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ANTIBIYOTIKLERIN MOLEKULER BASKILAMA YONTEMI iLE SIVI
KROMATOGRAFi SISTEMINDE AYIRIMI
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Yiiksek Lisans, Kimya Bolumiu
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Adil DENIZLI

Haziran 2017, 74 sayfa

Kromatografik analiz ydntemleri arasinda &énemli noktada bulunan Yuksek
Performans Sivi  Kromatografisinin (HPLC) son ddnemde yeri 0&nem
kazanmaktadir. Gelisen teknolojiyle birlikte daha yiksek basinglara ¢ikan UPLC
sistemleri gelistiriimektedir. Sivi kromatografisinin temel parcasi olan kolonlar ise
bu gelismeden tabii ki nasiplerini almaktadirlar. iste bu noktada gelisen gézenekli
ve yekpare yapisi ve farkl fonksiyonel grup icerebilen noktalar ile monolitik dolgu
maddesi teknolojisi, basing dismani sloganiyla kendini géstermektedir. Monolitik
dolgu maddelerinin sayisiz Ustin 6zellikleri ve bu &zelliklerini performans kaybi
yasatmadan sunmalari onlari essiz kilan noktalardandir. Yapilan tez ¢alismasinda
antibiyotik c¢esitlerinden amoksisilin ayirimini, hidrofobik etkilesim temeline
dayandirarak etkin bir sekilde gergeklestiren monolitik kolon sentezlenmigtir.
Fonksiyonel ligand olan N-metakriloil-L-triptofan (MATrp), metakrioil klorir ve L-



triptofan molekdlleri kullanilarak sentezlenmistir. Monomer olan MATrp ile yapi
iskeletini olusturacak 2-hidroksietil metakrilat (HEMA)'nin yidin polimerizasyon
teknigi ile cam kolon igerisinde monolitik kolon olarak hazirlanmistir. Hazirlanan
poli(HEMA-MATp) monolitik kolonun yiizey alani 14.2 m?g'dir. Karakterizasyon
yontemlerinden olan Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) ile Nikleer
Manyetik Rezonans (NMR) yodntemleri kullanilarak, fonksiyonel monomer
MATrp’In yapisi incelenmistir. Sentezlenen poli(HEMA-MATrp) monoliti elemental
analiz ile incelenmis ve yapiya giren MATrp miktari bulunmustur. Ayrica; Taramal
Elektron Mikroskopisi (SEM) ve FTIR ile karakterize edilmigtir. Sulu ¢bzeltide
amoksisilin adsorpsiyonu ve desorpsiyonu poli(HEMA-MATrp) monolitik kolonu ile
gerceklestiriimistir. Kullanilan tampon sisteminin adsorpsiyonu etkiledigi gértlmus
ve maksimum amoksisilin adsropsiyonu 64 mg/g olarak fosfat tamponu varliginda,
pH 7 de gerceklestiriimistir. Adsorpsiyon-desorpsiyon déngileri sonucunda
poli(HEMA-MATrp) monolitik kolonun adsorpsiyon kapasitesinde 6énemli bir
azalma g6zlenmemistir. Monolitik kolonun tekrar kullanilabilirligi de ayrica

incelenmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Monolitik kolon, amoksisilin, antibiyotik, hidrofobik etkilesim.
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High Performance Liquid Chromatography (HPLC), one of the most important
points among the chromatographic analyzes, is shining day by day in the
chromatography sector. With developing technology, HPLC systems are being
developed at higher pressures and the name is to be UPLC. Columns, which are
the basic part of liquid chromatography, develop with developing technology. Here,
the monolithic column technology with its pore and monolithic structure and
different functional groups which develop in this point, manifests itself with the
slogan of pressure enemy. The numerous superior features of monolithic columns
and their ability to deliver these features without losing performance make them
unigue properties. In the thesis study, monolithic column which make amoxicillin
separation efficiently based on hydrophobic interaction basis was synthesized.
Amoxicillin, the antibiotic variety, used in the thesis. Functional monomer that
name is N-methacryloyl-L-tryptophan (MATrp) was synthesized with using



methacryloyl chloride and L-Tryptophan. Monolithic column is prepared in a glass
column by bulk polymerisation technique of fuctional monomer MATrp and 2-
hydroxyethyl methacrylate (HEMA) which will form the structural skeleton. The
surface area of the prepared poly(HEMA-MATrp) monolithic column is 14.2 m?/g.
Functional monomer MATrp was characterized using Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) and Nuclear Magnetic Resonance (NMR), which are
characterization methods. The synthesized poly(HEMA-MATrp) monolith was
subjected to elemental analysis and also characterized by Scanning Electron
Microscopy (SEM) and FTIR. Adsorption and desorption of amoxicillin in aqueous
solution were carried out in the presence of poly (HEMA-MATrp) monolithic
column. The buffer system used was found to affect the adsorption and the
maximum amoxicillin adsorption 64 mg/g was carried out in the presence of
phosphate buffer, pH 7. As a result of adsorption-desorption cycling no significant
decrease in adsorption capacity of poly(HEMA-MATrp) monolithic column material

was observed. The reusability of the monolithic column has also been examined.

Key words: Monolithic column, amoxicillin, antibiotic, hydrophobic interactions.
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1. GIRIS

Antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan ve sagligin devami
acisindan oldukgca blylk 6neme sahip ilaglardir. Hedef hiicreye etkilerine, etki
mekanizmasina ve kimyasal yapilarina bagh olarak antibiyotikler ¢ farkh grup
altinda toplanmaktadirlar. Ozellikle penisilininin bulunmasi antibiyotik tarihi icin bir
mihenk tasidir. Bu sUrecte sidrekli gelisen ve blyldyen antibiyotik sektérl
gunimuzde ¢cok dnemli bir glice ulagmistir.

B laktam grubu antibiyotikler icerisinde bulunan amoksisilin ayni zamanda penisilin
tirevi olan bir aminopenisilindir. Yapisinda laktam halkasi ve aromatik grup
bulundurur. Etkinligi ylksek bir antibiyotik olan amoksisilin; kulak-burun-bogaz ve
idrar yolu enfeksiyonlari ile sinlzit, bronsit ve zatlre tedavisinde kullaniimaktadir
[1].

ilag etkisi gdsteren molekiiliin formiilasyonu igerisinde bulunmayan ve istenmeyen
maddelere safsizlik denilmektedir. Safsizliklar, sentez esnasinda olustugu gibi,
sicaklik, 1sik gibi cevresel kosullarin etkisi ile de olugabilmektedir. insan lizerinde
potansiyel toksik etkiye sahip olmalari ylizinden safsizlik analizleri farmasétik ilag
kesfi ve gelismesinde oldukca énemlidir. Oyleki ana bilesigin icerisindeki safsizlik
miktarinin % 0.01’den disik olmasi ilag Gretiminde istenmektedir. Amoksisilin ve
safsizlik analizi UV dedektérli ve MS dedektérli HPLC  sistemleri ile
gerceklestiriimektedir. Yeni nesil UPLC cihazlariyla amoksisilin ve safsizliklari 5 dk
gibi bir slre icerinde analiz edilebilirken, standard HPLC sistemleri ile bu sure (g
kat kadar artmaktadir [2].

Sivi kromatografsindeki en 6énemli nokta kolondur. CUnkd ayrimin ve
saflastirmanin gerceklestigi yer burasidir. Kolondaki ayirimin temel mantigi ise sivi
fazdaki hedef moleklliin, kolon igerindeki dolgu malzemesine kargi olan ilgisinden
kaynakli olarak kolonda tutunarak alikonmasi ve belirli bir zaman sonra kolonu terk
etmesidir. YUksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) giderek artan ve
yayginlasan bir kullanim agina sahiptir. Oyleki cevreden ilaca, gidadan kozmetige
bircok farkli sektdérde analitik analiz cihazi olarak kullaniimaktadir. Sektérdeki bu
gelisim HPLC yi gelismeye sevk etmis, daha ylksek basinca ¢ikabilen, daha hizli
analiz yapabilen sistemler (UPLC sistemleri) gelistiriimistir. Sistem icerisinde artan

basincin, analiz sdresini kisaltma gibi avantajlari olmasina ragmen, kolon ve cihaz



parcalarinin &mrinl azaltmasi gibi dezavantajlari da vardir. Bundan dolayi ylksek
ayirnm gucu saglamak, fakat bu slreci de disik basing altinda yapabilmek igin
yeni metotlara ihtiyac vardir. Bu tir ydntemlerin gelistiriimesi icin HPLC'de
monolitik dolgulu kolonlarin kullaniimasi yeni bir basamak olmustur [3].

Monolitik dolgu maddeleri silika ve polimer bazli olabilir. Monolitik dolgu maddesi
gbzenekli ve yekpare bir yapidan olusur. Bu karakteristik yapi tstin hidrodinamik
Ozelikleri de beraberinde getirmektedir. YUksek akis hizlarina ¢ikilmasina ragmen,
dusik geri basin¢g sergilerler. Ayni zamanda kirli ve viskoz numuneler (krem,
surup, gibi) klasik dolgulu kolonlarda tikanmalara neden olurken monolitik dolgu
malzemesine sahip kolonlarda cok rahat bir sekilde analizi yapilabilmektedir.
PartikGl kolona kiyasla bu artilarinin diginda, segciciliginde herhangi énemli bir
azalma da gb6zlenmemektedir. Preparatif, yari-preparatif ve analitik Olcekteki

analizlerde kullanimlari artan bir ivme ile devam etmektedir.

Yalanci-spesifik ligandlar; hidrofilik, hidrofobik etkilesimler ile elektrostatik ve van
der Waals kuvvetleri gibi etkilesim gigclerini bunyelerinde barindirabildikleri igin;
zayif afinite ligandlari olmalarina ragmen hedef molekdl ile segici ve gucli
etkilesime girebilirler. Bu 6zelliklerinden dolayl da son zamanlarda biyoligandlara
alternatif olarak kullaniimaktadir. Ayni zamanda Uretim maliyetleri de

biyoligandlara gbére daha dusuktr.

Sunulan tezin amaci poli(2-hidroksietil metakrilat) [poli(HEMA)] temelli, monolitik
yalanci-spesifik afinite dolgu maddesinin hazirlanarak, sulu ¢ézeltideki amoksisilin
adsorpsiyonunda kullanilabilirliginin incelenmesidir. Bu baglamda ilk basamak
olarak yalanci-spesifik ligand, ayni zamanda fonsiyonel monomer olan N-
metakriloil-L-triptofan  (MATrp) sentezlenmistir. Ikinci basamak olarak yigin
polimerizasyon teknigiyle; yapr monomeri olarak HEMA, fonksiyonel monomer
olarak MATrp kullanilarak poli(2-hidroksietilmetakrilat-N-metakriloil-L-triptofan)
[poli(HEMA-MATTp)] monolitik kolon hazirlanmigtir. Karakterizasyon
yontemlerinden Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) ve Nikleer
Manyetik  Rezonans (NMR) kullanilarak, MATrp’nin  karakterizasyonu
gercgeklestiriimistir. Sentezlenen monolitik polimer dolgu maddesi poli(HEMA-
MATrp)'nin elemental analizi ve ylzey alani élcimi (BET) gergeklestirilmis;
Fourier Transform infrared spektroskopisi (FTIR) ve Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) 6lgiimleri ile karakterizasyonu tamamlanmistir. Uglincli basamak olarak
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poli(HEMA-MATrp) monolitik dolgu maddesi Uzerine amoksisilin adsorpsiyon
calismalan (pH, derisim, akis hizi, sicaklik, tekrar kullanabilirlik) gergeklestiriimistir.
Ayrica adsorpsiyon caligsmalarinda surekli ve kesikli sistem deneyleri de

gerceklestiriimis ve sulu ¢dzeltilerden amoksisilin adsorpsiyonu incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antibiyotikler ve Amoksisilin

Antibiyotikler, diger organizmalarin gelismesini engellemek icin bir mikroorganizma
tarafindan disiUk derigimlerde Uretilen bilesiklerdir [4]. Antibiyotik terimi bakteri,
mantar, aktinomisetler gibi mikroorganizamalar tarafindan sentezlenen veya
sentetik olarak hazirlanan, son derece dusik miktarlarda bile, bakterilerin
gelismesini engelleyen veya onlari 6ldiren maddeler olarak tanimlanir [5].
Antibiyotikler, enfeksiyonlarla micadelede son derece &nemli bir silahtir.
Hayvanlarda ve insanlarda dogustan gelen bagisiklik sistemi kendi antimikrobiyal

peptidlerini Gretir ve bu sistem evrimsel olarak korunur [6].

2000 yih askin bir sire o6nce eski Cin Tibbinda enfeksiyon tedavilerinde
antimikrobiyal ézellikli bitkiler kullaniliyordu [7]. Antik Misir ve Antik Yunan gibi bir
cok eski kiltdr, enfeksiyonlar tedavi etmek igin bitkiler kullandi [8]. 1877 yilinda
Pasteur ve Robert bilimsel anlamda iki farkh mikroorganizmanin ayni ortamda
bulunduklarinda digerine zarar verdigini géstermistir. Kemoterapdtik olarak
adlandirilan kimyasal maddeler 17. ylzyildan itibaren enfeksiyon hastalklarinda
kullaniimaya baslanmistir. Paul Ehrlich tarafindan ‘secici toksik etki’ terimi ortaya
atilmig ve kemoterapdétik tedavi temeli bilimsel bir noktaya dayandirilmigtir. 1935
yihinda Domogk stlfamidleri tedavi slUrecinde kullanarak, antimikrobiyal tedavi
gelismeye baslamistir. 1929 yilinda Fleming tarafindan gézlenen ve 1940 yilinda
Flayer ve Chain’in mikroorganizamalari éldiren bir etkiye sahip oldugunu gérdigi
Penicillium notatum’dan elde edilen bir maddenin kullanima girmesiyle,
antibiyotikler tedavi strecindeki yerlerini almistir. 1889 yilinda Vuillemin, terim
olarak antibios’'u (bir canlinin bagka canliyr éldirmesi) tanimlamis ve bdylece
antibiyotik olgusu ortaya cikmistir. Bu kavram ginimizde modern tipta halen
kullaniimaktadir [9].



Penicill

ium

Kolonisi

Sekil 2.1. Penisilinin bakteriler Gzerindeki etkisi [10, 11].

Eski zamanlarda antibiyotikler

kemoterapétiklerden ayri bir ila¢ grubu olarak bilinmekte iken, bazi antibiyotiklerin
de kemoterapdtikler gibi sentetik veya yari sentetik elde edilmesi nedeniyle

glnimuzde antibiyotikler ve antibakteriyel kemoterapdtikler esanlaml sdzcuikler

olarak kullaniimaktadir [12].

Antibiyotik gelisim tablosu;

1940-1550

*Gramisidin (peptit)
*Penisilin (B-laktam)
*Meomisin (amino glikozit)
*Streptomisin (@aminoglikozit)
*Kephalosporin (B-laktam)

genellikle  sentel

Salvarasan Rifamizin
(arsenikli) [ansamisin)
1940 1950 1960 1970
I I -Yenilik Arahg -
Protonsil Maladisik asit
(sllfoamid) (quinolon)
1950-1960

*Klaramfenikal (Fenilpropanaoid)
*Klortetrasiklin (tetrasiklin)
*Polimisin (makrolit)
“Vankomisin (Glikopeptit)
“\irjinyamisin (Stre ptogtamin)

Sekil 2.2. Yeni antibiyotiklerin ortaya ¢ikisi.

Bakteri gelisgiminin inhibe oldugu

, alan

Mormal bakteri
kolonisi

enerek elde edilen

Daptomisin
{lipopeptit)

1

Linezolid
{oksozolidon)




2.1.1 Antibiyotiklerin Siniflandiriimasi

Antbiyotikler ve kemoterapdtikler; hedef hlicreye etkilerine, etki mekanizmasina ve

kimyasal yapilarina gére olmak lzere U¢ ana baslik altinda siniflandirilirlar

2.1.1.1. Hedef Hiicreye Etkilerine Gore Antibitibiyotik Cesitleri
Bakteriyostatikler ve bakterisidler olmak Gzere iki gruba ayrilirlar.

Bakteriyostatikler, bakteri hicresinin gelisimini ve Gremesini 6nlerler. Bakteriyi
dogrudan éldirmezler. Gelismesi ve tremesi engellenen bakteri vucudun hiicresel
savunma mekanizmalarl tarafindan kolaylikla yok edilebilir. Bu gruptaki ilaglar
asagidaki gibi siralanirlar;

» Tetrasiklinler
Kloramfenikol
Salfonamidler
Eritromisin

Klindamisin

YV V. V VYV V

Mikonazol
» Etambutol

Bakterisitler, bakteri hicresini dogrudan éldurdrler. Bu gruptaki ilaglar asagidaki

gibi siralanirlar;

» Penisilinler
Sefalosporinler
Aminoglikozidler
Vankomisin
Rifampisin
Florokinolonlar

Polimiksinler

V V. V V V V V

Teikoplanin

2.1.1.2 Etki Mekanizmasina Gore Antibiyotik Cesitleri

Antibiyotikler etki mekanizmalarina gére bes farkh grup altinda degerlendirilirler.

Bunlar;



> Bakteride hlcre duvari sentezini engelleyerek ve otolitik enzimleri aktive
ederek etki gésterenler. Bunlara 6rnek olarak; Beta laktamlar, Glikopepititler,
Sikloserin ve Basitrasin gosterilir.

» Sitoplazma membran gecirgenligini bozarak etki gésterenler. Bunlara érnek
olarak; Polimiksinler, Polienler ve Azoller gésterilir.

> Bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe ederek etki gdsterenler.
Bunlara 6rnek olarak; Aminoglikozidler, Tetrasiklinler, Makrolidler,
Linkozamidler, Kloramfenikol, Fusidik asit ve Linezolid gdsterilir.

> Nikleik asit (DNA ve RNA) sentezini bozarak etki gdsterenler. Bunlara
6rnek olarak; Kinolonlar, Rifampisin, Metronidazol, Ordinazol ve Tinidazol
gosterilir.

» Antimetabolitik etki gbsterenler. Bunlara 6rnek olarak; Silfonamidler,

Dapson, PAS, Trimetoprin, izoniazid ve Kloroki gdsterilir.

Protein sentezinin inhibisyonu;
Kloramfenikol, tetrasiklinler,
streptomisin, eritromisin

Hicre duwan sentezinininhibisyonu;
Penisilin, bakiltrasin, vankomisin

l

Transkripsiyon Tranlasyon "y
DA = =
: #
0 S
Protein
mRMA

Kopyalanma I
\ Miikleik asit kopyalanmasinin

Enzimatik
aktivite ile
1..|~e t.ra.nskripsiyunu'lun zerekli
inhibisyonu: metabolitlerin
3 Quinolaen, rifampin sentezi
Gerekli metabolit sentezinin
Plazma membraninin yaralanmas ; inhibisyonu;
Palimisin B Silfonamid, trimetoprim

Sekil 2.3. Antibiyotiklerin etki mekanizmasi.



2.1.1.3. Kimyasal Yapilarina Gore Antibiyotik Cesitleri
Antibiyotikler kimyasal yapilara gére sekiz grupta incelenebilirler. Bunlar;

» B-laktam antibiyotikleri

» Aminoglikozid antibiyotikleri
» Tetrasiklinler
» Makrolit antibiyotikler
» Polipeptit antibiyotikler
» Linkomisin grubu antibiyotikler
» Kloramfenikol grubu antibiyotikler
» Cesitli yapilardaki antibiyotikler
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Minosiklin Azitromisin Lincomisin
OH OH
lepe:
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Sekil 2.4. Antibiyotik ¢esitlerine 6rnekler.

2.1.2. Amoksisillin Yapisi ve Ozellikleri

Amoksisillin kirli beyaz renkte, hafif aromatik kokulu, tadi aci olan olan kristal

tozdur. Bilesigin trihidrat veya susuz formu hazirlanabilir. Sodyum tuzu parenteral
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uygulamalarda kullanilir. Kimyasal sentez veye 6-aminopenisillianik asit (6-APA)

ten yarisentetik yolla elde edilebilir.

Amoksisilinin kapal formdli C1gH19N3O5S, IUPAC ismi ise (2S,5R,6R)- 6-{[(2R)-2-
amino-2-(4-hidroksifenil)-asetillamino} -3,3-dimetil-7-ox0-4-tia-1-azabisiklo [3.2.0]
heptan-24-karbosiklik asit seklindedir. Molekdl agirhgr 365.4 g/mol olan

amoksisilin; suda ve alkolde az ¢ézinur, kloroform ve eterde ¢dziinmez [13].

]j

HO °© 7

‘1‘11\

/ —OH
O
Sekil 2.5. Amoksisilin yapisi.

Amoksisilinler B Laktam grubu antibiyotiklerin penisilin tlrevi olan aminopenisilin
grubunda yer alir. Yapisinda biri azot, ¢l karbon olan dért Uyeli heterosiklik B-
Laktam halkas! iceren antibiyotiklere B-Laktam antibiyotikleri adi verilir.
Aminopenisilinler, benzilpenisilin yan zincirinin a-karbonu Uzerine amino grubu
getirilmesi sonucu olusan tarevleridir. Aminopenisilinleri penisilin grubu B-Laktam

antibiyotikleri icerisinde en ¢ok kullanilan gruplardan birisidir.

GUndmuzde penisilin tirleri antimikrobik spektrumlari; farmokinetik ve kimyasal

Ozellikleri bakimindan bes grupta toplanir.

» Penisilin G ve depo tlrevleri
Aside dayanikli penisilinler
Anistafilokokal penisilinler

Genis spektrumlu penisilinler

YV V VYV V

Antips6édomonal penisilinler



Amoksisilin bu gruplandirmada genis spektrumlu penisilinler grubunda yer
almaktadir. Genel olarak bu penisilinler; gram-pozitif ve gram-negatif koklara kargi
penisilin G’ye yakin derecede etkin, antisafilokokal penisilinlere gbére ¢ok daha
yUksek etkinlige sahip ilaglardir.

2.1.2.1. Amoksisilin Elde Ediligi

Amoksisilinin de iginde bulundugu aminopenisilinlerin elde edilebilmesi igin asit
bileseninin tasidigi amin gruplarinin  dncelikle korunmasi sonra da 6-
aminopenisillanik asit (6-APA) ile baglanmasi gerekir. Bunun icin de D-fenilglisin,
D-(4-hidroksifenil) slisin ve D-(1,4-dehidrofenil) glisinin amin gruplari metil
asetilasetat ile tepkimeye sokularak korunur. Olusan bu UGrinin sodyum tuzuna
Dane tuzu denilmektedir. Daha sonra metil kloroformat ve trietilamin varliginda 6-

APA ile tepkimeye sokulur [9].

HOO HGO

H. .CCOCH-.COOCH,
.CO0ONa 2 E CH-COON
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NH, NH
a 1
CH;-C—=CH-COOCH;

{Dane tuzu)

HO
1.CICOOCH4/ N(C;H<)
: CHOC-N

B S\CH:
> NH, 1! CH;
THN 8, CH; ’
I | \} CH; /NaHCO; o COOH
N

x LY
o COOH

(6-APA)

Sekil 2.6. Amoksisilinin elde edilis tepkimesi.

2.1.2.2. Amoksisilinin Farmokinetik Ozelligi ve Klinik Kullanimi

Aminopenisilin grubunda yer alan ampisilin ve amoksisilin oral ve damar yoluyla
kullanilabilirken, oral yolla kullanilabilen bakampisilin ise bir aminopenisilindir.
Biyo-yararlanim bakimindan Ampisilinin etkisi, amoksisilin ve bakampisiline goére
daha dusuktdr. Ampisilin oral alimdan sonra %30 emilir ve gidalarla kullanimda
emilimi azalmaktadir. Vicuda dagilim 6zelligi uygun niteliktedir. Yeterli terapdtik
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derisimde asit, plevral, sinoviyal ve okuler sivilara ulasir. Ancak enflomasyon

olmadik¢ca BOS’a gegcis zayiftir.

Amoksisilin ise %90 emilir ve gida ile kullanimda emilimde herhangi bir farklilagsma
gorilmez. ince bagirsak kanalinda antibiyotik kalintisi azdir. Cinki amoksisilin
bagirsaklardan hizla emilebilmektedir. Bu ylzden de antibiyotik nedenli ishal daha
az goérulur. Oral yolla kullanilan amoksisilin, ampisiline kiyasla ¢ok daha iyi bir
biyo-yararlanim olusturur. Ampisilinin ayni dozuna kiyasla 2-2.5 kat daha ylUksek
serum ilac derisimi 6zelligi gdstermektedir. Penisilin  G’ye kiyasla L.
monocytogenes ve E. faecalise karsi oldukgca etkilidir. Bu etkisi nedeniyle
aminoglikozitlerle birlikte tercih edilir. Amoksisilin, ampisilin ile esdeger doku
dagihimina sahiptir. Bu nedenle; otitismedia, pnémoni, sinlzit, bronsit, tifo, kulak-
burun-bogaz ve Uriner sistem enfeksiyonlarinda giinimuizde de kullanimi énerilen
bir antibiyotiktir [14].

2.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Bir diistinceye gdre sudaki ylizeyler ve non polar molekiller arasindaki olagandisi
glcll etkilesim olarak hidrofobite tanimlanmistir. Temas halindeki iki metan
molekdll igin sudaki etkilesim enerjisi vakumdaki van der Walls etkilesim
enerjisinden alt kata kadar daha buyUktir. Daha az dizenli su molekullerinin iki
komsu hidrofobik ylizey Uzerinde dizenli hale ge¢cmesinden kaynakli gergeklesen
ekstriksiyon, es zamanlh entropi artigiyla enerji dogurmaktadir. Bu enerjinin iki
metan molekdll i¢in 8.5 kd/mol oldugu tahmin edilmektedir. Su icerisindeki polar
olmayan gruplar arsinda olusan bu entropi odakh etkilesim hidrofobik etkilesim
kromatografisinin (HEK) temelini olusturur. Hidrofobik etkilesim kromatografisinde
analizi yapilacak hedef molekul, immobilize hidrofobik grup tasiyan apolar sabit faz

Uzerinde adsorplanir.

2.2.1. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi Tarihi ve Geligimi

1962 de proteinlerin hidrofobitesinin aminoasitlerin hidrofobik etkisinden kaynakli
oldugu Uzerinde fikir birligine varildi. [15, 16] Hidrofobite gesitli olasi yollarla ve
Olcimlerle tahmin edilmistir. Bunlar; ortalama hidrofobite [17], polar olmayan zincir
frekansi [18], polarite orani [19] ve net hidrofobitesidir [16]. Proteinin kromatografik

saflastirilmasi igin spesifik olan ilk dolgu maddesi Yon ve Shaltiel tarafindan
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1972'de sentezlendi. ilk gelistirilen hidrofobik matris aminoalkan tiirevlerinin CNBr
ybntemi ile birlestirildigi agarozdan olusturulmustur.

1973 yilinda Hjerten tarafinda ilk Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi tanitildi [20,
21]. Ayni yil Porath’in grubu tarafindan tamamen yiklenmemis hidrofobik jeller
sentezlendi. ilerleyen yillarda hidrofobik etkilesim (zerine calismalar artarak
devam etti. HEK'deki protein tutunmasinin, protein yizeyindeki hidrofobik

noktalarin dagihmindan énemli élctide etkilendigi tespit edildi [22].

2.2.2 Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi Temelleri

Hidrofobik etkilesim kromatografisi mekanizmasinin agiklanmasinin arkasinda G¢
ana teori bulunmaktadir. Bunlar; salting-out teorisi, termodinamik teori ve ylzey
gerilimi veya van der Waals kuvvetleri teorisidir. Hidrofobik etkilesimin arkasindaki
ana guglerden biri van der Waals kuvvetleridir. Biyomolekuller, protein ve pettitler
kendi yapilarindaki hidrofobik gruplarin, dolgu malzemesinde bulunan hidrofobik
gruplar ile etkilesimi sonucu ayriir ve saflastinlir. Hidrofobik etkilesim
kromatografisinde ayirimin yapildigi dolgu maddesi, yapisinda hidrofobik bir ligand
veya grup bulundurmalidir. Ayni sekilde kromatografi pazarinin blyUk bir kismina
sahip olan ters faz kromatografisinin temelini de yapisindaki hidrofobik guplar ve
bu gruplarin yapmis oldugu etkilesim olusturur. Bu dolgu malzemesi polar olmayan
sivi fazlari tutabilen cok ylUksek hidrofobitesi olan bir destek sunar.  Ylksek
hidrofobitesi destek proteinlerle olan etkilesimi de fazlalastirarak, proteinin
tekrardan destek maddesinden ayriimasi icin farkli ¢ézcict kullaniimasinin yolunu
acar. Ters fazin hidrofobitesinden kaynakli bu sikinti denatiirasyon sebebidir. iste
bu nedenden dolayidir ki HEK 6zellikle protein saflagtirmasi i¢cin anahtar bir teknik
olarak gorilmektedir. Proteinlerin hidrofobitesi yapilarinda bulunan aminoasitlerin
hidrofobisiteleri ile dogrudan iligkilidir. Aminoasitlerin hidrofobisiteleri suda ve fenol
gibi organik c¢o6zlcUlerdeki kendi ¢6zUnurlik degerlerinin hesaplanmasiyla
bulunmustur [23].
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Sekilde bazi aminoasit gruplarinin hidrofobisiteleri gésterilmigtir.

Y o \[/ o O

HN—T—H HN— T—H HN—? H HN—?—H H:‘]\Tj/—H HBN T H HN —H
I I
H- ":H ?I{z .f': 2
- \
THI CH, CH, :
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Triptofan > Izoldsin > Fenilalanin > Tirozin > Lasin > Valin > Metiyonin

Sekil 2.7. Aminoasit gruplarinin hidrofobisite siralamasi [24].

HEK icin énerilen teorilerin merkezini tuz ve tuzun etkisi olusturur. Bir ¢cok calisma
bu etken Uzerine gergeklestirilmistir. Porath, jel Ustliine adsorplanan proteinlerin
ters tuz davraniglarini gdstermistir. iyon degistiricilerin aksine proteinler yiiksek tuz
derisimlerinde bu jellere uygulanmis ve iyonik etkiyi azaltarak elle edilmigtir
(negatif tuz gradienti). Bu tuz numunenin ¢6zUnarliginG azaltir. G6zUnarligin
azalmasiyla beraber serbestlesen hidrofobik bdlgeler adsorbe edilir. Moleklldeki
hidrofobisite arttikca, hidrofobik etkilesimi tesvik etmek icin kullanilan tuz miktari
azalir. Genelde azalan tuz gradienti artan hidrofobisiteye gére kolondan hedef

melokdlleri gcikarmak igin kullanihr.

Hidrofobisite, esasen suyu sevmeme seklinde de tercime edilebilir. Hidrofobik
etkilesim sirecideki mekanizmayi ise entropi prosesi agiklar. Su molekullerinin
hidrojen bagi yapma istekleri vardir. Eger su molekdilleri hidrofobik bir ylzey ile
karsilasirsa, hidrojen bagi yapamadigi icin ylzeyin etrafini sararak, muntazam bir
tabaka olusturur. Tabakanin incelmesi entropideki (AS) artisi da beraberinde
getirerek, termodinamik kararlihk igin iki hidrofobik yUzeyin birlikteligini ortaya

cikarir. iste bu olay hidrofobik etkilesiminin ¢ikis noktasidir.
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Sekil 2.8. Hidrofobik etkilesim.

HEK’de dolgu malzemesi polimer bir hidrofilik iskelet ve bu iskelete baglanmis
hodrofobik gruplardan olusur. Dolgu malzemesinde akis ile beraber hedef
molekildeki hidrofobik bdlgeler, iskeletteki hidrofobik bélgeler ile etkilesime girerek
adsorpsiyon ve saflastirma saglanmis olur.
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2.2.3. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi Etkenleri

HEK’deki tuz derisimi, pH, sicaklik, kullanilan ligand tart, kolon dolgu malzemesi
gibi bir ¢cok parametre analizi dogrudan etkileyebilmektedir. En iyi sonug icin
optimum kosullarin saglanmasi gereklidir.

2.2.3.1. Ligand Cesidi

Bir biyomolekilin adsorpsiyon davranigl, immobilize ligandin tlrine gbre
belirlenir. Genellikle diiz zincir alkil ligandlar saf hidrofobik karakter gosterirken, aril
ligandlar aromatik (1r-11 etkilesimi) ve hidrofobik etkilesimleri gésteren bir karaktere
sahiptir [25]. Alkil zincirinin uzamasi hidrofobik etkinin artmasina sebep olur. Alkil
zincir uzunlugunun baglanma kapasitesine etkisi, zincir uzunlugu arttikga artarken
bir noktadan sonra bu artis sabit bir seyir sergileyecektir. Alkil zincir uzunlugu ve
substitlsyon derecesi benzer dzellik gbstermektedir.

A B
iz
8E
=y
[x-)]
£t
=} ag
3 E
| I | I i |
Cqi Cs Cs 10 20 30
Siibsitisyon derecesi
n-Alkil zincir uzunlugu pmal ligand/mil jel

Sekil 2.9. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisinde alkil zincir uzunlugunun ve
substitlsyon derecesinin baglanma kapasitesine etkisi [26].

Alkil ve aril ligandlari arasindaki se¢im ampiriktir. Bu nedenden dolay! deneysel

ybntemler uygulanarak yapilacak olan analize en uygun ligand secilmelidir.
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Asagida bazi HEK ligandlarinin sematik gd6sterimi verilmigtir. Sekil 2.10.’da
gbsterilen fenil grupun -1 etkiliesimi yapabilme kapasitesi de varken, diger tim

gruplar sadece hidrofobik etkilesim yapabilme potansiyeline sahiptirler.

-0-CH —CH—CHZ—CJ—(CH }~CH,

—G—CHFCH CH,~O—(CH,)~CH,

c

—0-CH —CH—E%—D—@

-D—CHE-C H=-CH~0-CH~C(CH,),

]
]
%
{

Sekil 2.10. Agaroz matrikse baglanmis farkh hidrofobik gruplardan érnekler [27].

immobilize ligandin sibstitlisyon derecesinin artisi, baglanma kapasitesini de
arttirir. Ligand sUbstitisyon derecesinin artmasi sonucu baglanma kapasitesi bir
noktadan sonra sabip kalir. Fakat etkilesim afinitesi artar [28]. Ozellikle bu kosullar
altindaki proteinlerin ¢cok noktali baglanma yapmasindan kaynakli, elie edilmeleri
zordur [29].

2.2.3.2. Matris Cesidi

Matrisin katkisini gbézden kagirmamak gereklidir. En ¢ok kullanilan iki destek
maddesi gUcli hidrofilik karbohidratlar (capraz baglh agaroz gibi) ve sentetik
kopolimer malzemelerdir. Ayni ligand tlrinun sentetik kopolimer ve ¢apraz bagl
agaroz destek Ustindeki seciciligi ayni degildir. Agaroz bazli matriste bir kopolimer
destekteki gibi sonuclarin elde edilmesi icin adsorpsiyon ve eliisyon kosullarini
degistirmek gereklidr.
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Sekil 2.11. Agaroz matris [30].

2.2.3.3. Tuz Derigiminin ve Turiniln Etkisi

HEK'de &rnek cbzelti ve dengelenme tomponuna cesitli tuzlarin (salting-out)
eklenmesi, ligand protein etkilesimini tesvik eder [31]. Tuz derigiminin artmasi,
baglanan protein miktarinin spesifik tuz derisimine kadar dogrusal bir sekilde
artmasini saglarken, yiuksek derisimlere devam edilmesi bu artisi Ustel bir hale
sokar. YUksek iyonik siddette, protein ¢dkelmesi gdzlenebilir.

Sekil 2.12” de Holffman serisi bazi anyon ve katyonlarin protein c¢ékmesi
ustindeki etkilerini géstermektedir.

e Cjkelme Etkisinde (salting-out) Artis

Anyonlar: PO,*, 50,2, CH;.COO", CI, Br, NOy, CIO, I, SCN-
Katyonlar: NH,*, Rb*, K*, Na*, Cs*, Li*, Mg?*, Ca?*, Ba?*

Kaotropik Etkide (salting-in) Artis —

Sekil 2.12. Hoffman Serisi.
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Tuz Yokken Tuz ilave Edildi

Sekil 2.13. Tuz etkisi.

Sodyum, potasyum ve amonyum silfat yiksek ¢dktlirme etkisine sahip olmasina
ragmen, bu tuzlar hidrofobik etkilesimi tesvik eder. Nétral pH’lardaki su ve seyreltik

tampon ile bagl biyomolekdller elisyon edilir.

Adsorsopsiyon kapasitesindeki 6nemli artis, tuz derisiminin ¢dkelme sinirinin
Uzerine ¢lkmasiyla gorllebilir. YUksek tuz derisiminde biyomolekullerin
¢cOktlirilmesine salting out denilir. Bu iglem biyomolekullerin ¢ézUnurlGgana azaltir
fakat yapilarinda herhangi bozulmaya sebebiyet vermez. DlUsUk tuz derisiminde

biyomolekullerin ¢bziinmesine ise salting in adi verilmektedir.

2.2.3.4. pH etkisi

pH'In hidrofobik etkilesim kromatografisi Ustlindeki etkisini géz &éninde
bulundurmak gerekir. Genel olarak, pH’in artmasi hidrofobik etkiyi azaltici sekilde
sonuclar dogurur. Muhtemelen yukli grup titrasyonunun artmasinin bir sonucu
olarak, proteinlerin hidrofilikliginde bir artma olusur. Bu artis proteinden proteine
farkhlik gdsterir. Baska bir ifade ile pH'In dismesi hidrofobik etkiyi arttirici bir
etmen olusturmaktadir. Boylelikle nétral pH’larda baglanamayan molekdl, asidik
pH’larda baglanmayi gerceklestirir [32]. HEK'de hareketli fazlar genellikle pH 5-7
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araliginda ve sodyum veya potasyum fosfat tamponu halindedir. Eliisyonda genel
olarak pH gradienti kullaniimaz.

2.2.3.5 Sicaklik Etkisi

Hidrofobik ¢6ziinen maddelerin su igindeki etkilesimi igin gelistirilen teorilere
dayanarak, [36] Hjerten HEK adsorbentine proteinin baglanmasi entropi tarafindan
gerceklestirilen bir stire¢ oldugunu sdylemektedir (AG=AH — TAS). Bu denklem ile
birlikte sicakhkta artis, etkilesimin artmasina sebep olur sonucunu ¢ikartmaktadir.
Deneysel kanitlar Hjerten [34] ve Jenissen [35] tarafindan gdsterilmistir. Hidrofobik
etkilesimine katkida bulunan van der Waal’'s kuvvetleri de sicakliktaki artigin
sonucu olarak artmaktadir [36]. Visser ve Strating [37] tarafindan karsi bir
etkileme rapor edilmisti. Bu da HEK’de sicaklik etkisinin karmasik bir nitelik
tagidigini belirtir. ki zit goriisin olmasinin muhtemel nedeni sicakhigin farkli
proteinlerin yapisal durumuna ve sulu c¢ézeltilerdeki ¢dzunurlUklerine maruz

biraktigi farkl etkilerden kaynaklanmaktadir.

Gercekte bakildiginda oda sicakliginda gelistiriimis asagi akish bir saflastirma
isleminin  soguk ortamda tekrar Uretilemeyeceginin veya tam tersi islemin

yapilamayacaginin bilincinde olmak gereklidir.

2.2.3.6. Katki Maddeleri

HEK’de kullanilan sulu ¢6zelti halindeki kaotrapik (salting in) tuzlar, deterjanlar ve
su ile karisim yapabilen alkollerin diastk derisimlli halleri; bagl c¢dztnenlerin
desorpsiyonuna neden oldugu icin hidrofobisiteyi azaltir. Deterjanlar ve alkollerin
apolar bdélgeleri, dolgu malzemesi Uzerindeki adsorpsiyon noktalari igin afinite
halindeki biyomokullerle etkin bir yarismaya girerek, biyomolekullerin afinite
bdlgesindeki yerinden c¢ikmasina neden olur. Su ve afinite halindeki
biyomolekullerin dizenli dizilimi kaotrapik tuzlar tarafindan bozulur. Katki
maddeleri suyun ylUzey gerilimini dusurtr. Ylzey geriliminin dismesi hidrofobik
etkiyi azaltarak ligand-biyomolekul arasindaki afinitenin bozulmasina neden olur.

19



Cizelge 2.1. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisinde bazi c¢dzlcilerin fiziksel
Ozellikleri [38].

Coziicii Viskozite Dielelft.rik Yiizey Gerilimi
(cP) Sabiti (dyne/cm)
Su 0.89 78.30 72.00
Etilen Glikol 16.90 40.70 46.70
Dimetil Sulfoksit 1.96 46.70 43.54
Dimetil Formamit 0.796 36.71 36.76
n-propanol 2.00 20.33 23.71

Desorpsiyon esnasinda seciciligi etkilemek icin ellisyon tamponu icerisinde katki
maddeleri kullanilabilir. Ancak biyomolekillerin bu tir kimyasallarin yUksek
derigsimlerine maruz birakilarak denatlre olabilecegi veya etkisini kaybedebilecegdi
riski bulunmaktadir. HEK kolonlarinin temizlenmesi ve rejenerasyonunda katki

maddeleri kullanmak etkili sonuglar ortaya ¢ikaracakiir.

2.3. Monolitler

Yunanca dilinden glinimulze gelen monolit, kelime olarak yekpare, bir tas, tek bir
parca seklinde tercime edilmektedir. Monolitik kolonlar yekpare sekilde gézenekli
organik polimer veya silikadan olusmaktadir. Bu birbirine bagli halde bulunan
destek yapisi geleneksel partikil dolgulu kolonlardan farkini ortaya koymaktadir.
Monolitin yekpare yapisinda bir takim avantajlar karsimiza c¢ikmaktadir. Bu
avantajlar; kolay hazirlanma yéntemi, farkli pH’lara karsi direng, distk geri basing,
frite ihtiyag duymamasi ve partikil kolonlara gbre yuksek gegirgenlige sahip

olmasi seklinde siralanabilir [39].

Monolitik kolonlar bircok kromatografik ayirma tekniklerinde kullaniimasinin
yaninda son zamanlarin populer arastirma konularindan olan molekiler baskilama
tekniginde kullaniimaya da oldukgca elverislidir. Ayirma tekniklerinin disinda
numune hazirlama ve ekstraksiyon islemlerinde de monolitik yapi kullaniimaktadir.

2.3.1. Monolitik Yapili Kolonlarin Tarihi

Robert Synge 1950’lerde monolit tarzindaki yapilara atifta bulunan ilk kigidir.
1967'de Kubin ve arkadaslari poliiretan kdplkten boyut diglama kolonlari
gelistirmistir [40]. 1970’lerin baslarinda Ross ve arkadaslart GC ve HPLC'yi
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politiretan képuk ile tanmistirdi [41]. 1979’da ilk sUrekli, gézenekli silika bazl
képukler GC igin kromatografik destek olarak éne surlldd. Bu yapiyr olusturan
surfektantlar tanimlanamadigr igin kromatografik olarak degerlendirilemedi.
1989°da Hjerten ve arkadaslar sdrekli yataklar olarak ifade ettikleri sismis,
sikistinlmig, yumusak jelleri arastirdilar [42]. Képlk ve yumusak jeller yiksek
akiglardaki basinglara dayanamiyorlardi. Analiz hizlari bu durumda kisitlaniyordu.
Svec ve Frechet 1990’da bu soruna génderme yaparak kapiler elektrokromatografi
icin kati, polimer monolitleri bilim dinyasi ile tanistirdi [43]. Nakanishi ve Soga
HPLC’de kullanilacak gdzenekli silika monolitler igin bir teknik gelistirdi [44]. Bu
monolit ylksek gecirgenlige, gbzenekli yapiya ve dar gdézenek dagilimina sahipti.
Fakat zorluklar 1996’ya kadar gelismeleri erteledi. 1996'da silika bazli monolitler
icin ikinci bir yéntem 6éne sdrtldd. 2000 yilinda Nakanishi'nin yéntemi temel alan
silika bazli monolitik HPLC kolonlari ticari olarak satisa sunuldu. 1996 yili monolitik

teknolojilere olan ilginin hizli blylmeye basladigi yil olarak gdsterilmektedir.

GunUmizde ticari olarak da satilan monolitik kolonlar 6zellikle kirli numunelerde,
pomat, surup, plazma gibi viskoz matrislerde kullaniimakta ve oldukga iyi sonuclar

vermektedir.

2.3.2. Monolitik Yapili Kolon Dolgu Malzemeleri

Monolitler partiktl yapili kolonlara kiyasla birtakim avantaja sahiptirler. Partikdl
kolonlarla alakali baglica problem, partiklller arasinda var olan bos hacimlerdir. En
iyi partikil kolonlarda bile %35-40 oraninda bos hacim vardir [45]. Bu bandin
genislemesine ve verimliligin dismesine neden olur [46]. Monolitler yekpare
yapidan olustugu icin partikiller arasi bosluga bagh bant genislemesinin etkisi
ortadan kalkmaktadir. Partikil bazli kolonlarda analit partikilin i¢ gbzeneklerine
dogru difizlenmektedir, bu ayirma hizini yavaslatici bir etki olusturmaktadir. Bu
etkinin olusmamasi monolitik kolonlarin avantajlarindan bir digeridir [47]. Partikdl
kolonlarda ayrilma diftzif kitle aktarimina baghdir ve bu biyik molekdller igin
yavas ve olumsuz bir etki olusturmaktadir. Monolitlerde ellient monolit gézenekleri
boyunca akmaya zorlanir ve bu kitle aktarim hizini arttirir [48]. Analitin, eluent ile
sabit faz arasindaki kitle aktarimi hizli ve sarekli olmahdir. Monolitik yapi analitin
bu kitle aktarimini destekleyici etki gbstermektedir. Ayni zamanda ellent ile sabit
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faz sirekli bir etkilesim ortami saglandidi icin yUksek akislar kullanildiginda bile

kitle aktariminin artmasi saglanmis olur.

PartikGl kolonlarda akis dufazif etki gosterip kivrilmalar yasarken, monolitik
kolonlarda akis dogrusal sekilde olmaktadir. Bu lineer etkiyi farkli geometrik
sekillerden olusmus kanal yapisi saglamaktadir. Blnyesindeki farkli boyuttaki
gbzenekli yapilarn sayesinde ylzey alani da arttigi igin segiciligi yiksektir. Ayni
zamanda gb6zenekli yekpare yapisindan kaynakli geri basinci da dusuktar.
Monolitler farkli gbézenek buydklukleri, farkh yGzey alanlar, farkh uzunluk ve
caplarda Uretilebildikleri icin secicilikleri de arttirihp, azaltilabilir. Ylksek akig
hizlarinda bile segigilik ylksektir. Ylzey alanlar genistir ve kisa analiz slrelerine
sahiptirler.

Kromatografi icin polimer ve silika bazli monolitik kolonlar bulunmaktadir.

N
B3
N 4
N5
N5
N

N1
N
N
NIE
N
h I

Partikdl Monolitik
Kolon Kolon

Sekil 2.14. Partikdl ve Monolitik kolon karsilastirmasi [49, 50].

2.3.3. Monolitlerin Yiizey Alani ve Gézenek Ozellikleri

Monolitik kolon kullanimindaki esas ayirt edici noktalardan biri ylksek akis
hizlarina karsin, disik geri basing 6zelligi goérebilmektir. iste bu yizdendir ki
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UPLC sistemlerine didsman olarak dogmus bir kolon seklinde pazarlama
faaliyetleri sirdUrllmektedir. YUksek akig hizlarina ¢ikabilmek dayanikh ve saglam

bir g6zenek yapisinin olusturulmasiyla elde edilir.

Monolitik kolonlarda gbzenek yapilari boyutsal olarak 3 farkli baslk altinda
incelenebilir. Gbdzenek yapilarinin boyutlarinin  degismesi ayni zamanda bu
gbzeneklerin islevlerinin degismesi anlamina da gelmektedir. Makro gbézenek,
mezo gb6zenek ve mikro gbzenek seklinde boyutsal bir ayirim séz konusudur.
Monolit icerisinde makro gdbzeneklerin ortalama buay0klagad 2um’dir. Makro
gbzeneklerin esas amaci ise yapi desteginde blylk kanallari olusturarak akisin
hizli ve istenilen bir sekilde gecebilmesini saglamaktir. Mezo gézeneklerin orlama
blayUkldkleri 10-13nm arasindadir. Monolit igerisindeki esas goérevleri ise monolitik
destegin ylzey alanini genigleterek adsorbsiyon yapilabilecek bdlge sayisini
arttirmaktir [51]. Ylzey alaninin genigslemesi segiciligi dogrudan etkileyen bir
parametredir. 2nm ve daha kiclk &lcekli gbzenekler mikro gbézenekler olarak
siniflandinlir. Mikro gézenekler nispeten blylk molekllerlerin adsorblanacagi

yUzey alanini azaltir ve kinetigi diagurar [52].

Monolitlerdeki bu gbzenekli yapi akis tarafindan gerceklesen iletimle Kkutle
aktarimini  saglar. Partikil kolonlarda ise bu katle aktarimi, partikldeki

gbzeneklerin igerisindeki diflizyonla gerceklesmektedir (Sekil 2.14) [53].

Genel olarak monolitler %80’den fazla gb&zenekli yapiya sahiptirler ve ylzey
alanlar ortalama 300m?g degerindedir [54]. Monolitlerin bu gdzenek yapisi,
sentez basamaklarinda kullanilan ydntemle yakindan iligkilidir.  Oyleki
polimerizasyon sicakligi, gbzenek olusturucu ¢ézlci miktari, capraz baglayici ve
monomer oranlari gézenek boyutuna direk olarak etki eden parametrelerdir [55].
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Sekil 2.15. Partikll ve Monolitik kolon karsilastirmasi; dolgulu kolon ve monolit
sistemlerin g6zenek ag modelinin sematik gésterimi [56].

2.3.4. Monolitlerin Turleri

GUnimuzde kromatografi sektérinde iki ana gesit Uzerinde monolitik materyal
dretimi ve geligtiriimesi yapilmaktadir. Bu iki ana cesidi silika bazli monolitik
kolonlar ve polimer bazli monolitik kolonlar olusturmaktadir. Her iki yapi Ustinde
arastirma ve gelistirme calismalari yapiimasina ragmen, inorganik matris tGzerinde

arastirmalar da yogunlagsmistir.

2.3.4.1. Silika Monolitler

Gozenekli silika partikil hazirlamak igin ardasik hidrolizli sol gel yéntemi ve organo
silika bilesiklerin polikondenzasyonu kullaniimaktadir [57, 58, 59]. Silika
monolitlerde ise tepkime karisimi silika iceren bir birlesik, suda ¢6zinen bir
gbzenek yapici ve asetik asitten olusmaktadir. Gézenek yapici madde makro
gdzenekleri olusturur. Olusan makro gdzenekler TMOS (tetrametil ortosilikat)
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iceren ethanol su c¢oézeltisi ile yikanarak mezo gbézeneklere doénlslr. Bu Uretim

patenti Merck firmasi tarafindan alinmis ve ticarilestirilmistir.

Sekil 2.16. Tipik bir monolitik kolondaki gbzenek yapilarinin SEM gérintisi [60].

Yukaridaki gdézenekli yapi silika bazli bir monolitik kolona aittir. Monolitik destekteki
g6zenekli yap! ile her bir mm de 100-150 arasinda teorik plaka oldugu
tanimlanmistir. Bu deger monolitik kolonun ayirma gicini géstermektedir. Bu
glcli ayirma 6zelliginin yaninda silika bazli monolitlerin en blylk dezavantaj
limiti pH calisma arahgidir. Silika monolitler pH 2-8 aralidinda c¢alismaya
uygundur. Bu pH araliginda, 6&zellikle kicuk molekillerin analizlerinde
kullaniimaktadir. Protein gibi baylk yapili molekullerin analizinde yiksek bagarida
sonuclar vermemektedir.
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2.3.4.2. Polimer Monolitler

Polimer kolonlar genis pH calisma araligina sahiptir. (pH=1-12) Polimer
monolitlerde mezo gbzenekli yapilarin olmamasi nediyle buyldk molekdllerin

ayriminin yapilabilmesi icin kitle aktarimi arttirilmistir [61, 62].

Bu da protein gibi blyUk molekillerin analizinde kullaniimasina olanak saglamistir.
Metakrilat polimer monolit Uretiminde kullanilan polimerizasyon karisiminin
icerisinde monomer, c¢apraz baglayici, gbézenek olusturucu ve serbest radikal
baslatici bulunur [63]. Kullanilan monomer monolitin polaritesini belirler. Gézenek
yapisi kullanilan gdézenek olusturucu gesiti; gapraz baglayici derisime gére degisir.
Baslaticinin secimi polimerizasyon ¢esidine gére belirlenir.

Polimerizasyon asagidaki ydontemlerle gerceklestirilir.

e Termal Polimerizasyon; Karisimin isitiimasiyla polimerizasyon baslar.
Yiksek sicakhgin kinetik enerji etkisinden kaynakh hizlh bir sekilde
polimerizasyon gercgeklesir. Bu da monolitteki gézenek yapisini kigultlcu
ve sayisini azaltici bir etkiye sahiptir [64].

e Foto Polimerizasyon; Serbest radikal olusturmak igcin UV 1si1g1 kullanildig
polimerizasyon c¢esididir. Nispeten disik sicakliklarda tepkime ortami
olustugu icin ucucu gbzenek olusturucular da kullanilabilir. Homojenligi
yUksek drinler ortaya ¢ikar [65].

e Radyasyon Polimerizasyon; Gama isinlariyla serbest radikal olusturmayi
hedefleyen bir yéntemdir. Baslatici eklenmez. Isinin dozaji serbest radikal
olusumunu etkiledigi icin polimer olusum hizi ve polimer igerisindeki ¢apraz
bag yodunlugu da artar. Bu artis da blylk yapili gézenek olusumuna
katkida bulunur [66].
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3. DENEYSEL YONTEMLER

Gerceklestirilen deneysel calismalari 4 ana islem altinda toplamak muimkanddr.

Bu ana iglemler:

» Fonksiyonel monomer olan N-metakriloil-L-triptofan’in (MATrp) sentezi,

» Yalanci spesifik ligand MATrp ve poli(HEMA-MATrp) monoliti
karakterizasyonu,

» Monolitik kolon ile sulu cb6zeltilerden amoksisilin adsorpsiyonu ve

desorpsiyonunun incelenmesi,

» Monolitik kolon ile sulu ¢dzeltilerden amoksisilin adsorpsiyonunun kesikli ve

surekli sistemde incelenmesi,

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Poli(HEMA-MATrp) monolitlerin sentezinde ana bilesen olan 2-hidroksietil
metakrilat (HEMA), etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) Fluka AG (isvigre)
firmasindan saglanmistir. Amoksisilin, Sigma Chemical Co., ABD firmasindan
termin edilmistir. Monomerler kullanilacak ana dek buzdolabinda 4°C'de muhafaza
edilmistir. Potasyum persilfat (KPS), potasyum karbonat ve diger kullanilan buttin
kimyasal maddeler analitik saflikta secilmis olup, Merck AG (Darmstadt, Aimanya)
isimli firmadan temin edilmigtir. Deneylerde kullanilan su; ultra saf su 6zelligini

tasimaktadir

3.2. N-Metakriloil-L-triptofan (MATrp) Monomerinin Sentezi

N-Metakriloil-L-triptofan (MATrp) monomerinin sentez yéntemi su sekildedir: %5
(wiv) lik 30ml KoCO3 cbéziltesi icerisine 5g L-triptofan ve 2g NaNOj eklenerek
co6zilmuistir. Cozelti 0°C’ye sogutulmustur. Bu sogutma islemi sonrasinda, azot
(N2) gazi ortaminda 4ml metakriloil klorir damla damla ¢dzeltiye eklenmistir. Elde
edilen ¢cbzelti manyetik karistirici yardimi ile oda sicakliginda 2 saat karistiriimistir
ve sonrasinda % 10'luk HCI ¢ézeltisi kullanilarak pH 7 (asidik ortamda metakriol
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grubunun olasi polimerlesmesini engellemek i¢cin pH 7 civarinda tutulmahdir)
olacak sekilde ayarlanmigtir. CoOzelti etil asetat ile ekstraksiyon islemine tabi
tutulmustur. Sivi faz evaporatér ile uzaklastiriimistir. Kalan kati faz dietil eter ve
siklohekzan Uzerinden kristallendirilerek MATrp elde edilmistir [67].

3.3. Poli(HEMA-MATrp) Monolitik HPLC Kolonlarin Hazirlanmasi

Poli(HEMA-MATrp) monolitik kolon cam kolonlarin icerisinde hazirlanmistir.
Monolit, N-Metakriloil-L-triptofan (MATrp) ve 2-hidroksietil metakrilat (HEMA)'in
yigin polmerizasyonu ile potasyum persulfat baslatici varliginda hazirlanmistir.
Toluen gbzenek olusturucu olarak, etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) da capraz
baglayici olarak kullaniimistir. Monolitik kolonun hazirlandigi dizenek Sekil 3.1°de
gosterilmistir. Cizelge 3.1'de polimerizasyon sartlari ve monolitik kolonun
hazirlanma prosedird verilmistir. Polimerizasyon tepkimesi sonucunda su ve etil
alkol ile yikama yapilarak, tepkimeye girmemis olan safsizliklar ortamdan

uzaklastiriimistir.

Gizelge 3.1. Polimerizasyon sartlari ve prosudur.

Polimer karigimi Polimerizasyon Kosullari
100 mg MATrp Kolon hacmi: 1.6 mL
1 mL HEMA Sicaklik ve zaman: 4 saat 75°C.

0.25 mL EGDMA
0.5 mL toluen
0.5 mL HEPES (% 0,9'luk)

17 mg KPS

Bos cam kolonlarin icerisinde monolitik kolon hazirlanmistir. Gézenek olusturucu
(toluen:0.5mL) ve yapi monomerleri (HEMA: 1mL ve EGDMA: 0.25mL) icerisinde
bagslatici olan Potasyum persilfat ¢ézinmuostir. HEPES (0.5mL) igerisinde
fonksiyonel monomer olan 100mg MATrp ¢6zinmustir. Oda sicakliginda yapi ve

fonksiyonel monomer igeren ¢dOzeltiler karistirimis ve daha sonra karisim azot
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altinda 15 dk bekletilmistir. Devam eden siregte karigim cam kolon igerisine
bosaltiimistir. Cam kolon igerisinde yireyen polimerizasyon reaksiyonu 4 saate ve
75°C lik su banyosu icerisinde gerceklesmistir. Polimerizasyon tamamlandiktan
sonra su ve etil alkol ile yilkama yapilarak tepkimeye girmemes olan safsizliklar

ortamdan uzaklastinimistir.

Polimar K:angimi

Manamanar THEMA
durdurscu EGDMA
MAT
Gazanak Yamol : Tauan
Bagiano (KPS
e Dl 175"C
Siira -4 5aal

Sekil 3.1. Monolitik kolon hazirlama sistemi.

3.4. Poli(HEMA-MATrp) Monolitik Kolonlarin Karakterizasyonu
3.4.1. FTIR ile Yap1 Analizi

Poli(HEMA-MATrp) monolitinin yapisindaki karakteristik fonksiyonel gruplar FTIR
(FTIR 8000 Series, Shimadzu, Japan) ile analiz edilmistir. Analiz dncesi monolit
parcalari etivde 18 saat kurutulmustur. 3mg monolit, 97mg KBr ile karistiralarak
homejen hale getirilmis ve bu karisim pelet haline dénustirilimustar. Hazirlanan

pelerlerden FTIR analizi yapilarak spektrum elde edimistir.

3.4.2. NMR Calismalari

MATrp monomerinin *C ve 'H NMR spektrumu, DMSO-Ds ve DO igerisinde
Bruker 500 MHz (ABD) NMR cihazi kullanilarak alinmistir. i¢ referans olarak
icerisinde déteryum bulunmayan CHClI3 den yarirlaniimistir. Ppm cinsinde derigimi
olan kimyasak kaymalar (8) i¢ referansa gére degerlendirilmistir.
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3.4.3. Geri Basinc¢-Akis Hizi iligkisinin incelenmesi

Akis hizi — geri basing iligkisi elde edilen monolitik kolon Gzerinde incelenmistir.
Farkl akis hizlarinda (0.50-2.5mL/dk) olusan geri basing¢lar kaydedilmis ve veri
olarak degerlendirilmigtir.

3.4.4. Yizey Morfolojisi

Taramali elektron mikroskopu (SEM) yardimiyla poliHEMA-MATrp) monolitik
kolonunun ytizey morfolojisi incelenmistir. SEM goérintlisi almak icin sentezlenen
monolitden ince bir ylzey kesilmis ve bu ylzey SEM’in plakasi dstine
yerlestirilmistir. ince altin bir tabakayla kaplanan yiizey vakum altina alinmistir.
Hazir edilen érneklerin SEM de gdrintllerine bakilmistir. (JEOL, JEM 1200EX,
Tokyo, Japonya).

3.4.5. Yiizey Alani Olgiimleri

Brunauer-Emmett-Teller (BET) (Quantochrome Sl, Automated Surface Area and
Pore Size Analyzer, Quantochrome, ABD) cihazi yardimiyla poli(HEMA-MATrp)
monolitinin ylzey alani élgiimleri yapilmistir. Cihazin numune 6élgcme kismina
monolitler tartilarak konulmustur. 90°C’de 11 saat boyunca numuneler azot gazi
ortaminda tutulmustur. -210°C’de gaz adsorpsiyonu yapilmis, desorpsiyon ise
25°C’de gerceklesmistir. YUzey alani hesaplanmasinda kullanilan veriler,
desorpsiyon agsamasinda elde edilen verilerdir.

3.4.6. Elementel Analiz

Elementel analiz poli(HEMA-MATrp) monolitik kolonu igerisinde bulunan MATrp
degerinin belirlenebilmesi icin uygulanmistir. Kurutulan molit, 1 mg olacak sekilde
tartilmistir. Cihaza konulan (Leco, CHNS-932, ABD) hazirlanmis érnek yakilarak,
Ornek icerisinde bulunan oksijen, karbon, hidrojen ve azot degerleri belirlenmisgtir.
MATrp'in sadece azot kaynagr olmasi o6nemlidi, HEMA vyapisinda azot

bulunmamaktadir.
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3.5. Adsorpsiyon — Desorpsiyon Calismalari
3.5.1. Amoksisilinin Sulu Cozeltilerden Adsorpsiyonu

Kesikli sistemde amoksisilinin poli(HEMA-MATrp) monolitine sulu cbézeltilerden
adsorpsiyonu incelenmigtir. Monolitik poli(HEMA-MATrp) kolonlarda amoksisilin
derisiminin (10-500 mg/mL) ve sicakliktaki degisimlerin (4°C-40°C) adsorpsiyon
kapasitesi ve hizi tzerindeki etkileri pH=7"de incelenmistir. Amoksisilin derigimleri
230nm Olctimustdr. Fonskiyonel ligand MATrp ile amoksisilin arasinda
gerceklesen etkilesimin kinetigi, izoterm modeli ve termodinamik verileri aciga
cikarilmistir. Kiitle-denge denklemi ile adsorpsiyon kapasitesi hesaplanmistir.

g =[(Co-C) V] / m (3.1)

Bu denklemde; g monolit birim kitlesinin adsorpladigi amoksisilin miktarinin mg/g
cinsinden go6stergesidir. Amoksisilinin baslangic derisimi Cq, belirli bir sire
uygulandiktan sonraki amoksisilin derisimi ise mg/ml cinsinden C olarak
tanimlanir. Sulu ¢ézeltinin hacmi V ve kullanilan monolit kiitlesi m (g) seklindedir.

3.5.2. Kesikli ve Surekli Sistemde Adsorpsiyon Karsilastirmasi

Poli(HEMA-MATrp) monolitine amoksisilin  adsorpsiyonu kesikli ve slrekli
sistemlerde incelenmigstir. Bu baglamda 100mg/L derisimde amoksisilin ¢ozeltisi,
pH 7 de tampon ve sicaklik 25°C’de olacak sekilde kosullar ayarlanmistir. Kesikli
sistemde calismalar icin kolon icerisindeki tim monolit égutllerek toz haline
getirilmigtir. Toz halindeki monolit hazirlanan amoksisilin ¢dzeltisi igerisine
konularak rotatérde farkli stirelerde (0-60dk) tutulmustur. Sire bitimlerinde santrifd;
ile partiklller coktlriimUs ve adsorplanan amoksisilin degerleri (mg/g) 230nm’ de
Olctlmastar.

Sarekli sistemde monolitik kolon Uzerine 0.5ml/dk akis hizinda hazirlanan ¢ozelti
verilmistir. Farkli strelerdeki (0-60 dk) poli(HEMA-MATrp) monolitine adsorplanan

amoksisilin degerleri (mg/g) 230nm’ de 6lctlmuistdr.

3.5.3. Desorpsiyon Calismalari

1.0 M Gilisin hidroklortr (Glycine HCI) kullanilarak Poli(HEMA-MATrp) monolitik
kolonlardan amoksisilin desorpsiyonu gerceklestirilmistir. Amoksisilin
adsorplanmig poli(HEMA-MATrp) monolitlerden 0.5 mL/dk akis hizinda, 6 dk
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boyunca 25°C de desorpsiyon ajani olarak kullanilan 1.0 M’ hk glisin hidroklordr
cOzeltisi gecirilmistir. Amoksisilin derisim 230nm de 6élctimustir. Asagdidaki esitlik
kullanilarak adsorblanan ve desorbe olan amoksisilin miktarindan desorpsiyon

orani hesaplanmistir.

) Desorpsiyon ortamindaki Amoksisilin
Desorpsiyon %= x 100 (3.2)
Adsorplanan Amoksisilin

Tekrar kullanilabilirlik c¢alismasi igin, sentezlenen ayni monolitik poli(HEMA-
MATrp) kolonu 5 kez adsorpsiyon-desorpsiyon dénglstne tabi tutulmustur.
Deneysel isleyis ayni sekilde uygulanmistir. 50mM NaOH ve deiyonize su ile kolon

yenilenmesi ve temizlenmesi i¢in yikanmstir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. N-Metakriloil-L-triptofan (MATrp) Monomerinin Karakterizasyonu.

FTIR spektrofotometre yontemi ile fonksiyonel monomer olan MATrp’nin yapisal
karakterizasyonu gercekstiriimisti.  MATrp fonksiyonel monomerine ait FTIR
spektrumu Sekil 4.2'de verilmistir. NH gerilmesi (3403 cm™'), amidin CO gerilmesi
(1585 cm™), asitten kaynakli CO gerilmesi (1798 cm™), aromatik halkaya ait CN
geriime (1456 cm™), NH bikilmesi (1514 cm™), asitten kaynakli CO bikilmesi
(1229 cm™) ve aromatik halkaya ait gerime (1155 cm™) spektrumda
gbrulmektedir.

A rl|,l i ‘\]JLLf\ r
g z|'d ® w\w.»\-,k m Nu "l Mt :,\

Sekil 4.2. MATrp monomerinin FTIR spektrumu.

3C NMR ve 'H-NMR; fonksiyonel monomer olan MATrp’in yapisal noktalarinin
belirlenmesi icin kullaniimistir. Sekil 4.3.’de verilen spektuma gbére MATrp
monomerinin 'H-NMR spektrumundaki karekteristik pikleri su sekilde incelenmistir.
2H, '°CH, 3.42-3.36 (q), 3H, ""CH5 1.80 (s), 1H, '®CH, 5.33 (s), 1H, "'CH 4.50-
4.51 (m), 1H, '®CH, 5.64 (s), 1H, "?OH (asit) 11.1 (s), 5H, **>®"2indol 7.15-7.57
(m), 1H,"*NH (amid) 7.15 (d), 1H, 'NH (indol) 8.25(d).
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Sekil 4.3. MATrp monomerinin 'H-NMR spektrumu (DMSO).

Sekil 4.4’de verilen spektruma gére MATrp monomerinin  '*C-NMR
spektrumundaki karekteristik pikleri su sekilde incelenmistir. C (vinil), 110.7 ppm;
CH, 53.7 ppm; CH,, 65.3 ppm; CHs, 18.8 ppm; CH (indol), 111.9 ppm; CH
(benzen halkasi), 118.9 ppm; CH (benzen halkasi), 121.36 ppm; C (indol), 127.7
ppm; C=0 (amit), 167.9 ppm; CH (benzen halkasi), 118.7 ppm; CH (benzen
halkasi), 139.9 ppm; CH> (vinil), 120.1 ppm; CH (benzen halkasi), 124.0 ppm;
C=0 (asit), 173.8 ppm ve C (benzen halkasli), 136.6 ppm seklindedir.
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Sekil 4.4. MATrp monomerinin D20 iginde ">*C-NMR spektrumu.
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4.2. Poli(HEMA-MATrp) Monolitik Kolonlarin Karakterizasyonu
4.2.1. FTIR (Fourier Transform infrared Spektroskopisi) Analizleri

ik olarak; pseudospesifik ligand N-metakriloil-L-triptofan (MATrp) sentezlenmistir.
Daha sonra, yapi monomeri olan HEMA ile poli(2-hidroksietil metakrilat-N-
metakriloil-L-triptofan) [poli(HEMA-MATrp)] monolitik kolonlar yigin
polimerizasyonu yodntemiyle hazirlanmistir. Sekil 4.5'de poli(HEMA-MATrp)'nin
molekdl yapisi gosterilmigtir.

CH, H CH, H CH,
C H C H C
O‘/ \U 4 \rm O/ ‘\EU
| | OH |
CHy H—0C —c/ CHy
| LS |
CH, CH CHy
| ¢—cH |
OH N Ot
MH
)
i\\ /
HEMA MATrp HEMA

Sekil 4.5. Poli(HEMA-MATTYp)' nin molekdl yapisi.

Sekil 4.6'da goruldigi gibi poliHEMA-MATrp) monolitine ait spektrumda -OH
gerilmesi 3350 cm™ de, alifatik alkile ait -CH gerilmesi 2947 cm™ de, -C=0
gerilmesi 1712 cm™ de, -C=C gerilmesi 1652 cm™ de, amite ait —-C-N gerilmesi
1454 cm™ ve 1387 cm™ de, aromatik halkaya ait geriime ise 1154 cm™ de
gorulmektedir. C=C, amite ait C-N ve aromatik halkaya ait gerilmeler HEMA yapisi

icerisinde fonksiyonel monomer MATrp’nin bulundugunun kaniti olarak gdstirilir.
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Sekil 4.6. Pol(HEMA-MATrp) monolitine ait FTIR Spektrumu.

4.2.2. Geri Basing-Akis Hizi iligkisinin incelenmesi

Poli(HEMA-MATrp) monolitinde akis hizi 0.5-2.5 mL/dk degisken degerlerde geri
basing¢-akis arasindaki baglanti incelenmigstir. Artan akis hiziyla birlikte poli(HEMA-
MATrp) monolitinde dogrusal bir sekilde geri basing da artmaktadir. Sekil 4.7.'de
bu geri basing-akis hizi arasindaki baglanti gdsterilmektedir. Monolitik kolonun
g6zenekli yapisindan kaynakl olarak yUksek akiglarda geri basin¢g artmasina
ragmen; olugan bu basin¢g standard bir HPLC sistemi pompasi ve sistemini
zorlamayacak degerlerdedir. Bu nokta da bize poli(HEMA-MATrp) monoliti ile
yUksek akiglarda ¢ok rahat bir sekilde analizin gergeklesebilecegi, ayrica sistemin

de zorlanmayacagini goésterir.
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Sekil 4.7.  Poli(HEMA-MATrp) monolitik kolonda geri basing-akis hizi arasindaki
baglantinin incelenmesi.

4.2.3. Yuzey Morfolojisi

Taramal Elektron Mikroskopu (SEM) kullanilarak poli(HEMA-MATrp) monolitik
kolonlarin ylzey morfolojisi incelenmistir. Yigin polimerizasyonuyla sentezlenen
monolitik kolonlar Sekil 4.8." de goéruldigu Uzere nispeten dar gbézenekli fakat
oldukca purizli yapidadirlar. PUrizli yapisi nedeniyle oldukga buylk ylzey
alanina sahiptirler. Monolitik kolon sahip oldugu ylzey alani sayesinde,
amoksisilinin  katle aktarimini  kolaylastirmis ve dolayisiyla da adsorpsiyon
kapasitesini arttirmistir.

4.2.4. Yiizey Alani Olcimii

Yigin polimerizasyonu sonucu elde edilen, HEMA ve MATrp’nin ana bilesenini
olusturdugu monolitin ylizey alani 14.2 m?g olarak gdzlemlenmistir. Dusik kitle
aktarim sinirlamalar gésterdiginden dolayi, gézlemlenen blyUk ylzey alani degeri
yUksek adsorpsiyon degerlerine ulasilabilmesine olanak saglamaktadir. Bulunan
genis ylzey alani degeri, disik kitle aktarim sinirlamalari olusturdugundan dolay
oldukga yUksek adsorpsiyon kapasitelerine ulasilabilmesini saglamaktadir [68, 69].
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Sekil 4.8. Poli(HEMA-MATrp) monolitik kolonlarin SEM fotograflari.
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4.2.5. Elementel Analiz

Elementel analiz ile sentezlenen poliHEMA-MATrp) monolitik sorbentin igerigine
katilmis fonksiyonel monomer olan MATrp miktarini belirlenmigtir. Yakma
sonucunda stokiyometrik oranlar kullanilarak azot esas alinmis ve MATrp miktari
azota gbre hesaplanmigtir. Monolitik sorbentin igerigindeki tek azot kaynaginin
fonksiyonel monomer olmasi énemlidir. Yapi itibari ile HEMA'nin igeriginde azot
bulunmamaktadir. Buna gére MATrp miktart 375 pmol/g monolit olarak
hesaplanmigtir.

4.3. Adsorpsiyon Caligmalari
4.3.1. Amoksisilinin PoliHEMA-MATrp) Uzerine Adsorpsiyonu
4.3.1.1. Amoksisilin Derigim Etkisinin incelenmesi

Amoksisilin derigiminin Poli(HEM-MATrp) kolonda amoksisilin adsorpsiyonuna
etkisi incelenmistir. Bu kapsamda 0-500 mg/L derigimindeki amoksisilinin degisen
degerlerdeki adsorpsiyon degerlerine bakilmistir.  Sekil 4.9.'da amoksisilin
baslangi¢ derisiminin amoksisilin ile monolitik kolon Uzerindeki adsorpsiyon
iliskisine etkisi goésterilmektedir. Sekilden géraldiglu gibi yaklasik 300 mg/L
amoksisilin derisimden sonra denge degerine ulagsmaktadir. Bu durum ortamdaki
aktif spesifik ligandlarin tamamen amoksisilinle etkilestigi, bu derisimden sonra
etkilesebilecek noktalarin kalmadigini géstermektedir.
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Sekil 4.9. Poli(HEMA-MATrp) monoliti ile amosisilin arasindaki adsorpsiyona
amoksisilin baslangic derisimi etkisi; pH 7.0, T: 25°C, akis hizi:
0.5mL/dk, adsorpsiyon siresi: 60dk

4.3.1.2. Akis Hiz1 Etkisinin incelenmesi

Akis hizinin poli(HEMA-MATrp) monolitik kolonda amoksisilin adsorpsiyonuna
etkisi incelenmistir. Bu kapsamda 100mg/L derisimdeki amoksisilin ¢dzeltisi; akis
hizi 0.5-2.0mL/dk olacak sekilde monolitik kolondan gecirilmis ve adsorpsiyon
degerlerindeki degisim gbzlemlenmistir. Akis hizlarindaki farkliigin amoksisilin
adsorpsiyon kapasitesi Uzerine etkisi Sekil 4.10°da verilmektedir. Amoksisilin
adsorpsiyon kapasitesi 0.5 mL/dk akisi hizinda 52.0 mg/g degerinden 2.5 mL/dk
akis hizinda 18.9 mg/g degerine azalmaktadir. Akis hizinin artmasiyla amoksisilin
molekullerinin monolitik kolondaki MATrp fonksiyonel grubuyla etkilesebilecedi
sUre azalmaktadir. Etkilesebilecek slre azaldidi igin de amoksisilinin monolitik

kolondaki alikonma suresi akis hizini artmasiya azamistir.
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Sekil 4.10. Poli(HEMA-MATrp) monolitik kolonda amoksisilin adsorpsiyonuna akis
hizinin etkisi. Amoksisilin derisimi: 100.0 mg/L; pH 7.0; Sicaklk:
25°C.

4.3.1.3. Sicaklik Etkisinin incelenmesi

0-500mg/L derigsim degerleri arasinda degisen amoksisilin adsorpsiyonuna, 4-40
°C arasindaki farkli degerlerde degisin sicakligin etkisi incelenmigtir. Artan
sicaklikla Sekil 4.11.de de goér0ldiga gibi monolitik kolondaki amoksisilin
adsorpsiyon degerleri artmistir. Adsorpsiyon temelindeki etkilesimin aciga
cikartilabilmesi igin sicaklik etkisinin ortaya konulmasi olduk¢a &6nemli bir
parametredir. iyonik etkilesimler ve hidrojen baglari baskin etkilesimler ise
adsorpsiyon kapasitesindeki degisimler sicaklikla ters orantihdir [70, 71].
Hidrofobik etkilesimler ve van der Waals kuvvetleri baskin etkilesim ise

adsorpsiyon kapasitesindeki degisimler sicaklikla dogru orantilidir [72].
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Sekil 4.11. Poli(HEMA-MATrp) monolitik kolonda farkh derisimlerideki amoksisilin
adsorpsiyonuna sicaklik etkisi; pH 7.0; Akis hizi: 0.5mL/dk.

4.3.1.4. Kesikli ve Sirekli Sistemde Adsorpsiyon Karsilagtirmasi

Farkl slreler sonucunda kesikli ve slrekli sistemde adsropsiyon kapasitesi
degerleri karsilastirilmigtir. Buna gore strekli sistemdeki adsropsiyon kapasitesi,
her slre ve genel adsorpsiyon kapasitesi olarak kesikli sistemden daha iyi
sonuglar vermistir. Strekli sistemde ¢alismak poli(HEMA-MATrp) monoliti Gzerine
olan amoksisilin adsorpsiyon kapasitesini arttirmistir. Bunun nedeni de sirekli
sistem icerisindeki devaml akisin, kltle transferini destekleyici nitelikte
olmasindandir.
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Sekil 4.12. Kesikli ve strekli sismtede poliHEMA-MATrp) monolitinde amoksisilin
adsorpsiyon kapasitesi, derisim: 100mg/L pH 7.0, T: 25°C, akis hizi:
0.5mL/dk

4.3.2. Adsorpsiyon Termodinamigi

Termodinamik; sicaklik, basing¢, kimyasal kompoziyon gibi degiskenlerin bir
fonksiyonu olarak maddenin davranisini tanimlar. Sistemlerin kimyasal durumunun
bir sureklilik tanimlamasidir. Atomik sikaladaki elemental haldeki slrecleri veya
atomik boyuttaki mikroskopik ayrintilari tanimlayamaz ve 6n géremez. Poli(HEMA-
MATrp) ile amoksisilin adsorpsiyonu arasindaki ternodinamik degiskenlerin
hesaplanmasi igin, sicaklik dedisimi ve amoksisilin derigimi verileri Gzerinde

degerlendirme yapildi.

Sicaklikla degisebilen denge sabitleri kullanilarak AG, AH ve AS temodinamik
degerleri hesaplanabilmektedir.

Adsorpsiyondaki entalpi dedisimine gbére sicaklik fonksiyonu olarak denge sabiti
asagidaki esitlikle tanimlanir.

d Inb / dT = AH/RT? (4.1)

Bu esitlikte; AH adsosrpsiyon entalpisi (jmol), gaz sabiti olarak R (J/mol.K), b ise

Langmuir sabitidir. AH deg@erinin pozitif veya negatif olmasina gére Langmuir sabiti

(b)’nin siaklikla olan etkilesimi incelenir. Eger endotermik bir adsorpsiyon
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olusuyorsa AH’In isareti pozitif, eger ekzotermik bir tepkime olusuyorsa AH’In
isareti negatif olacaktir. Pozitif isaretli hallerdeki durumlarda Langmuir sabiti
sicaklikla beraber artacak, negatif isaretli hallerdeki durumlarda Langmuir sabiti

sicakligin armasiyla azalim yénine kayacaktir.

Kimyasal tepkimenin sahip oldugu enerjinin is icin kullanilabilme sureciyle alakali
Gibbs Serbest Enerjisi (G) kullanilir. Sistem sicakligi T (K) ile entropisi (S)
carpiminin, sistem entalpisi (H) ile toplami, sistemdeki serbest enerjisi (G)

vermektedir.

G=H-TS (4.2)
Reaksiyonun serbest enerjisi (AG) ise asagidaki esitlikle verilir.

AG= AH - TAS (4.3)

Sicaklk, Langmuir sabiti (b) ve serbest enerjiyi (AG) degistirdigine gore su sekilde
ifade edebilir.

AG= - RTInb (4.4)
- RTIlnb = AH - TAS

-RT ye her iki taraf da bélindigiande esitlik su sekle blriinmus olur.

Inb= AS/R—-AH/RT (4.5)

Inb ye karsihk 1/T grafigi cizimesi sonucu olusan dogrunun egimi adsorpsiyon
entalpisini (AH) ve kayma degerinden de adsropsiyon entropisi (AS) hesaplanir
[72].

Asagidaki esitlikle ifade edilen Van’t Hoff denklemine gére;
InKeq = - AH/R x 1/T + AS/R (4.6)

InKeq ya karsi ¢izilen 1/T grafiginde egim= - AH/R yi, kesim noktasi ise AS/R yi

vermektedir.
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Sekil 4.13. Van't Hoff denkleminden AH'’I bulmak i¢in gizilen grafik.

Denkleme goére 25°C de AH= 0,833 J/mol olarak bulunmustur. AH In pozitif
degerde olmasi adsopsiyonun endotermik bir slrecle isledigini géstermektedir.
Yine ayni sicakhkta AS= -89,68 J/mol.K olarak hesaplanmigtir. AG ise
26,724kJd/mol.K olarak hesaplanmistir. Bu veriler dahilinde endergonik bir sistem
ile adsorpsiyon olusmaktadir. Bir baska degisle disaridan enerji isteyen bir

sistemdir.

4.3.3. Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon izotermleri; iki katl faza adsorplanan iyonlarin miktari ile denge
halindeki ¢d6zeltideki iyonlarin arasindaki baglantiyi tanimlar. Baska bir degisle

adsorpsiyon izotermleri adsorpsiyon tlriini karakterize etmek icin kullanilir.

Adsorpsiyon modellerinden Langmuirde molekuller, sayisi belli noktalara ve bu
noktalarda tek bir molekilin adsorplanabilecedini temel alir. Komsu bdlgelerdeki
adsroplanan molekuller arasinda herhangi bir etkilesim olmadidi ve adsorpsiyon
noktalarinin enerjilerinin esit oldugu varsayilr [73]. Asagidaki esitlikle Langmuir
izoterm modeli tanimlanmistir. Dengedeki sonuglarin esitlige gére uygulanmasinin
neticesinde dogrusal bir grafik elde ediliyorsa, bu sistemdeki adsorpsiyon
modelinin Langmuir modeline uygun olabilecegdi sonucu ¢gikmaktadir.
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Ceq/Q = 1/(Qmak . b) + Ceq/Qmak (47)

Bu esitlikteki; Q adsorplanmig amoksisilin miktarini (mg/g), Ceq denge amoksisilin
derisimini (mg/L), b langmuir sabitini ve Qmax adsropsiyon kapasiteni (mg/g)
gostermektedir. Y eksenini kesen nokta 1/Qmax.b degerini ve egimin 1/Qmax
degerini, Ceo/Qeq Ya karsi gizilen Ceq grafigi vermektedir.

m 4°C ¢ 150°C A 25°C 040°C

y = 0,065x + 1,589
R2? = 0,993

y = 0,039x + 0,936
R2? = 0,994

y =0,018x + 0,139
R2 = 0,997

y =0,016x + 0,012
R2 =1

Cdenge/Qdenge (g/L)

0 200 400 600
Cdenge (mg/L)

Sekil 4.14. Farkh sicakliklardaki poliHEMA-MATrp) monoliti igin Langmuir izoterm
modeli.

Farkli sicaklik dgerlerindeki adsorpsiyonlarin verileri grafige gecirilerek elde edilen
sonuclar yukaridaki sekilde gdsterilmistir. Kolerasyon katsayisi (R%) her dért
sicaklik i¢in de yUksektir ve bu dogrusal sonuglar Langmuir izotermine uygun bir
sekilde adsorpsiyon gerceklestigini géstermektedir.

Adsorpsiyon dengesini saglayan bilinen en eski esitlerden biri de Freundlich
adsorpsiyon modelidir [74]. Freundlich izotermi, Langmuir izoterminin farkh bir
formudur ve homojen olmayan ylzeydeki adsorpsiyonu tanimlamada kullanihr.
Fruendlich komsu baglanma noktalarinin baglanti yapip, yapmadigina bagh olarak

adsorpsiyon enerjisinin degistigini varsaymaktadir. Asagidaki esitlik ile tanimlanir.

Qe= K Ce 1M (4.8)
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Bu esitlikte Qe adsorpsiyon miktarini (mg/g), Ce g6zeltideki amoksisilin derigimini,
K: ve n ise Freundlich sabitidir. Esitlik her iki tarafin logaritmasi alinarak farkli bir

forma bartnduralir.
INQe = InKt + 1/n . InCq (4.9)

InQe ye karsi cizilen InC, grafiginin dogrusal sekilde olmasi Freundlich izoterm
modeline uygun olabilecegini géstermektedir.

m40C ¢150(C A25 oC 040 oG
5 +
y = 0,388x + 0,562
R2=10,713
4 +
(]
g y=0,373x + 1,129
2 —
o-c 3 1 Rz = 0,699
£
o y = 0,305x + 2,343
T R2 = 0,834
o A .
1 + . y = 0,229x + 3,021
n R2 = 0,825
0 i t {
-5 0 5 10
Incdenge

Sekil 4.15.  Farkli sicakliklardaki poli(HEMA-MATrp) monoliti i¢in Freundlich
izoterm modeli.

Farkli sicaklik dgerlerindeki adsorpsiyonlarin verileri grafige gecirilerek elde edilen
sonuclar yukaridaki sekilde gdsterilmistir. Kolerasyon katsayisi (R?) her dért
sicaklik icin de Langmuir modelindeki kolerasyon katsayilarindan dusiktir. Bu
nedenden dolayr homojen bir ylzeyde adsorpsiyon gerceklestigi ve ¢ok kath bir
adsorpsiyonun olusmadidi sonucu cikmaktadir. Adsorpsiyon tek tabakali sekilde
gerceklesmistir. Bu adsorpsiyon iliskisinde Langmuir modeli Freundlich e gbre
daha uygun bir modeldir.
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Cizelge 4.1. Amoksisilin adsorpsiyonu icin Langmuir ve Freundlich Adsorpsiyon
sabitleri ve kolerasyon katsayilari.

Freundlich izoterm Modeli Langmuir izoterm Modeli
Kf mL/g n R? Qmak b, L/mg Kg, mg/L R?
4°C 1.75 2.57 0.71 15.24 0.04 24.23 0.993
15°C 3.09 2.68 0.70 25.19 0.04 23.60 0.994
25°C 10.41 3.28 0.83 54.05 0.13 7.56 0.997
40°C 20.51 4.37 0.82 62.11 1.32 0.76 1.000

4.3.4. Adsorpsiyon Kinetigi

Birinci ve ikinci derece kinetik modellerin elde edilen sonuclara uygulanmasiyla
birlikte adsorpsiyon islemini kontrol eden kitle aktarimi ve kimyasal tepkime gibi
mekanizmalar incelenmistir. Adsorbent ylizey derigimlerine, dlcllen derigimin esit
oldugu durumlar varsayilarak kinetik modeller uygulananir. Lagergren’in birinci
derece hiz esitligi, sivi ¢bzeltiden ¢dzinen adsorpsiyonunda en ¢ok kullanilan
esitliktir. Asagidaki esitlikle ifade edilir.

dqt/di=k1(qeq-qt) (4.10)
Esitlikte yalanci-birinci derece adsorpsiyon hiz sabiti olarak k¢ (1/min), g denge
zamaninda q; ise t aninda adsorplanan amoksisilin (mg/g) miktarini

gostermektedir. Sinir olarak t=0 da ;=0 ve t=t aninda gi=q; olarak kabul edilmis ve
integral uygulanarak asagidaki esitlik elde edilmigtir.

log[Qed/(Qeq-qt)]= (k1t)/2.303 (4.11)
Esitlik tekrardan dizenlenip, dogrusal sekil yakalanirsa asagidaki esitlik elde edilir

l0g(Qge-at)= 109(Qeq) - (k1 1)/2.303 (4.12)

Gizilen log(geq) Yya karst t grafiginin dogrusal olmasi kinetik modelin
uygulanabilceginin gdstergesidir. T ye karsi log(geq-at) grafiginin kesim noktasi,
gercek-birinci derece islemde log(geq) ya esit olmalidir. Ayrica yalanci ikinci derece
denklem olan ve adsorpsiyon denge kapasitesine dayanan esitlik asagidaki
sekilde ifade edilir.

day/dt = ka (Qeq-a)° (4.13)
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Yalanci-ikinci derece hiz sabiti olarak kz (9/mg.g) seklinde sembolize edilir. Sinir
olarak t=0 da g;=0 ve t=t aninda qg:=q; olarak kabul edilip uygulandiginda asagidaki
esitlik elde edilir.

1/(Qeq-qt)] = (1/qeq) + kot (4.14)
Bu esitligin dogrusal sekildeki hali ise su sekildedir;

(Yar)= (1/Kz Geq %) + (1/Qeq)t (4.13)
t/qr ye karsi cizilen t grafiginin dogrusal olmasi, ikinci derece kinetigin

uygulanabilmesi anlamina gelmektedir. Kesim noktasi ve egimden; hiz sabiti ko ve

denge adsorpsiyonu qeq bulunur.

2

y =-0,035x + 1,103
®20 mg/L R2 = 0,993

1,5 1 *50 mg/L

y =-0,050x + 1,563
A 100 mg/L R2=0,979

© 300 mg/L y =-0,044x + 1,628

R2 = 0,922

Iog(Qdenge'Qt)

y =-0,061x + 1,787
R?=0,919

0 10 20 30 40

Zaman, Dakika

Sekil 4.16. Poli(HEMA-MATrp) monoliti icin elde edilen verilerin yalanci-birinci
derece kinetigi.
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Sekil 4.17.  Poli(HEMA-MATrp) monoliti icin elde edilen verilerin yalanci-ikinci
derece kinetigi.

Cizelge 4.2. Poli(HEMA-MATrp) monolitik kolonu birinci ve ikinci derece kinetik
sabitleri

Baslangi¢ Derisimi Deneysel Birinci Derece Kinetik ikinci Derece Kinetik
(mg/L) (mg/g) Ki(1/dk) Q.(mg/g) R’ Ki(1/dk) Q.(mg/g) R
20 18 0.0806 12.68 0.993 0.736 15.15 0.993
20 40 0.1151 36.56  0.979 0.066 38.60 0.972
100 53 0.1013 42.46  0.922 0.193 58.82 0.996
300 63 0.1404 61.23  0.919 0.179 71.43 0.992

Deneysel degerler ile yalanci-ikinci derece kinetik denkeleminden elde edilen
teorik g degeri bir birleri ile benzerdir. Ayrica kolerasyon katsayisi da yUksektir.
Farkli derisimlerde gdzlemlenen R® degerleri 1 e yakin bir noktadir. Bu da
poli(HEMA-MATrp) monolitinin ikinci-derece kinetik modele uygun olacagini
gOstermektedir. Diflizyon sinirlamalari bu sonuclar 1siginda amoksisilinin monolite
adsorpsiyonunda ihmal edilebilir. Monolitin gbzenekli yapisinin amoksisilin

¢Ozeltisi Gzerinde diizgiin bir akisa olanak saglamasi, bu durumun agiklamasidir.
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4.3.5. Desorpsiyon ve Tekrar Kullanilabilirlik

Sentezlenen poli(HEMA-MATrp) monolitinin  desorpsiyon sonrasinda tekrar
kullanilabilirligi incelenmistir. Bunun icin 1.0 M glisin hidroklorar kullanilarak strekili
sistemde amoksisilin  desorpsiyonu  gerceklestirilmigtir.  Adsorpsiyon  ve
desorpsiyon iglemleri pol(HEMA-MATrp) monoliti Gzerinde 5 defa tekrar edilmigtir.
Tekrarlarin sonucunda kapasitede énemli bir disls gérilmemistir. 5. Tekrarin
bitiminde %4.2 lik bir azalma ile adsorpsiyon kapasitesi 50.8 mg/g a gerilemigtir.
Glisin Hidrokloriiriin bu sistemde desorpsiyon ajani olarak kullanmasinin uygun
oldugu ortaya cikariimistir. Monolitik kolon desorpsiyon sonucunda tekrar tekrar

adsorpsiyonlar icin kullanilabilir.

60

50
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20
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0 1 2 3 4 5 6

Tekrar Sayisi

Sekil 4.18. Poli(HEMA-MATrp) monolitinin  tekrar kullanilabilirligi; Amoksisilin
derisimi:100 mg/L; pH 6.0; Akis hizi: 0.5 mL/dk.; desorpsiyon ajani:
1.0 M Gilisin HCL; Sicaklik: 25°C.
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5. YORUM

>

Parikil kolonlara alternatif olarak; antibiyotik c¢esitlerinden amoksisilin
ayirimi ve saflastiriimasi icin yenilikgi, monolitik yapiya sahip, blnyesinde
yalanci-spesifik ligand bulunan bir dolgu maddesi hazirlanmasi bu tez
calismasinin baslangi¢ noktasidir.

Bu kapsamda ilk basamak olarak fonksiyonel ligand olacak, aminoasit bazli
MATrp sententezlenmis ve karakterizasyonu gerceklestiriimistir.

ikinci adimda  poli(HEMA-MATrp) monoliti sentezlenmis  ve
karakterizasyonu gercgeklestirilmigtir.

Poli(HEMA-MATrp) monolitik kolonu yidin polimerizasyonu yéntemiyle
sentezlenmistir. Poli(HEMA-MATrp) monolitinin 14.2 m?g olarak spesifik
yUzel alani élgctimustar.

Poli(HEMA-MATrp) monolitik kolonu Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM)
g6rlantilerinden yola cikarak, purtzli ve porlu bir yapiya sahip oldugu
g6zlenmigtir.

Poli(HEMA-MATrp) monolitik kolonu ile amoksisilin arasindaki adsropsiyon
calismalan kesikli ve surekli sistemde yapilmigtir.

Poli(HEMA-MATrp) monolitik kolonunda amoksisilin adsropsiyonu igin
maksimum adsorpsiyon kapasitesinin pH 7 de 64 mg/g oldugu
hesaplanmigtir.

Sicaklikla  beraber poli(HEMA-MATrp) monolitik  kolonuna  karsi
amoksisilinin denge adsropsiyonunda artis gdzlemlenmigtir.

1.0M Gilisin hidrokloriir desorpsiyon ajani olarak kullanilmistir. 5 kez tekrar
edilen adsorpsiyon-desorpsiyon déngileri sonucunda %4.2 lik bir gerileme
ile adsorpsiyon kapasitei 50.8 mg/g’a gerilemistir. Bunun sonucu olarak
sentezlenen monolitik kolonun tekrar ve tekrar kullaniimasinin uygun
olacagi gbéralmustar.

Adsropsiyon izoterm modelleri Uzerinde c¢alismalar yapilmis; Langmuir
izotermi icin 0.997 ve Freundlich izotermi igin 0.83 olan kolerasyon (R?)
degerleri hesaplanmistir. Bu veriler dogrultusunda Langmuir izoterm
modelinin poli(HEMA-MATrp) monolitik kolonu ile amoksisilin arasinda

gerceklesen adsropsiyona uygun bir model oldugu gézlenmisgtir.
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» Adsorpsiyon kinetikleri Uzerine galismalar yapilmig; yalanci-birinci derece
kinetik modeli ile yalanci-ikinci derece kinetik modelleri incelenmigtir.
Deneysel ve teorik geq degerleri yalanci-ikinci derece kinetik modelinde
daha yakin bir haldedir. Bu nedenden dolay! adsorpsiyon kinetigi yalanci-
ikinci derece kinetik modeline uygundur ve kimyasal kontrolli adsorpsiyon
gerceklesmistir.
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