
0,80

5 0,70

0,60

G

g 050

3 0,40

Q0

< 0,30
0,20
0,10
0,00

——L-Lys

199 219 239 259 279 299
Dalga boyu, A (nm)

Sekil 4.1. L-Lys amino asidinin spektrofotometrik élgimu.
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—L-Lys:Cu (1:1)

Absorbans, AU
o 0 00 0o o o o o
= M W B g =l G

o

199 219 239 259 279 299
Dalga boyu, A (nm)

Sekil 4.2. L-Lys:Cu*?> amino asit-metal kompleksinin 1:1 mmol oranindaki

spektrofotometrik dlgimda.

-

—L-Lys:Cu (2:1)

Absorbans, AU
o 0 0O 0 0o 0o o o o
— [\ ] (93] =N ()] a =l o w

o

199 219 239 259 279 299
Dalga boyu, A (nm)

Sekil 4.3. L-Lys:Cu*?> amino asit-metal kompleksinin 2:1 mmol oranindaki

spektrofotometrik dlgimu
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= L-Lys:Cu (3:1)
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199 219 239 259 279 299
Dalga boyu, A (nm)

Sekil 4.4. L-Lys:Cu*?> amino asit-metal kompleksinin 3:1 mmol oranindaki

spektrofotometrik dlgimi

4,00
3,50 —L-Lys
5 3,00 ——L-Lys:Cu (1:1)
j 2,50 ——L-Lys:Cu (2:1)
S ——L-Lys:Cu (3:1)
2 2,00
o
(%]
£ 150
1,00
0,50
0,00 \\
199 219 239 259 279 299
Dalga boyu, A (nm)

Sekil 4.5. L-Lys ve L-Lys:Cu*? amino asit-metal kompleksinin 1:1; 2:1 ve 3:1 mmol

oranindaki spektrofotometrik dlgima.
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4.2.L-Lys ve L-Lys-Cu*? Amino asit-Metal Kompleksinin Karakterizasyonu

4.2.1. FTIR-ATR Spektrofotometre Analizi

L-Lys ve L-Lys’ nin Cu*? iyonu ile koordinasyonu sonucu olusan L-Lys-Cu*? amino
asit-metal kompleksinin karakterizasyonu FTIR-ATR spektrofotometresi (Thermo
Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) ile yapilmistir. Numuneler,
cihazin 6rnek haznesine yerlestiriimis ve 400-4000 cm™ dalga sayisi araliinda
yuzeyde gercgeklesen toplam gecirim miktari hesaplanmigtir. L-Lys aminoasidinin
FTIR-ATR spektrumu Sekil 4.6’ da verilirken, L-Lys-Cu*?> amino asit-metal
kompleksinin FTIR-ATR spektrumu da Sekil 4.7’ de verilmistir.

99-:
" Lizin (LYS)
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w
1600

526

1462 1418

e
S
1625

548
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3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4.6. L-Lys amino asidine ait FTIR-ATR spektrumu.
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Sekil 4.7. L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksine ait FTIR-ATR spektrumu.

Amino asitler sulu c¢ozeltilerinde ve kati hallerinde zwitter iyon olarak
davrandiklarindan, amino asitlerin IR spektrumu uNHs ve uC=0 bdlgeleri igin
belirgin sinyaller vermektedir. Sekil 4.6’ da goruldugu uzere L-Lys amino asidi igin
2947 cm deki band —N-H gerilme bandina aitken 1625 cm™ deki band —COOH
grubundaki karbonil u(C=0) gerilme bandina aittir. Sekil 4.7’ de ise L-Lys-Cu*?
kompleksi olusurken Cu*?, L-Lys amino asidine koordine oldugundan karbonil
grubuna ait u(C=0) 1625 cm™ deki band 1633 cm™ e kaymistir. Ayrica 2947 cm!
deki bandin 3295 cm™ e kaymasi L-Lys-Cu*?> metal-ligand koordinasyonunun
olustugunu gostermektedir. L-Lys amino asidi ve Cu*? metaline ait metal- ligand

koordinasyonu Sekil 4.8’ de gorilmektedir [105].

49



o)

H
H,N—C—C—O0H
CH,

CH, + Cu*

O
|

C—O— a— NH;

HNA—H,C—Hc Cu*2 ™

‘ TN N, ™S o0—c7
) —

O

CH—(—CH;%NHE

Sekil 4.8. L-Lys-Cu*? amino asit-metal koordinasyonu.

4.3. Kritik Misel Derigiminin Belirlenmesi
Kritik misel derisimini belirlemek icin 10 mM NH4OAc ortaminda farkli SDS
derigimlerinde hazirlanmis olan ¢ozeltilere sirasiyla 10 kV elektrik alan uygulanmasi

sonucunda olugsan akim, pA olarak alinmis ve kritik misel derisimi belirlenmigtir.

2.0, 3.0, 5.0 ve 8.0 mM SDS derigsimine sahip ¢ozeltilerin uygulanan elektrik alanina
cevap olarak verdigi akim degerleri birbirine yakinken, derisimin 10 mM’ a
cilkmasiyla uygulanan elektrik alani sonrasi olugsan akim degerinde ani bir artisa
gecilmigtir. Ani degisimin oldugu noktanin altindaki derisimlerde ve bu noktanin
uzerindeki derigimlerdeki degisimler i¢in dogrular olusturulmus ve bu dogrularin
egim ve kesisim noktalari belirlenmigtir. Bu iki dogrunun kesim noktasi olan 8.68

mM SDS derigimi kritik misel derisimi olarak tespit edilmistir. Sekil 4.9’ da farkl
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derisimlerde hazirlanan SDS c¢ozeltilerine ait derisime (mM) karsi-akim (UM)

grafiginden elde edilen kritik misel derisimi degeri gérilmektedir.

60
50 T
-
-
T I
40 | y=1,1024x+ 11,114 +
< R?=0,995 LT y =0,6377x + 15,148
= ¢ L R? = 0,955
E 30 T h L
=~ .-+. I
< T.. I
20 P
@y
10 o *— CMC
0
0 10 20 30 40 50 60
Derisim (mM)

Sekil 4.9. Farkh derisimlerde hazirlanan SDS ¢oézeltilerine ait akim grafigi ve kritik

misel derisimi.

Farkli derisimlerde hazirlanan SDS ¢ozeltilerinin igerisine 10 mM derisimde olacak
sekilde eklenen L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksinin kritik misel derisimine
etkisi incelenmistir. Kritik misel derigimini belirlemek i¢in 10 mM NH4OAc ortaminda
farkh SDS derisiminde hazirlanmis SDS-L-Lys-Cu*?> misel komplekslerinin
bulundugu ¢ozeltilere sirasiyla 10 kV elektrik alan uygulanmasi sonucunda olusan
akim, PA olarak alinmis ve SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin bulundugu

¢Ozeltinin kritik misel derisimi belirlenmistir.

Sadece SDS’ lerin bulundugu c¢ozeltide oldugu gibi L-Lys-Cu*? kompleksinin
bulundugu ¢ozeltilerde de 2.0, 3.0, 5.0 ve 8.0 mM SDS derisimine sahip SDS-L-Lys-
Cu*? misel kompleks ¢ozeltilerinin uygulanan elektrik alanina cevap olarak verdigi
akim degerleri birbirine yakin olarak elde edilmistir. Derisimin 10 mM’ a ¢ikmasiyla
uygulanan elektrik alani sonrasi olusan akim degerinde ani bir artisa gecilmistir. Ani
degisimin oldugu noktanin altindaki derisimlerde ve bu noktanin Uzerindeki

derisimlerdeki degigimler i¢in dogrular olusturulmus ve bu dogrularin egim ve
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kesisim noktalari SDS-L-Lys-Cu*? ¢ozeltisi icin de belirlenmistir. Bu iki dogrunun

kesim noktasindan CMC 9.85 mM olarak bulunmustur.

Yapilan analizle SDS bazl ¢ozeltilere eklenen amino asit-metal kompleksiyle kritik
misel derigiminin 8.68 mM’ dan 9.85 mM’ a ¢iktigi belirlenmigtir. Sekil 4.10° da farkh
derisimde hazirlanan SDS-L-Lys-Cu*? misel kompleksi igeren cozeltilere ait
derisime (mM) karsi-akim (uM) grafiginden elde edilen kritik misel derigimi degeri

gOrulmektedir.
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Sekil 4.10. Farkli derigsimlerde hazirlanan SDS-L-Lys-Cu*? misel kompleksi iceren

cOzeltilere ait akim grafigi ve kritik misel derigimi.

4.4. Farkh Derigsimlerde Hazirlanan SDS Misellerinin ve SDS-L-Lys-Cu*? Misel
Komplekslerinin Karakterizasyonu

Hazirlanan 10, 25 ve 50 mM derisime sahip ¢ozeltilerdeki SDS miselleri ve SDS-L-
Lys-Cu*? misel komplekslerinin mikroyapisal morfolojik karakterizasyonlar yiiksek
kontrasth gecirimli elektron mikroskobu (CTEM) ile gergeklestirilirken, ortalama
boyut dagihmi ve partikillerin potansiyelleri zeta boyut ve potansiyel analizori ile
Olgllmastir. Bunlarin yani sira SDS-L-Lys-Cu*2 misel komplekslerinin zeta boyut
Olcumlerini dogrulamak amaciyla daha hassas olgumler yapabilen dinamik 1s1k

sacilimi spektrometresi kullanilarak ekstra boyut analizi yapilmigtir.
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4.4.1. Yuksek Kontrasth Gegirimli Elektron Mikroskopisi Analizi

10, 25, 50 mM SDS ve 10 mM NH4OAc’ den olugsan ¢dzeltide meydana gelen
misellerin ve 10 mM derisime sahip olacak sekilde L-Lys-Cu*? amino asit-metal
kompleksinin eklenmesiyle olusan SDS-L-Lys-Cu*?> misel komplekslerinin
mikroyapisal morfolojik karakterizasyonlari FEI marka Tecnai G? Spirit Biotwin
model ylksek kontrastli gegirimli elektron mikroskobu (CTEM) ile goéruntulenmistir.
Sekil 4.11° de Uc farkli derisimde hazirlanan ¢ozeltilerde olusan SDS misellerinin
boyutlari goérintllenirken, Sekil 4.12° de u¢ farkli derisimde hazirlanmis olan

coOzeltilerdeki SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin boyutlari gorintilenmistir.

SDS derigiminin farklilagmasinin SDS misellerinin ve SDS-L-Lys-Cu*? misel
komplekslerinin boyutuna etkisi incelenmistir. Kritik misel derisimi Uzerinde
hazirlanan 10, 25 ve 50 mM derisime sahip SDS ¢odzeltilerinin olusturdugu misellerin

boyutlari sirasiyla, 60-70 nm, 40-50 nm ve 80-90 nm araligindadir.

10 mM derisime sahip ¢ozelti kritik misel derisiminin hemen Uzerindedir. Bu nedenle
diger cozeltilerdeki misel olugsumlarina gore daha seyrek agregat olusumu
g6zlenmistir. Derisimin 25 mM’ a c¢ikarilmasiyla miseller birbirini sahip olduklari
negatif ylklerinden dolayi iterek kiigilmus ve daha sik misel olusumu gézlenmistir.
Ancak derisimin 50 mM’ a g¢ekilmesiyle miselller i¢ ice gegmis ve buyuk kuresel
agregat olusumlar baslamigtir. Bu sebeple 50 mM ¢ozeltide olugan miseller en

buyuk hacimsel boyuta sahiptir.
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Sekil 4.11. Hazirlanan misellerin CTEM goruntileri. a) SDS derisimi: 10 mM;
Tampon ¢ozelti derisimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0 b) SDS derisimi: 25 mM;
Tampon ¢ozelti derigimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0 c) SDS derigsimi: 50 mM,
Tampon ¢ozelti derisimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0

54



Sekil 4.12. SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin CTEM gorlntileri. a) SDS
derigimi: 10 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derisimi: 10 mM; Tampon
¢oOzelti derigimi: 10 mM NHsOAc, pH 9.0 b) SDS derigimi: 25 mM; L-Lys-Cu*? amino
asit-metal kompleksi derisimi: 10 mM; Tampon ¢ozelti derisimi: 10 mM NH4OAc, pH
9.0 c¢) SDS derisimi: 50 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derigimi: 10
mM; Tampon ¢ozelti derigsimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0.

10, 25 ve 50 mM SDS derigimine sahip SDS-L-Lys-Cu*2 misel komplekslerinin
CTEM gorintilerinden L-Lys-Cu*?> amino asit-metal kompleksinin misellerin
icerisine girdigi anlasilmaktadir. Kompleksin olusan misel yapilarinin igerisine
girmesiyle, misel boyutlarinin oldukga kiguldugu tespit edilmigtir. Derisimin
artmasiyla boyutlar kugulmus, ancak belirli bir derisimden sonra artmaya
baslamistir. Kompleksin farkl derigsimlerde misellerin icine girmesiyle meydana
gelen Dboyuttaki klgllmelerin, L-Lys-Cu*?> amino asit-metal kompleksinin
bulunmadigi farkli derisimlerdeki misel ¢ézeltilerinin boyutlarindaki degisimle dogru
orantili bir sekilde degistigi bulgusuna ulasiimistir.

4.4.2. Zeta Boyut ve Potansiyel Analizleri

Zeta boyut ve potansiyel analizoru, kolloidal gozeltilerde partikullerin boyutunu, zeta
potansiyelini ve molekull agirhidini bulmak igin kullanilan cihazdir. Seramik ve ilag
sektorinde ¢ok 6nemli bir yer tutan kolloidlerin kararlihgi, partiktller arasindaki itme
ve ¢gekme kuvvetini belirleyen zeta potansiyeli ile yakindan ilgilidir. Zeta boyut ve
potansiyel analizoru, belirli bir potansiyel altinda hareketi saglanan tanelerin hizini

belirleyerek zeta potansiyelini hesaplamaktadir.
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10 mM NH4OAc ortaminda hazirlanan, 10, 25 ve 50 mM SDS miselleri ve 10 mM
derisimde olacak sekilde SDS c¢ozeltilerine eklenen L-Lys-Cu*? amino asit-metal
kompleksinden olusan SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin zeta boyut ve
potansiyel analizleri Nano Zetasizer (NanoS, Malvern Instruments, Londra,
ingiltere) ile yapilmistir. Zeta boyut analizleri sayica hesaplanmis ayni zamanda
polidispersite indeksleri bulunmustur. Deneyler her bir ornek igin 3 kez
tekrarlanmigtir. Cizelge 4.1’ de misellerin ve misel komplekslerinin sayica ortalama

boyutlari ve polidispersite indeksleri gorulmektedir.

Cizelge 4.1. Hazirlanan SDS misel ve SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin

sayica ortalama boyutlari ve polidispersite indeksleri.

Cozelti Sayica ortalama boyut Polidispersite indeksleri
10 mM SDS 63.45 nm 0.587
25 mM SDS 51.84 nm 0.481
50 mM SDS 90.90 nm 0.483
10 mM SDS-L-Lys-Cu*? 9.394 nm 0.309
25 mM SDS-L-Lys-Cu*? 8.818 nm 0.227
50 mM SDS-L-Lys-Cu*? 9.988 nm 0.235

Kritik misel derigsiminin hemen Uzerinde hazirlanan 10 mM SDS derisimine sahip
cOzeltide olusan misellerin ortalama boyutlari 63.45 nm’ dir. Cozeltinin SDS
derisiminin 25 mM’ a ¢ikmasiyla sayica ortalama boyut daha da azalmigtir. Ancak
belirli bir derisimden sonra miseller birbirinin icerisine girmeye baslamig ve buyuk
agregat olusumundan dolayi boyutlari artmigtir. 10, 25 ve 50 mM SDS derisiminde
olusan misellerin sayica boyut dagilimi sirasiyla Sekil 4.13, 4.14 ve 4.15 de

gOrulmektedir.

SDS derigiminin kritik misel derisimi Uzerine c¢ikariimasiyla, artan derisimle

misellerin kigllmeye baslamasi ve buyuk agregat olusumundan sonra boyutlarinin
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tekrar blylimeye baslamasindakine benzer durum, SDS-L-Lys-Cu*?> misel
komplekslerinde de gdrtlmektedir. 10 mM SDS derisimden 25 mM SDS derisimine
cikilmasiyla hazirlanan misel komplekslerinde ki boyutlar kigilmeye baglamigstir.
Son olarak da 50 mM SDS derisiminde tekrar artis gorilmustir. SDS-L-Lys-Cu*?
misel komplekslerinin sayica boyut dagilimlari Sekil 4.16, 4.17 ve 4.18 de

gorulmektedir.

Olglilen polidispersite indeksleri de hazirlanan gézeltilerin homojenligi hakkinda bilgi
vermektedir. Amino asit-metal kompleksinin SDS miselleriyle etkilesmesi ile misel
yapisinda boyut kiglUlmesinin meydana gelmesinden dolayi, sadece SDS
¢Ozeltilerinden olugan misellere gore polidispersite indeksleri kiigiimus yani daha
homojen bir ¢dzelti ortami elde edilmistir. Polidispersite indeksi en kuguk degere
sahip olan 25 mM SDS’ den hazirlanmis misel ¢dzeltisine derisimi 10 mM olacak
sekildeL-Lys-Cu*?> amino asit-metal kompleksinin eklenmesiyle olusan misel
komplekslerinin polidispersite indeksi en kuguktur. Yani en homojen ortam bu SDS
derigiminde elde edilmigtir. Yapilan kinetik analizlerde de ayrimin en iyi gerceklestigi
¢cOzelti derisiminin 25 mM SDS derisimine sahip amino asit-metal kompleksini iceren

cOzelti oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.13. SDS misellerinin sayica ortalama boyut dagilim grafigi. SDS derigimi: 10
mM; Tampon ¢ozelti derigimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0.
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Sekil 4.14. SDS misellerinin sayica ortalama boyut dagilim grafigi. SDS derigimi: 25
mM; Tampon ¢ozelti derisimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0.
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Sekil 4.15. SDS misellerinin sayica ortalama boyut dagilm grafigi. SDS derigimi: 50
mM; Tampon ¢ozelti derigimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0.
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Sekil 4.16. SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin sayica ortalama boyut dagilim
grafigi. SDS derisimi: 10 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derigimi: 10
mM; Tampon ¢ozelti derigimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0.

Size Distnbution by Number
25 .................................................................................
| AR R R R ERE & R Rt R R PR DR LRDY RPERLIIPEEREES
E 1
I T R Ib R N SO
o 1
g A A AR
E 1
z
[ St e e N e T
0 : " . 4 4 i
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
25 mM SDS L-Lys-Cu*?

Sekil 4.17. SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin sayica ortalama boyut dagilim
grafigi. SDS derisimi: 25 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derigimi: 10
mM; Tampon ¢ozelti derigimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0.
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Sekil 4.18. SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin sayica ortalama boyut dagilim
grafigi. SDS derisimi: 50 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derisimi: 10
mM; Tampon ¢ozelti derigimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0.

CTEM ile cekilen goruntulerden elde edilen misellerin ve misel komplekslerinin
boyut buyuklUkleri ile zeta boyut analizinden elde edilen ortalama buyuklukler
birbirine yakin degerlerdir. CTEM analizleri kuru ortamda, zeta analizleri ise sulu
ortamda gergeklestirildigi icin birbirinden biraz farkli degerler elde edilmistir. CTEM
goruntileri kuru ortamda alindigindan dolayr zeta boyut analizérinun verdigi

sonuglara gore misellerin boyutu daha kuguk olarak elde edilmistir.

Farkl derisimlerdeki SDS’ ler ile hazirlanan misel c¢ozeltilerinin zeta potansiyel
OlcUmleri yapiimistir. SDS bazli ¢ozeltilere ait zeta potansiyelleri Cizelge 4.2’ de
goralurken, bu élgiimler sonucu elde edilen zeta potansiyel grafigi Sekil 4.19’ da
gorulmektedir. Zeta potansiyel o&lgumlerine bakildiginda en negatif zeta

potansiyelinin 25 mM SDS derisimine sahip ¢ozelti oldugu goralur.
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Cizelge 4.2. Farkh derigsimlerde hazirlanan SDS ¢o6zeltilerinin zeta potansiyelleri.

SDS (mM) Zeta Potansiyel (mV)
2.0 -7.4
3.0 -11.6
5.0 -15.9
8.0 -29.7
10 -70.1
15 -78.4
20 -84.8
25 -88.3
30 -83.5
35 -75.3
40 -70.6
45 -69.5
50 -67.3
55 -66.9
60 -67.1
65 -66.8
70 -67.1

Farkli derisimlere sahip SDS c¢ozeltilerinin  zeta potansiyel dlgimleri
degerlendirildiginde; ¢ozeltide SDS derigiminin 8.0 mM’ dan 10 mM’ a ¢gikmasiyla
zeta potansiyeli ani bir artis gostermistir. Bunun sebebi 8.68 mM SDS derisiminde

misellerin olusmaya baslamasidir.
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Sekil 4.19. Farkli derigsimlerde hazirlanan SDS ¢dzeltilerinin zeta potansiyel 6lgim
grafigi. SDS derisimi: 2.0, 3.0, 5.0, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70
mM; Tampon ¢ozelti derigimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0.

10, 25 ve 50 mM SDS igeren ¢ozeltiler ile hazirlanan SDS-L-Lys-Cu*? misel
komplekslerinin zeta potansiyel oOlgimleri de gercgeklestirilmistir. Artan SDS
derisimiyle SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin zeta potansiyelleri sirasiyla
-13.4, -20 ve -12.9 mV olarak bulunmustur. SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin
zeta potansiyelleri Sekil 4.20, 4.21 ve 4.22’ de gosterilmigtir.

Sadece SDS ile hazirlanan misel ¢ozeltilerinin zeta potansiyelleri olduk¢a negatiftir.
Ancak ortama goreceli pozitif ylklere sahip olan L-Lys-Cu*? kompleksi girdiginde
ortamda mevcut bulunan misellerin zeta potansiyellerindeki negatiflik azalmigtir.
Kritik misel derigsiminin hemen Uzerinde hazirlanan 10 mM SDS derisimine sahip

misel kompleks ¢ozeltisinin zeta potansiyeli -13.4 mV degere sahiptir.

Ortamda SDS derisimin artmasiyla negatif yikler artmistir. Ayni miktarda L-Lys-
Cu*? kompleksi eklendigi zaman zeta potansiyel degeri 25 mM ¢ozelti icin daha
yuksek (negatif) elde edilmistir. Ortamda SDS miktari arttigindan her bir misele daha
az amino asit-metal kompleksi dustugunden dolayi zeta potansiyeli 10 mM SDS’ in
bulundugu misel kompleksine goére daha duslk bir dedere sahip olmustur. Ancak

cOzeltideki SDS derisiminin 50 mM’ a gikmasiyla ¢ozeltide ¢ok sayida misel
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olusmus, olusan misellerin birgogu buyuk agregat olusumuna yol agmistir. Bu
sebeple zeta potansiyeli beklendigi sekilde negatif olarak artmamistir. Bu ortama
goreceli pozitif yuke sahip amino asit-metal kompleksinin eklenmesiyle, kompleksin
bir kismi misellerin igine dagilmis, buyuk bir kismi buyuk agregatlarin olusmasindan
dolayi ilk temas ettigi yerdeki misellerin igine dolusmus ve misellerin bir kismina
ulasamadiklarindan dolay1r misellerin bir kismi bos bir sekilde kalmigtir. Bu
durumdan dolayr SDS derigsimi 50 mM olan ¢ozeltide 3 farkli zeta potansiyeli
olugsmustur. Bu 3 farklh zeta potansiyelinin ortalamasi da -12.9 mV olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.20. SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin zeta potansiyeli. SDS derisimi: 10
mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derisimi: 10 mM; Tampon c¢ozelti
derisimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0.
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Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.21. SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin zeta potansiyeli. SDS derisimi: 25
mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derisimi: 10 mM; Tampon c¢ozelti

derisimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0.
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Sekil 4.22. SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin zeta potansiyeli. SDS derigimi: 50
mM; L-Lys-Cu*?> amino asit-metal kompleksi derisimi: 10 mM; Tampon c¢ozelti

derigimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0.
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4.4.3. Dinamik Isik Sacgilimi Spektrometrik Analizi

Dinamik 1siIk sagilimi metodu (DLS) seyreltik ¢ozelti icerisindeki kiguk
parcaciklardan sagilan 1s1gin siddetinin ve degisiminin olguimesi temeline dayanir.
Sacllan 1s191n siddetindeki degisim, parcacigin hareketine buna bagli olarak da
parcacigin buyuklugune, ortamin vizkozitesine ve sicakliga baghdir. Kolloidal
suspansiyonlar iki temel 1sik sacilimi ydntemiyle karakterize edilir. Statik 11k
sacilimi yontemi polimerlerin molekul agirligi, ddnme yarigcapi ve ikinci viral katsayi
belirlenmesinde kullanilir. Dinamik 11k sagilimi yontemi ise hidrodinamik buyukluk,
difizyon katsayisi, dagihim indeksi ve pargacik buyukligu dagiliminin elde

edilmesinde kullanilir.

10, 25 ve 50 mM SDS derisimine sahip (g farkli SDS-L-Lys-Cu*? misel kompleks
¢Ozeltilerinde bulunan kuguk partikullerden sagilan 1s1gin siddetinin ve degisiminin
Olgculmesi sonucunda pargacik buyuklugu dagilimi elde edilmistir. Elde edilen boyut
dagihmi grafikleri Sekil 4.23, 4.24 ve 4.25’ de gorilmektedir. 10, 25 ve 50 mM SDS-
L-Lys-Cu*? misel kompleksleri igin elde edilen ortalama pargacik boyutlari sirasiyla;
7.125, 6.707 ve 7.400 nm’ dir.

Dinamik 1s1k sagilimi spektrometresiyle yapilan olgimler sonucunda elde edilen
parcacik boyutlariyla, zeta boyut analizért dlgumleriyle elde edilen sayica boyut
dagihmi ve derisimin artmasiyla meydana gelen degisimin ¢ok benzer olmasindan

dolayi zeta boyut analizi sonuglari dogrulanmistir.
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Sekil 4.23. SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin ortalama pargacik boyutu dagilim
grafigi. SDS derisimi: 10 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derisimi: 10
mM; Tampon ¢ozelti derigimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0.

v 25 mM 30F L-Lys-Cu*

Sekil 4.24. SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin ortalama pargacik boyutu dagilim
grafigi. SDS derigimi: 25 mM; L-Lys-Cu*2 amino asit-metal kompleksi derigimi: 10
mM; Tampon ¢ozelti derigimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0.
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Sekil 4.25. SDS-L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin ortalama pargacik boyut dagihm
grafigi. SDS derisimi: 50 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derisimi: 10
mM; Tampon ¢ozelti derigimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0.

4.5. Kinetik Analizler

4.5.1. Ayrima Tampon pH’ inin Etkisi

Yuzey gerilimini azaltici maddeler ile birlikte pH kontrolude iyonlasabilen maddelerin
¢OzUunurlGgunu etkileyen parametrelerden biridir [106]. pH’ in etkisini incelemek igin
pH 7.0, 8.0 ve 9.0’ da kinetik galigmalar yuruttlmustar. Elde edilen en iyi ayrimin pH
9.0’ da oldugu gozlenmistir. pH 9.0’ da Cu(L-Ligand)2 kompleksi ile ligand degigimi
sirasinda Ampisilinin D- ve L- formunun yarismali olarak baglanmasiyla anlik olarak
olusan Cu(L-Ligand-D-Amp) ve Cu(L-Ligand-L-Amp) yapilarinin arasinda yuk
denkligi oldugu icin ligand degisimi basarili bir sekilde gerceklesmistir. pH 9.0’ da
olusan kiral ligand degisim mekanizmasi Sekil 4.26° da goruldagu gibidir. pH 7.0 ve
pH 8.0’ de etkin bir ayrim saglanamamistir. pH 7.0, pH 8.0 ve pH 9.0 da ki s6z
konusu ayrimlar Sekil 4.27, 4.28 ve 4.29’ da gorulirken, Sekil 4.30’ da pH ayrimlari
birlikte gorulmektedir.
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Sekil 4.26. Misel ortaminda kiral ligand degisim etkilesimleri.
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Sekil 4.27. D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina ¢ozelti pH’ inin etkisi. SDS
derisimi: 25 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derisimi: 10 mM; Tampon
¢Ozelti derisimi: 10 mM NH4OAc, pH 7.0; Uygulanan elektrik alani: 10 kV; Uygulanan
basing: 100 mbar.
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Sekil 4.28. D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina ¢ézelti pH’ inin etkisi. SDS
derisimi: 25 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derisimi: 10 mM; Tampon
¢Ozelti derisimi: 10 mM NH4OAc, pH 8.0; Uygulanan elektrik alani: 10 kV; Uygulanan
basing: 100 mbar.
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Sekil 4.29. D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina ¢ozelti pH’ inin etkisi. SDS
derisimi: 25 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derigsimi: 10 mM; Tampon
¢Ozelti derisimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani: 10 kV; Uygulanan
basing: 100 mbar.
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Sekil 4.30. Cozelti pH’ inin D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina etkisini farkh pH

degerleri igin gosteren elektroferogramlarin gakistiriimis hali.

4.5.2. Ayrima SDS Derigiminin Etkisi

Sodyum dodesil sulfat (SDS) yuzey aktif maddeler suda ¢6zulduklerinde yuzeyinde
iyonik gruplarin, cekirdeginde ise hidrofobik merkezin oldugu miselleri olustururlar.
Bu calismada farkli SDS derisimlerinde meydana gelen misel olusumlarinin D,L
Ampisilin enantiyomerlerinin ayrimina etkisi incelenmistir. Bunun igin 5.0, 10, 25 ve
50 mM SDS, 10 mM amino asit-metal kompleksi ve 10 mM NH4OAc igeren tampon
cOzeltileri (pH 9.0 da) D,L Amp ayrimi i¢in ayri ayri denenmistir. 5.0 mM SDS
derisimine sahip ¢ozelti kritik misel derisiminin altinda oldugu igin herhangi bir ayrim
gorulmemigtir. Analizin ilk dakikasinda her iki enantiyomer yigin seklinde birlikte
gelmigtir. 10 mM SDS derisimine sahip ¢odzeltide olusan miseller yeterli ayrimi
saglayamamigtir. 50 mM SDS derigsimine sahip ¢ozelti ortaminda da buydk
agregatlarin olusmasi enantiyomerlerin etkin ayrimini engellemigtir. Yapilan
deneyler sonucunda etkin ayrimin 25 mM SDS derisimine sahip elektrolit (tampon)
¢Ozeltisinde oldugu gorulmagstir. Farkh SDS derisimleri kullanilarak misel
¢Ozeltilerinin  D,L Ampsilinin enantiyomerik ayriminda kullanildidini gosteren
elektroferogramlar Sekil 4.31, 4.32, 4.33 ve 4.34’ de gorulurken, Sekil 4.35’ de ise
piklerin gakistiriimig hali gorulmektedir.
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Sekil 4.31. D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina SDS derigiminin etkisi. SDS
derisimi: 5.0 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derigimi: 10 mM; Tampon
¢Ozelti derisimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani: 10 kV; Uygulanan
basing: 100 mbar.
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Sekil 4.32. D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina SDS derigiminin etkisi. SDS
derisimi: 10 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derisimi: 10 mM; Tampon
¢Ozelti derisimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani: 10 kV; Uygulanan
basing: 100 mbar.
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Sekil 4.33. D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina SDS derisiminin etkisi. SDS
derisimi: 25 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derigimi: 10 mM; Tampon
¢Ozelti derisimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani: 10 kV; Uygulanan
basing: 100 mbar.
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Sekil 4.34. D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina SDS derigiminin etkisi. SDS
derisimi: 50 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derigimi: 10 mM; Tampon
¢Ozelti derisimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani: 10 kV; Uygulanan
basing: 100 mbar.
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Sekil 4.35. SDS derisiminin D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina etkisini farkl

SDS degerleri igin gosteren elektroferogramlarin ¢akistirilmig hali.

Anyonik yuzey aktif madde olan SDS’ in artan miktarlariyla ampisilin
enantiyomerlerinin allkonma suresi de artmistir. Bunun sebebi artan SDS

derisimiyle olugsan misel etkilesiminden kaynaklanmaktadir.

4.5.3. Ayrima Elektrik Alanin Etkisi

Hazirlanmig olan 25 mM SDS, 10 mM L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi ve 10
mM NH4OAc elektrolit bilesimine sahip ¢ozelti ile ampisilin enantiyomerlerinin
ayriminda elektik alanin etkisi incelenmistir. Ayrim igin farkli siddetlerde (5, 10, 15
kV) elektrik alani voltaj olarak uygulanmistir. Ayrimin en iyi 10 kV voltajda olusan
elektrik alani ortaminda oldugu saptanmistir. Sekil 4.36, 4.37 ve 4.38’ de sirasiyla
5,10 ve 15 kV icin enantiyomerlerin ayrimi gorultrken, Sekil 4.39’ da ise uygulanan

tum elektrik alani uygulamalarinin ¢akismis sekli goruimektedir.

5 kV olarak uygulanan elektrik alan enantiyomerik ayrima vyeterli EOF
olusturamadigindan D- ve L-enantiyomerleri birbirinden ayrilamamistir. Elektrik
alaninin 10 kV’ a c¢ikariimasiyla ise enantiyomerlerin ayrimi basarili bir sekilde
gerceklestiriimistir. Uygulanan elektrik alaninin 15 kV’ a ¢ikariimasiyla D- ve L-
enantiyomerleri biribirinden yine ayrilmistir. CE sistemlerindeki en buylk sorun

Joule isinmasidir. Kolonda SDS gibi yiUkli yalanci bir sabit faz kullaniimasi
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uygulanan elektrik alani sonucunda fazla akim olusmasina sebep olur. Bu da joule
Isinmasina yol acar. Bu sebeple ¢alismalar 10 kV’ da yurGltialmUs ve daha yluksek

elektrik alan degerleri kullaniimamistir.
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Sekil 4.36. D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina elektrik alanin etkisi. SDS
derisimi: 25 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derigimi: 10 mM; Tampon
¢Ozelti derisimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani: 5 kV; Uygulanan
basing: 100 mbar.
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Sekil 4.37. D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina elektrik alanin etkisi. SDS
derisimi: 25 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derigimi: 10 mM; Tampon
¢Ozelti derisimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani: 10 kV; Uygulanan
basing: 100 mbar.
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Sekil 4.38. D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina elektrik alanin etkisi. SDS
derisimi: 25 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derigimi: 10 mM; Tampon
¢Ozelti derisimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani: 15 kV; Uygulanan
basing: 100 mbar.
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Sekil 4.39. Uygulanan elektrik alaninin D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina

etkisini farkl voltaj degerleri icin gosteren elektroferogramlarin gakistiriimis hali.

4.5.4. Ayrima Basincin Etkisi

Ampisilin enantiyomerlerinin kiral olarak ayriminda basincin etkisi incelenmigtir. 25
mM SDS, 10 mM amino asit-metal kompleksi ve 10 mM NH4OAc derisimindeki
tamponla yapilan denemelerde sisteme sirasiyla 0, 50 ve 100 mbar basing
uygulanmigtir. En iyi ayrimlar 100 mbar basincin uygulandigi ortamda elde
edilmistir. Sekil 4.40, 4.41 ve 4.42' de sirasiyla 0, 50 ve 100 mbar basing
uygulanmasiyla enantiyomerlerin ayrimi gosterilirken, Sekil 4.43’ de farkh basing

uygulamalarinin cakigsmig hali gorulmektedir.

Kolon sistemine sadece elektrik alan uygulanmasiyla D,L  Ampisilin
enantiyomerlerinde herhangi bir ayrim goriimemistir. Sisteme 50 mbar basing
uygulandiginda ise akis artmis ve D,L Ampisilin enantiyomerlerinin kolon igerisinde
alikonma zamanlari azalmis ancak yeteri kadar ayrim yine saglanamamistir. Kolona
100 mbar basin¢ uygulanmasi ile de D,L Ampisilin enantiyomerlerinin alikonma
suresi daha da azalmis ve etkin bir sekilde birbirinden ayriimiglardir. Basing
uygulamalarinda misellerin yapilarinin anhk olarak bozulabilecegi

dusundlditginden calismalar en fazla 100 mbar basing ile sinirlandiriimistir.
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Sekil 4.40. D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina basincin etkisi. SDS derigimi: 25
mM; L-Lys-Cu*?> amino asit-metal kompleksi derisimi: 10 mM; Tampon c¢ozelti
derigimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani: 10 kV; Uygulanan

basing: 0 mbar.
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Sekil 4.41. D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina basincin etkisi. SDS derigimi: 25
mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derisimi: 10 mM; Tampon ¢ozelti
derigimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani: 10 kV; Uygulanan
basing: 50 mbar.
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Sekil 4.42. D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina basincin etkisi. SDS derigimi: 25
mM; L-Lys-Cu*?> amino asit-metal kompleksi derisimi: 10 mM; Tampon c¢ozelti
derigimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani: 10 kV; Uygulanan
basing: 100 mbar.
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Sekil 4.43. Uygulanan farkli basing degerlerinin D,L Ampisilinin enantiyomerik

ayrimina etkisini gosteren elektroferogramlarin gakistiriimis hali.
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4.5.5. Ayrima Organik Cozicliniun Etkisi
Su ile karigabilen organik ¢éztculer (kisa zincirli alkoller, asetonitril gibi) ylzey aktif
maddelerin kritik misel derisimini arttirir ve yeterince yuksek derigimlerde ise misel

olusumunu engeller [107-110].

Misellerin kararsizligi normal kompozisyon varyasyon araligini <% 25 (v / v) organik
¢ozucu ile sinirlandirir. Segicilikteki degisiklikler organik ¢ozuculerin elektrolit
¢Ozeltisinin karakteristik solvofobik ozelliklerini degistirmesinden

kaynaklanabilmektedir.

ACN miktarinin artmasiyla EOF azalir. Bu nedenle ayrimi gergeklesen turler daha
fazla alikonmaya ugrar. Ayrimi gerceklestiren tampon ¢ozelti icerisine hacimsel
olarak %15 olacak sekilde ACN eklenmesiyle EOF azaldigindan enantiyomerlerin
alikonma sureleri artmistir. Tampon ¢o6zeltinin solvofobik 6zelligi degistiginden
dolay! pikler yayvan bir sekilde gelmeye baslamistir. ACN miktarinin hacimsel
olarak %30°‘ a gikariimasi ile de EOF oldukga azalmis ve tlrlerin alikonmalari
artmistir. Bunun yani sira ACN miktarinin %30’ a ¢ikarilmasiyla misel yapilari da
bozulmustur. Bu durumda kolon igerisinde bulunan tamponda herhangi bir sabit faz
bulunmadigindan enantiyomerler birbirinden ayrilmamistir. Farkli organik ¢ozucu
oranlarinin D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina etkisi Sekil 4.44, 4.45 ve 4.46’
da gosterilirken, Sekil 4.4’ de ise D,L Ampisilinin enantiyomerik ayriminda farkli ACN

hacim degerleri icin elde edilen elektroferogramlarin cakistiriimis hali gérilmektedir.
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Sekil 4.44. D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina organik ¢ézicl oraninin etkisi.
SDS derigimi: 25 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derisimi: 10 mM;
Tampon ¢ozelti derigsimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani: 10 kV;
Uygulanan basing: 100 mbar; Organik ¢6zici ACN orani: %0.0.
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Sekil 4.45. D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina organik ¢dzicu oraninin etkisi.
SDS derigimi: 25 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derigsimi: 10 mM;
Tampon ¢ozelti derigsimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani: 10 kV;
Uygulanan basing: 100 mbar; Organik ¢oztici ACN orani: %15.0.
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Sekil 4.46. D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina organik ¢ézicl oraninin etkisi.
SDS derigimi: 25 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derisimi: 10 mM;
Tampon ¢ozelti derigsimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani: 10 kV;
Uygulanan basing: 100 mbar; Organik ¢dzict ACN orani: %30.0.
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Sekil 4.47. Organik ¢dzicu oraninin D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimina etkisini

farkl ACN hacim degerleri igin gosteren elektroferogramlarin ¢akistiriimig hali.
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4.5.6. D-Ampisilin ve L-Ampisilin Oraninin Degisiminin incelenmesi

D,L Ampisilin oranlari degistirilerek optimize edilen kosullarda enantiyomerlerin
ayrimi incelenmistir. L-Ampisilin orani sabit tutularak yapilan incelemelerde D-
Ampisilin 6rnek miktari dncelikle L-Ampisilinle ayni alinmig, sonraki incelemelerde

ise derisimi L-Ampisiline gore iki kat ve Ug¢ kat artirilarak analizler yapilmistir.

Misellerin hidrofobik kismiyla L-Lys amino asidinin uzun zincirli —(CH2)a grubu
hidrofobik-hidrofobik, amino asidin amino grubu ve Cu*? iyonlariyla da elektrostatik
etkilesim icerisindedir. Bu sebeple Cu(ll) anyon gibi gé¢ etmektedir [91]. D-
enantiyomerinin artan derigimleriyle ikinci sinyalin artmasi, bu ortamda meydana
gelen kiral ayrimlarda D-enantiyomerinin Cu(L-Ligand)2 kompleksiyle ligand
degisimi sirasinda anlik olarak olugturdugu Cu(L-Ligand-D-Amp)’ nin, L-
enantiyomerinin anlik olarak olusturdugu Cu(L-Ligand-L-Amp)’ den daha kararli bir
kompleks olusturdugu gértlmektedir. Sekil 4.48, 4.49 ve 4.50 D,L Ampisilin oraninin
degisim etkisinin enantiyomerik ayrimda incelenmesini gosterirken, Sekil 4.51 ise
D.,L Ampisilin oraninin degisim etkisinin enantiyomerik ayrimda incelenmesini farkli

D:L oranlari icin gosteren elektroferogramlarin ¢akistiriimis halini gdstermektedir.
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Sekil 4.48. D,L Ampisilin oraninin degisim etkisinin enantiyomerik ayrimda
incelenmesi. SDS derigimi: 25 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derigimi:
10 mM; Tampon ¢dzelti derisimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani:
10 kV; Uygulanan basing: 100 mbar; D,L Amp orani: 1:1 D:L.
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Sekil 4.49. D,L Ampisilin oraninin degisim etkisinin enantiyomerik ayrimda
incelenmesi. SDS derigimi: 25 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derigimi:
10 mM; Tampon ¢ozelti derigsimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani:
10 kV; Uygulanan basing: 100 mbar; D,L Amp orani: 2:1 D:L.
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Sekil 4.50. D,L Ampisilin oraninin degisim etkisinin enantiyomerik ayrimda
incelenmesi. SDS derigimi: 25 mM; L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derigimi:
10 mM; Tampon ¢dzelti derisimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani:
10 kV; Uygulanan basing: 100 mbar; D,L Amp orani: 3:1 D:L.
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Sekil 4.51. D,L Ampisilin oraninin degisim etkisinin enantiyomerik ayrimda

incelenmesini farkh D:L oranlari igin gosteren elektroferogramlarin gakistiriimig hali.

4.5.7. D-Enantiyomeri ile Kinetik Analiz

Enantiyomerlerin rasemik karigimlara gore daha etken ayni zamanda ¢ok az ya da
hi¢ yan etkisi bulunmamasindan dolayl enantiyomerik saf bilesiklerden olusan
ilaclara her gecen gun ilgi artmaktadir. Bu sebeple tek izomerlerin gelistiriimesi ve
yenilenmesi icin farmasotik alanda buyuk bir ugras verilmektedir. Bu amacla
ampisilin 6érnegininin optimize edilen kosullarda tek bir enantiyomer turu tespiti ve
D,L Ampisilin enantiyomer karisimindan olusan iki tlr enantiyomerin tespiti
yapilmistir. Sekil 4.52 ve 4.53 sirasiyla tek bir enantiyomer ve iki tir enantiyomere
ait sinyalleri verirken, Sekil 4.54 bu iki analizin gakismis halini gostermektedir. Elde
edilen sonuglar; analiz sirasinda 6rnek olarak tek bir enantiyomer kullaniminda tek

bir sinyal, iki tir enantiyomer kullaniminda ise iki sinyal alindigi gostermektedir.
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Sekil 4.52. Tek tir enantiyomer tipinin tespiti. SDS derisimi: 25 mM; L-Lys-Cu*?
amino asit-metal kompleksi derigimi: 10 mM; Tampon ¢ozelti derigimi: 10 mM
NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani: 10 kV; Uygulanan basing: 100 mbar;
Ornek: D-Amp.
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Sekil 4.53. iki tiir enantiyomer tipinin tespiti. SDS derigimi: 25 mM; L-Lys-Cu*2
amino asit-metal kompleksi derigimi: 10 mM; Tampon ¢ozelti derigimi: 10 mM
NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani: 10 kV; Uygulanan basing: 100 mbar;
Ornek; D,L Amp.
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Sekil 4.54. Tek tur ve iki tlr enantiyomer tipinin tespiti igin gdsterilen

elektroferogramlarin ¢akistiriimis hali.

4.5.8. Tekrar Kullanilabilirlik Caligmalan

SDS-L-Lys-Cu*?> misel komplekslerinin bulundugu c¢ozelti ile optimize edilen
kosullarda  D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimi igin tekrar kullanilabilirlik
calismalari yapilmistir. CEC sistemine D,L Amp ornekleri tekrarli (4 kez) bir sekilde
enjekte edilmistir. S6z konusu ayrimlari gosteren elektroferogram Sekil 4.55’ de

goOrulmektedir.

CEC sistemine tekrarli olarak enjekte edilen herbir D,L Amp sinyallerinin alikonma
zamanlari, pik geniglikleri ve segicilik faktorleri birbiriyle uyumluluk gostermektedir.
Bu bulgular Bolim 4.6’ daki kromatografik ayrim gucu hesaplamalariyla elde

edilmistir.
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Sekil 4.55. D,L Ampisilinin enantiyomerik ayrimi igin kullanilan SDS bazli misel
cOzeltilerinin tekrar kullanilabilirligini gdsteren elektroferogram. SDS derisimi: 25
mM; L-Lys-Cu*?> amino asit-metal kompleksi derisimi: 10 mM; Tampon c¢ozelti
derigimi: 10 mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani: 10 kV; Uygulanan

basing: 100 mbar; dort tekrali dlguim.

4.5.9. Gergek Ornekten (Alfasilin Antibiyotigi) Analizler

Enantiyomerikge saf bilesiklerin elde edilmesi ila¢ endustrisi i¢in oldukga nem arz
etmektedir. Ancak piyasada satilan ilaglarin bircogu rasemat veya diastomer olarak
pazarlanmaktadir. Bu amacla optimize edilen kosullarda SDS bazli misel kompleks
¢Ozeltisiyle piyasada satilan ampisilin etken maddesi igeren Alfasilin 6érnegi CEC
sitemine enjekte edilmistir. Bu ilaca ait elektroferogram Sekil 4.56’ da gorulurken,
Sekil 4.57’ de ise bu ornek ile deneylerde kullanilan 1:1 D,L Amp iceren érneklere

ait elektroferogramlar birlikte goértlmektedir.

iki farkli rnege ait elektroferogramlara bakildiginda Alfasilin antibiyotiginde bulunan
D-enantiyomerine ait sinyal, D,L Ampisilin 6rneginde bulunan D-enantiyomerine ait
sinyale benzemektedir. Ayni zamanda bu Ornege ait elektroferogramda ¢ok az bir

miktarda L-enantiyomerine rastlanmistir.
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Sekil 4.56. Alfasilin antibiyotik érnedinin enantiyomerik safliginin SDS bazli misel

uygulanarak tespit edilmesini gosteren elektroferogram. SDS derigimi: 25 mM; L-

Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi derisimi: 10 mM; Tampon ¢ozelti derigimi: 10

mM NH4OAc, pH 9.0; Uygulanan elektrik alani: 10 kV; Uygulanan basing: 100 mbar;

Ornek: Amp igeren Alfasilin ilaci.
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Sekil 4.57. Alfasilin antibiyotik érneginin enantiyomerik safliginin SDS bazli misel

uygulanarak tespit edilmesini gosteren elektroferogram ile 1:1 oraninda

Ampisilinin enantiyomerik ayrimi gésteren elektroferogramin ¢akistiriimis hali.
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4.6. Kromatografik Ayrim Guciu Hesaplamalari
SDS bazl misel ¢ozeltileriyle, D,L Amp bilesiginin enantiyomerik ayrimi igin yapilan
tum calismalar sonucunda elde edilen elektroferogramlardan yola c¢ikilarak
enantiyomerlerin allkonma zamanlariyla ayiricilik (Rs) ve segicilik faktorleri (a)
Esitlik 4.1 ve 4.2 kullanilarak hesaplanmistir [111].

Rs = (tp-tL)/(W1,2p + W1,2) (4.1)

a = (to/tL) 4.2)

Bu denklemlerdeki tp ve t. D- ve L-enantiyomerleri i¢in allkonma zamanlarini
gOsterirken wi,2p ve wi 2 ise D- ve L-enantiyomerlerinin maksimum pik yuksekliginin
orta noktasindaki pik genigliklerini gostermektedir. Tum enantiyomerik ayrimlar igin

elde edilen Rs ve k de@erleri Cizelge.4.3’ de gorulmektedir.

Enantiyomerik ayrim igin farkli pH kosullarinda yapilan ayrim islemlerinde pH 7.0 ve
8.0 de etkin bir ayrim gérulmediginden Rs degerleri hesaplanmamigtir. pH 9.0’ da
ise enantiyomerik ayrim basarili bir sekilde gergeklesmistir. Hesaplanan Rs

degerinin 3.47 olmasi da bu durumu dogrulamaktadir.

Farkli elektrik alaninin enantiyomerlerin ayrimina etkisi incelendiginde, CEC
sitemine uygulanan 5 kV elektrik alanda herhangi bir ayrim gérulmemigtir. 10 kV
elektrik alanda ise iyi bir ayrim gortlmus ve hesaplanan Rs degeri bu durumu
dogrulamistir. Elektrik alan siddetinin 15 kV’ a ¢ikariimasiyla EOF hizlandigindan
dolayl enantiyomerlerin alikonma streleri azalmistir ve Rs degeri uygulanan 10 kV

elektrik alana gore daha dusuk bir deger (2.59) olarak elde edilmigtir.

Enantiyomerik ayrim igin 10 kV elektrik alan ile sisteme sirasiyla 0, 50 ve 100 mbar
basin¢ uygulanmistir. 0 ve 50 mbar’ da enantiyomerler birbirinden ayrilmadigindan

Rs degerleri hesaplanmamigtir. 100 mbar’ da ise etkin bir ayrim gorulmektedir.

Farkli SDS bazli ¢dzeltilerde yapilan enantiyomerik ayrimlarda SDS derisiminin 5.0
mM oldugu ¢o6zeltide herhangi bir ayrim gérulmemigtir. Bunun nedeni bu derigimin
kritik misel derisimi altinda olmasidir. 10 mM SDS bazli ¢ézeltide Rs dederi 1.36 iken
25 mM SDS bazli ¢ozeltide ise bu deger 3.47 dir. Bu dedgerler birbiriyle
kargilastiginda 25 mM SDS bazli ¢ozeltininin ayiriciliginin daha iyi oldugu gorualur.
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50 mM SDS derisimine sahip ¢ozeltide blylk agregatlarin olusmasindan dolayi
tirlerin  yalanci sabit fazda allkkonma sdresi artmigs ve birbirinden

ayrilamadiklarindan dolay! Rs degeri hesaplanmamistir.

Farkli hacimlerde tampon ¢ozeltiye eklenen organik ¢ozicunun ayrimi kotu
etkiledigi yapilan deneysel sonuglarla belirlenmistir. Rs degeri artan ACN

hacimleriyle muhtemel misel yapisinin bozulmasi sebebiyle dusmustur.

Ayni bilesime sahip tampon igerisinde farkli D,L Amp derigimleriyle yurGtulen
deneysel ¢alismalarda D- ve L-enantiyomerlerinin alikonma zamanlari birbirleriyle
hemen hemen aynidir. Allkonma zamanlariyla hesaplanan Rs degerleri 1:1, 2:1 ve

3: 1 D:L oranlarinda sirasiyla 3.47, 3.51 ve 3.25 olarak bulunmustur.

Amp iceren Alfasilin ilaci kolon sisteminine enjekte edilmis ve enantiyomerlerin
ayrimi i¢in hesaplanan Rsdegeri 1.09 olarak elde edilmistir. Bu degere bakildiginda

ayrimin ¢ok etkin olmadigi goralur.

Tekrar kullanilabilirlik galismalari igin 25 mM SDS derisimine sahip ¢ozelti elektrolit
¢Ozeltisi olarak kullanilmigtir. Dort tekrarli Olgim igin hesaplanan Rs degerleri
birbirine yakin oldugundan D,L Amp 06rneg@i icin optimize edilen kosullarda
hazirlanan 25 mM SDS bazh elektrolit ¢ozeltisinin yalanci sabit faz olarak tekrar

kullanilabilir oldugu gorulmektedir.
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Cizelge 4.3. Farkh kosullarda gercgeklestiriimis olan enantiyomerik ayrimlara ait tp,

t., Rs ve k degerleri.

o L Rs a
pH
pH 7.0 2.103 1.903 - -
pH 8.0 2.770 2.503 - -
pH 9.0 3.503 3.037 3.47 1.153
Akim
5kV 4.870 4.737 - -
10 kV 3.503 3.037 3.47 1.153
15 kV 2.837 2.403 2.59 1.181
Basing
0 mbar 6.033 5.967 - -
50 mbar 4.503 4.403 - -
100 mbar 3.503 3.037 3.47 1.153
SDS (mM)
5.0 mM - - - -
10 mM 2.370 2.103 1.36 1.126
25 mM 3.503 3.037 3.47 1.153
50 mM 4.633 3.433 - -
Organik Cézicu
%0 ACN 3.503 3.037 3.47 1.153
%15 ACN 6.170 4.703 2.31 1.312
%30 ACN - - - -
D,L Orani
1:1D:L 3.503 3.037 3.47 1.153
2:1D:L 3.637 3.170 3.51 1.147
3:1D:L 3.503 3.070 3.25 1.141
Amp igeren Alfasilin ilac
Alfasilin 3.837 3.403 1.09 1.127
Tekrarlanabilirlik
1. Analiz 3.503 3.037 3.47 1.153
2. Analiz 8.570 8.103 3.51 1.058
3. Analiz 13.60 13.13 3.47 1.035
4. Analiz 18.73 18.27 3.51 1.026
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

D,L Ampisilin enantiyomerlerinin kiral ayrimi igin kullanilan L-Lys-Cu*? amino
asit-metal kompleksinden olugsan kiral selektor-metal kompleksi, amino asit
olarak L-Lys’ nin, merkez metal olarak Cu*? iyonunun UV-VIS spektrometresiyle
belirlenen 2:1 mmol oraninda kullaniimasiyla organik faz igeren sulu ¢ozeltide

sentezlenmistir.

L-Lys amino asidi ve L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksinin FTIR-ATR
spektroskopisi ile yapilan karakterizasyon galismalarindan L-Lys amino asidine
ait 2947 cm* deki —N-H gerilme bandi ve 1625 cm! deki —-COOH grubuna ait
u(C=0) gerilme bandinin, komplekslesme isleminin ardindan -N-H gerilme
bandinin 1632 cm e ve u(C=0) gerilme bandinin 3295 cm e kaymasi amino

asit-metal koordinasyonunun gergeklestigini gostermektedir.

D,L Ampisilin enantiyomerlerinin ayriminin  misel elektrokinetik kapiler
kromatografi yontemi kullanilarak gergeklesmesi icin kritik misel derigimi
tespitine yonelik, derisimi 2.0, 3.0, 5.0, 8.0, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50
mM olan SDS c¢oézeltileri hazirlanmis ve CEC sistemi kullanilarak akim

yogunlugu yontemiyle kritik misel derisimi 8.68 mM olarak tespit edilmistir.

Kritik misel derisimini belirlemek icin kullanilan SDS bazli ¢ozeltiiere 10 mM
derisime sahip olacak sekilde amino asit-metal kompleksi eklenmesiyle
hazirlanmis olan SDS-L-Lys-Cu*? misel kompleks c¢ozeltilerinin CEC sistemi
kullanilarak akim yogunlugu yontemiyle kritik misel derisimi 9.85 mM olarak
tespit edilmistir. Elde edilen sonuglarla ortama ilave edilen L-Lys-Cu*? amino

asit-metal kompleksinin CMC’ yi degistirdigi belirlenmisgtir.

Kritik misel derisimi Gzerinde olan 10, 25 ve 50 mM derisimdeki SDS c¢ozeltileri
secilerek mikroyapisal morfolojik karakterizasyon calismalari yiksek kontrastli
gegirimli elektron mikroskobu (CTEM) ve zeta boyut ve potansiyel analizori
kullanilarak yapilirken, 10, 25 ve 50 mM derigsime sahip bu ¢ozeltilere L-Lys-Cu*?
amino asit-metal kompleksi eklenmesiyle olusturulan SDS-L-Lys-Cu*? misel
komplekslerinin karakterizasyon calismalari ise yuksek kontrasth gecirimli
elektron mikroskobu (CTEM), zeta boyut ve potansiyel analizéri ve dinamik 1s1k
sacilimi (DLS) spektrometresiyle yapiimigtir.
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Anyonik yuzey aktif madde olan SDS bazl (10, 25 ve 50 mM) ¢ozeltilerde olusan
misellerin CTEM ile yapilan mikroyapisal morfolojik karakterizasyonlari
sonucunda; 10 mM SDS bazh ¢dzeltide olusan misellerin boyutlarinin 25 mM
SDS bazli ¢ozeltide olusan misellerin boyutlarindan buyik oldugu, 25 mM SDS
bazli ¢ozeltide olugsan misellerin 50 mM SDS bazli ¢ozeltide olusan misellere
gore daha kuguk oldugu ve 50 mM SDS c¢ozeltisinde meydana gelen misel
ortaminda buyUk agregatlar olustugu belirlenmistir. CMC’ nin Uzerine
¢ikilmasiyla olusan misellerin boyutlarinin artan derisimle kuaguldugu, derigimin
giderek artmasiyla ise hacimsel olarak buyuk agregatlarin olusumdan dolayi

misel boyutlarinin buyimeye bagladigi saptanmistir.

10 mM NH4OAc ortaminda ayni (10 mM) L-Lys-Cu*? derisimine sahip 10, 25 ve
50 mM SDS iceren c¢oOzeltilerde meydana gelen SDS-L-Lys-Cu*? misel
komplekslerinin CTEM ile yapilan mikroyapisal morfolojik karakterizasyonlari
sonucunda; SDS igeren cozeltilere L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi
eklenmesiyle boyutlarin oldukga kiguldigui, 10 mM SDS bazli ¢dzeltide olusan
misel komplekslerinin boyutlarinin 25 mM SDS bazli ¢bzeltide olusan misel
komplekslerinin boyutlarindan daha buyuk oldugu, 25 mM SDS bazli ¢ézeltide
olusan misel komplekslerinin boyutlarinin 50 mM SDS bazl ¢ozeltide olusan
misel boyutlarindan daha kiglik oldugu belirlenmistir. Kompleksin farkli
derisimlerde misellerin icine girmesiyle meydana gelen boyuttaki kugulmelerin,
L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksinin bulunmadigi farkli derigimlerde ki
misel ¢ozeltilerinin boyutlarindaki degisimle dogru orantili bir sekilde degistigi

sonucuna varilmigtir.

10, 25 ve 50 mM SDS derisimine sahip ¢ozeltilerde meydana gelen misellerin
zeta boyut ve potansiyel analizorl kullanilarak yapilan karakterizasyon
¢alismalari neticesinde sayica ortalama boyutlari sirasiyla 63.45, 51.84 ve 90.90
nm; polidispersite indeksleri sirasiyla 0.587, 0.481 ve 4.83; zeta potansiyelleri
ise sirasltyla-70.1, -88.3 ve -67.30 mV olarak bulunmustur. Elde edilen bulgularla
SDS’ in artan derigimleriyle misellerin boyutlarinin CTEM sonuglariyla elde
edilen boyutlarla tutarli oldugu belirlenmigtir. Polidispersite indeksi en dlsuk olan
SDS bazlh ¢oézeltininde en homojen ¢oOzelti ortamina ve en negatif zeta
potansiyeline sahip olan 25 mM SDS bazli ¢dzelti oldugu saptanmistir. Zeta
potansiyel olcumlerine bakildiginda artan SDS derisimiyle zeta potansiyelleri
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dogrusal bir sekilde degismemektedir. Bunun nedeni belirli bir SDS derisiminden

sonra buyuk agregatlarin olugsmasidir.

10, 25 ve 50 mM SDS derisimine sahip ¢ozeltilere 10 mM olacak sekilde eklenen
L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi ile elde edilen SDS-L-Lys-Cu*? misel
komplekslerinin zeta boyut ve potansiyel analizéri kullanilarak yapilan
karakterizasyon caligmalari neticesinde ise sayica ortalama boyutlari sirasiyla
9.394, 8.818 ve 9.988 nm; polidispersite indeksleri sirasiyla 0.309, 0.227 ve
0.235; zeta potansiyelleri sirasiyla -13.4, -20 ve -12.9 mV olarak bulunmustur.
Polidispersite indeksi en dusuk olan ¢ozeltinin 25 mM SDS derisimine sahip olan
¢Ozelti oldugu bulunmustur. Bu nedenle en homojen ¢ozelti ortami1 25 mM SDS-
L-Lys-Cu*? misel komplekslerinin  bulundugu c¢ozelti ortamidir. Zeta
potansiyelleri ise sadece SDS ¢ozeltilerinin bulundugu ¢ozeltilere gore pozitif bir
artis egilimi gostermistir. Bunun nedeni ise ortama eklenen amino asit-metal

kompleksinin goreceli olarak pozitif yikler barindirmasidir.

L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksinin g farkli derisimde (10, 25 ve 50 mM)
hazirlanan misellerin igcine girmesiyle meydana gelen morfolojik boyutlar,
polidispersite indeksleri ve zeta potansiyellerinin, amino asit-metal kompleksinin
bulunmadigi U¢ farkh derisimde (10, 25 ve 50 mM) hazirlanan misellerin
boyutlarinda, polidispersite indekslerinde ve zeta potansiyellerindeki degisimle
dogru orantili bir sekilde degistigi sonucuna variimigtir. Dogru orantili bir sekilde
degisim gorulmesinin en énemli nedeni SDS bazli ¢ozeltilere ayni miktarda L-

Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi eklenmesidir.

10, 25 ve 50 mM SDS derisimine sahip ¢ozeltilere 10 mM olacak sekilde eklenen
L-Lys-Cu*? amino asit-metal kompleksi ile elde edilen SDS-L-Lys-Cu*? misel
komplekslerinin ayni zamanda dinamik 11k sacilimi spektrometresiyle
¢cOzeltilerde meydana gelen kuguk partikullerden sacilan 1s1gin siddetinin ve
degisiminin olgulmesi sonucunda pargacik buyuklugu dagilimi sirasiyla 7.125,
6.707 ve 7.400 nm olarak belirlenmistir. Analiz sonugclari zeta boyut analizoru ve
CTEM ile elde edilen sonuglarla tutarlilik gdstermistir.

Yapilan karakterizasyon c¢alismalariyla ayrimlar igin en uygun olabilecek
¢ozeltinin 25 mM SDS ve 10 mM L-Lys-Cu*?> amino asit-metal kompleksi

derisimine sahip ¢oOzeltide olabilecegi kanisina variimistir. Bunun en onemli

%94



sebebi en negatif zeta potansiyeline, kiral ligand degisimini saglayabilecek
amino asit-metal kompleksinin ve SDS’ lerin bir arada bulundugu bu ¢dzeltinin
sahip olmasidir. Ayrica en homojen misel ¢ozeltisi bu derisimde elde edilmisgtir.

Yapilan enantiyomerik ayrimlarla bu gikarim dogrulanmistir.

Enantiyomerik ayrim igin kullanilan elektrolit ¢ozeltisi amonyum asetatin
tamponlama yaptigi amino asit-metal kompleksinin bulundugu SDS bazli
cOzeltilerdir. Elektrolit ¢ozeltisi kiral ligand degisimini gergeklestirebilecek kiral

selektor ve yalanci sabit fazi bir arada bulundurur.

D,L Ampisilin enantiyomerlerinin ayrimina farkli ortam pH’ inin (7.0, 8.0 ve 9.0)
etkisini incelemek igin kinetik calismalar yurutilmus ve en etkin ayrim pH 9.0’ da
g6zlenmigtir. pH 9.0’ da etkin bir ayrimin goérulmesinin sebebi Cu(L-Ligand)2
kompleksi ile ligand degisimi sirasinda D,L Ampisilin enantiyomerlerinin
yarismali olarak baglanmasiyla anlik olarak olusan Cu(L-Ligand-D-Amp) ve

Cu(L-Ligand-L-Amp) yapilarinin arasinda yuk denkligi olmasindan dolayidir.

Yuzey aktif madde olan SDS ‘ in 5.0, 10, 25 ve 50 mM derisiminde amino asit-
metal kompleksi igceren ¢ozeltileri ile yUratilen kinetik analizlerde CMC altinda
olan 5.0 mM c¢ozeltide yalanci sabit faz olarak davranan misellerin
olmamasindan dolay!r herhangi bir ayrim gerceklesmemis, ¢ozelti de SDS
derigiminin 10 mM’ a gikmasiyla enantiyomerler ayriimaya baslamig ve derisimin
25 mM'’ a ¢ikarilmasiyla D-ve L-enantiyomerleri birbirinden tamamen ayrilmistir.
50 mM SDS ortaminda ise buylk agregat olusumlari ayrimi engellemistir. SDS
derigsiminin artmasiyla alikkonma sureleri artmaya baslamistir. Bunun sebebi

enantiyomerik turlerin misellerle etkilesime girmesinden kaynaklanmaktadir.

Enantiyomerik ayrima uygulanan elektrik alanin etkisini incelemek Uzere sisteme
5, 10 ve 15 kV elektrik alan uygulanmasi sonucunda, en iyi ayrim 10 kV degere
sahip elektrik alan altinda gerceklesmistir. 5 kV elektrik alan yeteri kadar EOF
olusturamadigindan enantiyomerik ayrim saglayamamigtir. 15 kV’ da ise ayrim

olmus fakat, 10 kV’ da daha etkin bir enantiyomerik ayrim elde edilmistir.

CEC sistemine uygulanan basincin enantiyomerik ayrima etkisini incelemek
uzere 0, 50 ve 100 mbar basin¢ degerleriyle yapilan analizlerde sadece 100

mbar basincin uygulandigi analizlerde enantiyomerik ayrim gergeklesmistir.
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Daha yuksek basinglara cikilmamasinin nedeni misellerin yapisinin artan

basincla anlik olarak bozulmasidir.

Tampona farkli hacimsel oranlarda organik ¢ozucunun eklenmesiyle ayrimin
kotlulestigi yapilan kinetik analizlerle tespit edilmistir. Hacimsel olarak %15.0
oraninda ACN eklenmesiyle ayrimin etkinligi azalmis, ACN oraninin %30.0’ a
cikariimasiyla ise ayrim tamamen engellenmistir. Organik ¢oztcl eklenmesiyle
EOF’ un azalmasi, tamponun solvofobik Ozelliklerinin degismesi ve yuksek

miktarlariyla misellerin yapisini bozmasi bunun sebebidir.

Enantiyomerik ayrima D-Ampisilin  ve L-Ampisilinin farkli oranlarinin
eklenmesiyle sinyallerdeki degisim orani incelenmigtir. Artan D-Ampisilinin
miktarlariyla elektroferogramda ikinci sinyalin artmasi, D-Ampislinin  Cu(L-
Ligand)2 kompleksiyle ligand degisimi sirasinda anlik olarak olusturdugu Cu(L-
Ligand-D-Amp)’ nin, L-Ampisilinin anlik olarak olusturdugu Cu(L-Ligand-L-Amp)’

den daha kararli bir kompleks olusturdugunu gostermektedir.

Ornek olarak sadece D-Amp’ nin kullaniimasiyla tek tir enantiyomer tespiti, iki
tir enantiyomerin kullanimiyla iki tir enantiyomer tespiti yapiimistir.
Elektroferogramlara bakildiginda iki o6rnekte de ortak olarak bulunan D-

enantiyomerinin alilkonma zamaninin hemen hemen ayni oldugu bulunmustur.

25 mM SDS ve 10 mM L-Lys-Cu*? derisimine sahip SDS-L-Lys-Cu*? misel
komplekslerinin bulundugu ¢oézelti ile tekrarli (dort) dlgimler sonucunda, bu

¢ozeltinin ayrimlar igin tekrar kullanilabilirligi belirlenmistir.

Etken madde olarak ampisilin iceren Alfasilin ilaciyla yapilan kinetik analizlerde
elektroferogramda belirgin olarak D-enantiyomeri goérilmus ve ¢ok az bir miktar

L-enantiyomeri tespit edilmigtir.

D,L Ampisilin bilesiginin enantiyomerik ayrimi igin SDS bazli misel ¢ozeltileriyle
yapilan tum kinetik analizler icin ayiriciik (Rs) degerleri hesaplanmistir.
Sonuglardan yola cikilarak en etkin enantiyomerik ayrim 25 mM SDS, 10 mM L-
Lys-Cu*?amino asit-metal kompleksi iceren 10 mM NH4OAc tampon ¢ozeltisiyle,
pH 9.0 ortaminda, 10 kV elektrik alan ve 100 mbar basin¢g uygulanmasi

kosullarinda gergeklestiriimistir.
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Sonug olarak Kapiler elektroforezin (CE) yuksek etkinligi, kisa analiz suresi,
analizlerde az miktarda ¢ozelti gerektirmesi ve ucuz olmasi gibi dstin ozellikleri
kullanilarak misel elektrokinetik yontemiyle ligand degisim mekanizmasinin bir
araya getiriimesiyle ampisilinin D- ve L-enantiyomerlerinin ayrimi degisik
parametreler altinda incelenmis ve ayrim igin optimum kosullar belirlenerek D,L

Ampisilin basarili bir sekilde birbirinden ayriimistir.
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