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Bu tez calismasinda, daha énce BTUBAP-2018- FED-3 Projesi kapsaminda sentezlenip HPLC
kolonu haline getirilen Si-Ch-1lePBA sabit fazin HPLC ile hidrofilik etkilesimi incelendi.

Bir kapling reaktifi olan [2-(3,4-epoksisikloheksil)etil]trimetoksisilandan yola ¢ikilarak silika
tabanli yeni bir karma- mod sabit fazi sentezlendi ve hidrofilik etkilesim/ters fazli yiiksek performansh
stv1 kromatografisi (HPLC) etkinligi incelendi. Polar amid, amin ve alkol gruplarinin yani sira polar
olmayan alifatik ve aromatik gruplari tagtyan yeni sabit faz, [2-(3,4-epoksisikloheksil)etil]trimetoksisilan
ve izolosin amino asitinden baglayarak sentezlendi ve yapisi elementel analiz, kizildtesi
spektroskopi(FTIR), taramali elektron mikroskobu (SEM) ve kat1 hal '3C niikleer manyetik rezonans
(CPMAS NMR) ile karakterize edildi. Farkli polaritelere sahip bazi aromatik bilesiklerin, hidrofilik
etkilesim s1v1 kromatografisi (HILIC) ve ters faz (RP) kosullarinda ayrimi incelendi ve basarili bir ayirma
sonucu elde edildi. Yeni sabit fazin HILIC modundaki etkinligini incelemek i¢in suda ¢6ziinen vitaminler
ve niikleobazlar test edildi. Alti tane suda ¢6ziinen vitamin, gradient eliisyonla, bes tane niikleobaz,
izokratik eliisyonla basarili bir sekilde ayrildi. Sabit fazin siibstitiie benzoik asitler, klorlu herbisitler, alkil
benzenler gibi bir seri orta ve zayif polarlikta ve polar olmayan kiigiik bilesiklere ve polar/polar olmayan
aromatik bilesiklerin bir karisimina karsi ters faz (RP) etkinligi incelendi ve basarili ayirmalar elde edildi.
[zokratik eliisyon ile ayrilan tiim analitler icin alitkonma faktérii, teorik tabaka sayisi ve pik asimetri
faktorii hesaplandi. Geleneksel C18 ve ticari HILIC kolonlar ile kiyaslandiginda, yeni sabit fazin hem
HILIC hem de RPLC performansi sergiledigi gozlendi ve boylece daha genis perspektifte analit

smiflarinin ayrimi incelendi.

Anahtar Kelimeler: HILIC, Mixed-mode kromatografi, Polar sabit fazlar, Ters faz, Yiiksek
performansli sivi kromatografisi,



ABSTRACT
MS THESIS

MIXED-MODE HPLC APLICATION OF A NEWLY DEVELOPED
STATIONARY PHASE BASEN ON [2-(3,4-EPOKSISIKLOHEKZIL)
ETIL]TRIMETOKSISILAN.
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A new silica-based mixed-mode stationary phase derived from [2-(3,4-
epoxycyclohexyl)ethyl]trimethoxysilane as a coupling reagent was synthesised and
evaluated for hydrophilic interaction/reversed-phase high-performance liquid
chromatography (HPLC). The new stationary phase bearing polar amide, amine and
alcohol groups as well as nonpolar aliphatic and aromatic groups was synthesised
starting from [2-(3,4-epoxycyclohexyl)ethyl]trimethoxysilane and isoleucine amino acid
and characterized by elemental analysis, infrared spectroscopy (FTIR), scanning
electron microscopy (SEM) and solid-state 13C nuclear magnetic resonance (CPMAS
NMR). Several aromatic compounds having different polarities were tested for
hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) and reversed phase (RP)
condition and successful separation could be achieved. Water soluble vitamins and
nucleobases were tested to investigate effectiveness of the new column on HILIC mode.
The six water soluble vitamins separated successfully by a gradient elution, and five
nucleobases were separated by an isocratic elution. A number of moderately and weakly
polar and nonpolar small compounds such as substituted benzoic acids, chlorinated
herbicides, alkyl benzenes and a mixtures of polar/nonpolar aromatic compounds were
tested for the RP condition and separated successfully. The retention factor, theoretical
plate number and peak asymmetry factor were calculated for all of the analytes
separated by isocratic elution. Compared to traditional C18 and commercial HILIC
columns, the new stationary phase exhibited both HILIC and RPLC performance, and
the scope of analyte separation was thus enlarged.

Keywords: Hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC), Mixed-mode
chromatography, Mixed-mode stationary phase, Reversed phase liquid chromatography
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SIMGELER VE KISALTMALAR

AFM : Atomik forse microscopy (atomik kuvvet mikroskobu)
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DAB : 2,4-diaminobutyric acid (2,4-diaminobiitirik asit)

DAD : Diode-Array Detector (diyot dizi dedektorti)

DMF : N,N-Dimetilformamid

DMSO . Dimethyl Sulfoxide (Dimetil siilfoksit)

EC . Electrochromatography (Elektrokromatografi)

ELSD :  Evaporative Light-scattering Detection (buharlagsmali 151k sagilim1
Saptama Dedektorleri)

EtOH . Ethanol (eilalkol)

FTIR . Fourier transform Infrared Spectroscopy (Fourier Dontistimlii
Kizilotesi Spektoskobisi)

GPC . Gel Permeation Chromatography (Jel Gegirgenlik Kromatografisi)

HEPES : N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2'-2-
ethanesulfonic acid (N-2-hidroksietilpiperazin-N-2'-2-ctansiilfonik
asit)

HILIC : Hydrophilic Interaction Chromatography (Hidrofilik Etkilesim
Kromatografisi)

HPLC . High-Performance Liquid Chromatography (Yiiksek Performansl
Sivi Kromatografisi)

IEC . Ion Exchange Chromatography (Iyon Degisim Kromatografisi)
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MeOH : Methanol (metil alkol)

MMC : Mixed-mode Chromatography ( Karma Mod Kromatografisi)
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RPC :  Reversed Phase Chromatograph (Ters Faz Kromatografisi)
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2,4-D . 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-Diklorofenoksiasetik asit)

2,4-DB . 4-(2,4-dichlorophenoxy)butyric acid

2,4-DP . 2,4-Dichloroprop
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1. GIRIS
1.1. Sivi Kromatografisinde Bilesiklerin Ayrilma Prensibi

Sivi kromatografisi sistemindeki sabit ve hareketli fazlar ile numunede bulunan
bilesikler arasindaki farkli etkilesimler sayesinde ayrilma gergeklesir (sekil 1.1). Hedef
bilesikleri ayirmak i¢in (A) bilesiklere olan afinitedeki farkliliklar, (B) hedef bilesiklerle
elektrostatik kuvvetlerin giiclindeki farkliliklar ve (C) boyut farkliliklar1 gibi c¢esitli
modlara dayali olarak bilesik ayirmayr miimkiin kilmak i¢in sabit fazlar gelistirilebilir.
Bu etkilesim modlarindan biri veya daha fazlasi, sivi kromatografi kullanilarak bilesik
ayrmmi ile sonuglanacaktir. Ister ticari ister gelistirme asamasinda olsun uygun sabit
fazlar1 se¢mek bir kullanici i¢in biraz kafa karistirici olabilir. Etkilesim modlarimi
anlamak, kullanicilara belirli bir analit tiirii icin uygun sabit fazlar1 se¢gmede yardimci
olacaktir. Afiniteye dayali ayirmada (Sekil 1.1. A), belirli fonksiyonel gruplara (kirmiz1)
sahip sabit parcaciklar (siyah), bir etkilesim ag1 yoluyla spesifik baglanma ile uygun
bilesiklerle (yesil) etkilesime girerek kolonda tutulmaya neden olur. Duragan faz,
etkilesmeyen bilesikleri (mor) askiya almaz ve bilesikler, tutulmadan akar. Bu ayirma
modundaki ortak etkilesimler hidrojen bagi, dipol-dipol etkilesimi, London kuvveti ve
kompleks olusumudur. Hidrojen bagi ve dipol-dipol etkilesiminin kombinasyonu

hidrofilik bir etkilesimken London kuvveti hidrofobik bir etkilesimdir.
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Sekil 1. 1 Kolon ve hedef molekiiller arasindaki (A) afinitesine dayali fiziksel etkilegimlerin semast,(B)
elektrostatik kuvvetler ve (C) sivi kromatografi sistemlerinde boyut farki.
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Kompleks olusumu genellikle analitlerin proteinler (Zeng ve ark. 2019, Riguero
ve ark. 2020), DNA (Huberman ve ark. 2021) ve RNA (Hovhanasiyan ve ark. 2021,
Busby ve ark. 2020) oldugu kromatografide meydana gelir. Sabit faz,
makromolekiillerden ligandlar1 kabul edebilen bir metal-kompleks baglanma bdlgesine
sahip olacak sekilde modifiye edilmistir. Bilesikler ve duragan faz arasindaki daha
giiclii bir etkilesim alikonma siiresini arttirirken, daha zayif bir etkilesim alikonma
siiresini azaltir. Hi¢ afinite etkilesimi olmayan bilesikler bulmak neredeyse imkansizdir.
Sabit fazdaki fonksiyonel gruplar ve ayrilan bilesikler ¢ok farkli polaritelere sahip
olsalar ve hi¢bir fonksiyonel grup etkilesimi olmasa da, London kuvvetleri her zaman
vardir. Her molekiil, farkli fonksiyonel gruplari, atom numaralart ve 3D yapilar
nedeniyle farkli sekilde etkilesime girer. Bu fark, analog (Moravca ve ark. 2018) ve
homolog bilesiklerin (Wang ve ark. 2015, Cong ve ark. 2020) ayrilmasini saglar.
Afinite kromatografisi, biyomakro molekiillerin ayrilmasinda yaygin olarak kullanilir.
Ayrica, ters faz kromatografisi (RPC) ve hidrofilik etkilesim sivi kromatografisi
(HILIC), afiniteye dayali ayirmanin hidrofobiklik ve hidrofiliklige dayali etkilesimlerin
bir sonucu olarak meydana geldigi daha kiigiik organik bilesiklerin ayrilmasi igin
yaygindir. Yalnizca elektrostatik ayirmaya dayanan ayirma modu, katyonik tiirler ve
anyonik tiirler arasinda kulobik kuvvetlerin olusmasini gerektirir. Duragan parcaciklar,
fonksiyonel gruplarin tipine ve deneysel kosullara bagli olarak katyon veya anyon
olarak iglev gorebilir. Sekil 1.1B'de 6rneklendigi gibi, elektrostatik kuvvetler yoluyla
duragan katyona (siyah) baglanan mavi renkli anyon, daha gii¢lii bir etkilesim nedeniyle
analitler (kirmizi) ile degistirilir (Rusli ve ark. 2022). Bu siire¢ bir iyon degistirme
mekanizmasidir. Ne yiikli ne de negatif yiiklii olan yesil renkli bilesik, yesil renkli
bilesik ile duragan katyon arasinda hig¢bir kulombik etkilesim meydana gelmediginden,
kolondan tutulmadan ayrilir. Ayni ilke, anyonik duragan fazlar kullanilarak katyonik
bilesiklerin ayrilmasi i¢in de gegerlidir. Molekiillerin daha biiyiik bir yiik yogunlugu,
daha uzun bir tutunma siiresi ile sonuglanan daha giiclii bir elektrostatik kuvvet
tiretecektir. Bu tiir elektrostatik kuvvetler, iyon degisim kromatografisi (IEC) veya iyon
kromatografisi (IC) sistemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Sabit fazin ve analitin
yiikii, ayirmanin gergeklestirilebilmesi i¢in mobil faz sisteminin pH"1 veya bilesimi
ayarlanarak degistirilebilir. pH degeri, zayif asit veya zayif baz olan molekiilleri etkiler.
Yeni gecici molekiiller veya 3D konformasyondaki degisiklikler, mobil fazin
degisikliklerinden kaynaklanabilir. Bir mobil faz sisteminde degisebilen degiskenler

tampon konsantrasyonu, tampon tipi ve kompleks olusturan liganddir. Ornek numune
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tiirleri, kiiglik iyonlar (Guo ve ark. 2016, Amran ve ark. 2020) ve makromolekiillerdir

(Zhang ve ark. 2014)

Boyut farkina dayali ayirma, daha ¢ok boyut diglama kromatografisi (SEC)
veya jel gecirgenlik kromatografisi (GPC) olarak bilinir. Bu tip kromatografide, analitin
sabit partikiil gozeneklerinde hapsolma olasiligina gore bilesikler ayrilir. Genellikle,
daha kiiciik boyutlu analit, sabit gézeneklerde daha uzun siire tutulur, boylece Sekil
1C'de gosterildigi gibi, daha biiyiik bilesiklere kiyasla tutma siiresi artar. Genellikle bu
sistem, proteinler (Bouvier ve ark. 2014, Sathitnaitham ve ark. 2021), karbonhidratlar
(Perez ve ark 2018) yiizey aktif maddeler (Kothencz ve ark. 2018) ve polimerler (Janco
ve ark. 2018) gibi molekiil kiitlesi 2000 ile 20.000.000 amu arasinda olan biiyiik
bilesikleri ayirmak i¢in kullanilir. Yukaridaki ayirma modlarindan iki veya {igiiniin
birlestirilmesi, yalnizca bir ayirma modunun uygulanmasina kiyasla daha etkili bilesik
ayirma ile sonuglanabilir. Ornegin, kiral kromatografi, boyut dislama ve afiniteye dayali
ayirma ilkelerini birlestirir. Proteinleri ve DNA'y1 ayirmak i¢in yaygin olarak kullanilan
elektrokromatografi (EC) (Huang ve ark. 2021, Ji ve ark. 2021), boyut ve elektrostatik
ayirma ilkelerini birlestirir. EC'de ayirma, bilesiklerin yiikk yogunlugunun oranina
dayanir. Daha biiylik yiikk yogunluklu bilesikler, diisiik olanlardan daha hizli ayrisir.
Karma mod kromatografisi (MMC) (Wang ark. 2021, Qiao ve ark. 2014, Aral ve
ark.2015) 6zellikle mobil fazda dlgiim kosullarina bagli olarak en az iki tip kromatografi
icin kullanilabilen bir sistemdir. Cok siitunlu kromatograti (MCC), yukaridaki ii¢
ayirma ilkesinin bir kombinasyonunu kullanarak bilesikleri karmasik matrislerden

ayirmak i¢in kullanilir.

Tablo 1.1°de, son 10 yilda gelistirilen kromatografi tiirlerinin birkag
ornegini 6zetlemektedir. Gelistirilen duragan fazlarin ¢ogu silika ve organik polimerlere
dayanmaktadir. Analiz edilen numuneler ayrica basit iyonlardan yiiksiiz
makromolekiillere, polardan polar olmayan molekiillere ve su bazlidan organik bazli
solventlere kadar genis bir yelpazededir. Cesitli izomerler (fonksiyonel grup, optik ve
yapisal izomerler) veya molekiil tirevleri, uygun bir sivi kromatografik sistem

kullanilarak ayrilabilir ( Rusli ve ark. 2022 )

Tablo ayrica ¢ogu mobil faz tiiriiniin su, asetonitril ve metanol oldugunu

gostermektedir.



Tablo 1. 1 Sivi kromatografisi tiirleri, ayirma ilkeleri ve sivi kromatografisi alanindaki yeni geligmeler.

(Handajaya ve ark 2022)
Sivi
Kromatografi Ayirma Sabit faz Analit Hareketli faz
Modu ilkesi
Oktadesil akrilat ve 2- PAHs metanol
vinil-4,6-diamino-1,3,5-
triazin ile modifiye edilmis
silika (Mallik ve ark.
2018).
Oktadesil akrilat ve N- PAH'lar ve Metanol ve su
Ters fazh Afinite metilmaleimid ile modifiye tokoferoller karigimu
Kromatografi edilmis silika (Mallik ve
ark.2013)
N-Boc-fenilalanin ve fitohormonlar Fosfat karigimi
sikloheksilamin ile tampon ve
modifiye edilmis silika asetonitril
(Aral ve ark. 2013)
Zr¢04(OH)4MOF ile PAH'lar ve Metanol ve su
modifiye edilmig Afinite 2- aromatikler karigimi
amino-tereftalik asit veya bilesikler
4,4-bifenil-dikarboksilik
asit (Zhao ve ark.2018)
Iyonik Silika ile modifiye edilmis ~ Toluen karigim, su ve asetonitril
(2-(metakriloiloksi)- formamid, karigimi
etil)dimetil- dimetilformamid,
(3-siilfopropil)amonyum ve tiyolire
hidroksit veya 2-
metakriloiloksietil
Fosforilkolin
(Li ve ark.2020)
Afinite cokyiizlii oligomerik niikleositler, asetonitril ve
silseskioksan ve akrilamid organik amonyum
Hidrofilik tirevleri ile modifiye asitler ve - format ¢6zeltisi
etkilesim s1vi edilmis amino silika agonistler karigimi

kromatografisi
Afinite

Afinite

iyonik ve

afinite

iyonik ve
afinite

Karisik mod
kromatografi

iyonik ve
afinite

(Bo ve ark. 2020)
EGDMA ve maltoz ile
modifiye edilmis silika

(Chu ve ark. 2018)
Vinil silseskioksan ve
ditiyotreitol ile modifiye
edilmis silika

(Lin ve ark. 2020)

Silika ile modifiye edilmis
pirazindikarboksilik
anhidrat

(Jin ve ark. 2021)

2-metakriloiloksietil
Fosforilkolin ile modifiye
edilmis Silika
(Xiong ve ark. 2018)

Oktadesil ile modifiye
edilmis silika ve diol
gruplar1 (Wang ve ark.
2015)

niikleobazlar ve
niikleotidler

Oligosakkaritler,
alkaloid ve
organik
asit gruplar1

Protein ve lizozim

aristolosik asit ve
tiirevler

su ve asetonitril
karisimi

asetonitril ve
amonyum
format ¢6zeltisi
karisimi

Asetonitril
karisimu,
amonyum format
gézijm, KH2PO4
¢oOzelti, NaCl
¢Ozeltisi

Formik asit
ve asetonitril
karisimi



iyonik ve Glutatyon ile modifiye protein formik
afinite edilmis silika asit, asetonitril, Su
(Shen ve ark. 2013) karigim
iyonik ve poli(12-metakriloil Aromatik keton, asetonitril ve
afinite dodesilfosfatidik asit-ko- fenol ve tiirevleri, amonyum
etilen kiigiik organik format ¢ozeltisi
glikol dimetakrilat) bilesikler karigimi
Karnsik mod_ (Peng ve ark. 2016)
kromatografi afinite Oktadesil ve karbon noktalari PAH'lar, metanol, asetonitril,
ile modifiye edilmis amino niikleositler ve amonyum asetat
silika niikleobazlar gozeltisi ve su
(Wu ve ark. 2021) karigimi
iyonik ve 2-Merkapto-1-metilimidazol Protein NaOH ¢ozeltisi
afinit ile modifiye edilmis agaroz
(Lu ve ark. 2017)
iyonik ve Ligand kompleksi ile Histidin i¢eren Tris tamponu,
afinit modifiye edilmis sefaroz protein sodyum kloriir ve
. (Riguero ve ark. 2020) imidazol karigimi
Afinite iyonik ve  N-metilimidazolyum iyonik Protein Asetonitril,
kromatografisi afinit sivi ile modifiye edilmis silika trifloroasetik asit
Bai ve ark. 2018) karigimu,
NaClO4 ¢ozeltisi,
KH2PO4 ¢ozeltisi
ve NaCl ¢ozeltisi
iyonik ve Glutaraldehit ile modifiye Protein Fosfat tamponu
afinit edilmis amino silika
(Hou ve ark. 2021)
Iyonik Kitosan ve Cr(111) ve Cr(V1) Cr(I1) igin nitrik
setiltrimetilamonyum bromiir ¢ozeltisi asit ¢ozeltisi ve
(CTAB) ile modifiye edilmis Cr(VI) igin
bentonit (Amran ve ark. 2020) amonyak ¢ozeltisi
iyonik Iyonik Poli(amidoamin) ile modifiye Nitrat, siilfatlar, NaOH ¢ozeltisi
. edilmis polistiren-metakrilat bromiir vb. gibi
kromatografi tiirevleri kiiglik anyonlar.
(Guo ve ark. 2017)
Boyut ve 3-kloro-4-metilfenilkarbamat Paroksetin Siiper kritik CO2,
afinite ile modifiye edilmis hidrokloriir gruplari metanol ve
polisakkarit amonyum asetat
(Qiu ve ark. 2021) cozeltisinden olusan
Kiral karisim
Ira . Afinite Izopropilkarbamat metiyonin gruplari ~ Metanol, asetonitril,
kromatografi siklofruktan 6 gruplart asetik asit ve
(Hrobo™nova ve ark. 2015) trietilamin karigimi
Boyut 3,30-fenil-1,10-binaftil-18- Amino asitler ve Perklorik asit
tag-6-eter ile modifiye edilmis peptitler ¢ozeltisi, asetonitril
silika ve metanol karigimi
(Kawamura ve ar. 2020)
Afinite Kitosan ile kaplanmig benzoin Mixed of water and

poli(stiren-divinilbenzen)
(Cong ve ark. 2020)

acetonitrile

Mobil faz se¢imi uygulanacak sivi kromatografisinin tipine baglidir. Teorik
olarak kullanilabilecek mobil fazlarin kombinasyonu sinirsizdir. Sabit ve mobil faz
arasindaki uyumluluk asamasi dikkatlice diistiniilmelidir. Mobil faz karisimi birbiriyle
tamamen karigabilir olmalidir. Hareketli faz, duragan faza zarar vermemeli veya

¢6zmemelidir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Karma Mod Kromotografisi (Mixed Mode Chromatography, MMC)

S1v1 kromotografisi, analiz, tibbi kimya, tarim, gida kimyasi ve biyoanaliz gibi
cesitli ayirma biliminde ki uygulamalarla diinyanin en ¢ok gelisen alanlarindan biridir.
Bu aragtirma kimyasal bilesiklerin etkili ve iyi bir ayirimi i¢in gereken uygun kosullari
belirlemeyi amaclamaktadir. Ayirma siirecinde optimum kroatografik kosullarin
sartlarin segilmesinde, uygun sivi kromatografi modu ve mobil faz ozelliklerinin
aragtirtlmas1 (pH, organik degistiricinin tliri, mobil faz katkisi vb.) birincil 6neme

sahiptir (Taraji ve ark. 2018)

Kromatografik alikonma siirecleri: normal faz, ters faz, iyon degisimi,
hidrofobik etkilesim, hidrofilik etkilesim ve metal koordinasyon kromatografisi gibi
bir¢ok tiire ayrilabilir. Bu kromatografik yontemler tek modlu kromatografi olarak
bilinir, ¢iinkii ayrilan maddeler tek bir tutma mekanizmasima bagli olarak ayrilir.
Ornegin ters faz kromotografik analiz sirasinda polaritesi yiiksek (veya yiiklii)
bilesiklerin analizinde sorunlarla karsilagilabilir. Hidrofilik etkilesim kromatografisi
(HILIC) polar bilesiklerin analizi i¢in tasarlanmigtir; fakat yiiksek miktarda kullanilan
organik ¢oziicli, diisiik ¢oziiniirliik, alikonmay1 etkileyen numune matrisi ve kontrol
edilebilen hidrofobik analitlerin miktar1 gibi bir dizi zorlukla karsilasilir. Iyon degisim
kromatografisi yiiklii molekiiller icin kullanilabilir, ancak notr analitler ig¢in
kullanilamaz. Bu nedenle bazi sorunlari ¢6zmek i¢in diger mekanizmalarin her biri ile

iligkili olan karma mod kromatografi (MMC) kullanilabilir (Taylor ve ark. 2014).

Karma mod kromatografisi (MMC), ¢oziinen madde ile sabit faz arasinda bir
veya daha fazla etkilesim tiirii ile kromatografik ayrimin gergeklesmesini igeren bir
kromatografi tiiriidiir. Karma mod kromotografisi tek modlu kromotografiye nazaran
ayni anda sabit faz tizerinde hidrofobik ve iyonik gruplar gibi farkli fonksiyonel
gruplara sahip maddelerin hareketine olanak tanir (Zhang, 2016). Karma mod
kromatografisi yeni bir teknik degildir. Birgok kromatografik matrisler, seliiloz, agaroz,
poliakrilamid veya silika jel yiizeylerinde belirli etkilesimler saglayacak sekilde
modifiye edilmistir. Cozlinen 6rneklerde biyolojik olarak yaygin bulunan niikleik
asitler, peptitler, proteinler ve amino asit gibi ¢ok sayida farkli fonskiyonel gruba sahip
maddeler ise karma mod kromatografisinde tek modlu kromotografiye gore farkli bir

davranis sergileyecektir (Wan, 2021).



Son zamanlarda, farmasdtik ve biyofarmasotik uygulamalarda verimi, segiciligi
ve gesitli bilesiklerin yeterli tutulmasi -6zellikle polar ve yiiklii molekiiller- sebebiyle
MMC’e olan ilgi geleneksel kromatografiye alternatif veya tamamlayici bir teknik (ters
faz, iyon degisimive normal faz) olarak artis gostermektedir. Segicilik, daha iyi tutma ve
ayirma Ozelliklerini artirmak igin ¢esitli karma modlu sabit fazlar tasarlanmis ve
sentezlenmistir. Buna ek olarak, karma modlu sabit fazin cesitliligi analit yapisinin
cesitliligine ve Ozelliklerine baglhidir. Biyolojik aktif maddelerin daha iyi ayrilmasi ve

saflagtirilmasi i¢in gelecekte karma mod uygulamlarinin artmasi beklenen bir durumdur.

2.2 Karisik mod kromatografisinin mekanizmalari
2.2.1.Sabit fazlar ile ilgili mekanizmalar

2.2.1.1. Kimya tasarimina gore duragan fazlarin siniflandirilmasi
MMC'lerde, ¢esitli sabit tiirler kullanilarak farkli mekanizmalar igeren
asamalarla sabit fazlar hazirlanmistir. Calisma tasarimina gore, karma mod duragan

fazlar dort kategoriye ayrilabilir (Taylor ve ark. 2014, Zhang, 2016).

Tip 1: Sabit faz ve pargaciklari (her biri tek bir kimyaya sahip) tek bir sutun
igerisinde iki tip fazi birlestirerek karma modlu sabit faz olusturulur (Sekil 2.1). Ancak,
bu yaklasimin en biiylik dezavantajlari, duragan fazlarin homojen olmamasi ve tekrar

edilebilirliginin diisiik olmasi.

o0 4
® @ ) &
® O
® &
@ e
- e O Silika jel Silika jel Silika jel
Tipl - Tip2 Tip 3 Tip 4
Kansik boncuklar Karnsik ligandlar Tek ligandlar Tek ligandlar
( gomiilii) (uclu)
® L
iyon degisimi Sabit faz

Sekil 2. 1 Kimya tasarimlarina gore siiflandirilan karma modlu duragan fazlar tiirleri

(Liu, 2010).



Tip 2: Sabit fazin ylizeyi, farkli bir kimyasal ligand karigimi ile degistirilir. Bu
ikinci nesil bir yaklagimdir, ancak dezavantajlar1 Tip 1'e benzer. Bu nedenle, Tip 1 ve 2

yaygin olarak kullanilmaz, ¢iinkii performanslar1 sinirlidir

Tip 3 ve 4: Gomiilii (Tip 3) ve serbest ligandlar (Tip 4) ig¢lincii nesil karma
modlu sabit fazlardir ve bunlarin tekrarlanabilirli§i ve homojenligi fazladir. Ligandin
gomiilii oldugu sabit fazlarda fonksiyonel gruplar (polar veya iyonik gruplar) gézenek
yilizeyine yakindir ve ligandlarin hidrofobik kisimlart mobil faza uzanir. Buna karsilik,
ucta serbest ligandlarin oldugu sabit fazlarda zincir uglarinda fonksiyonel gruplar
bulunur ( Ngoc-Van, 2022).

2.2.2. MMC'de Ayirma Modlarinin Kombinasyonlari

2.2.2.1. Ters Fazh iyon Degisimi Sabit Sazlar (RP-1EX)

Biyolojik olarak aktif molekiiller, dogal iiriinler ve ila¢c gibi polar bilesikler
birden fazla fonksiyonel grup igeren metabolitler, viicutta zayif bir sekilde tutulma
egilimindedir. Bunlarin ters faz ayrimi iyi degildir. Hidrofobik kombinasyonu ile karisik
modlu sabit fazlar iyon degisim mekanizmalarini, hem hidrofobik hem de polar
bilesiklerin tutulmasini ve segiciligini iyilestirilir (Wan, 2021). Buna ek olarak,
MMC'de sabit fazlar esas olarak peptitler, niikleotitler, temel ilaglar ve bunlarin
metabolitlerini ayirmada kullanilir. Sabit fazin tizerindeki ligandlar su kisimlardan
olusur: hidrofobik kisim (alkil zincirleri veya aromatik hidrokarbonlar) ve hidrofobik
kismin sonunda, ortasinda veya yakiminda bulunan gémiilii iyonik kisim. Iyonik kismimn
yapisina bagli olarak dort iyon degisim modu siniflandirilabilir : kuaterner aminler
giiclii katyon degisim gruplari (SCX) olarak kullanilir; birincil, ikincil veya lgiinciil
aminler zayif katyon degisim gruplar1 (WCX) olarak kullanilir; stilfonik asitler giiclii
anyon degisimi gruplar olarak kullanilir (SAX); ve karboksil gruplari, zayif anyon
degisim gruplari olarak kullanilir (WAX) (Sekil 2.1) (Eric ve ark. 2011). Karma mod
sabit fazin analitleri tutma mekanizmasi, hidrofobik ve zit yiikli iki degerlikli bir
kompleksin olusumu iizerinden ilerler. Ayrica, aymi yiiklii fonksiyonel gruplar ile
birbirini itme sonucu olusan iyonik etkilesimler karma mod sabit fazlarda analitin
tutunmasimi da etkiler. BoOylece ayirma giicli pH, iyonik gii¢, (tamponlarin ve
degistiricilerin konsantrasyonu dahil) ve ¢oziicii giicii gibi mobil faz parametreleri
ayarlanarak optimize edilebilir (Wan, 2021). Ornegin, belitli kosullar altinda C18/SAX
stitunu, asidik bilesiklerin elektrostatik ¢ekimi nedeniyle giiclii bir sekilde tutunmasina

neden olur. Ayrica, tutunma orani analitlerin alkil zincir uzunlugunun artmasiyla artar.
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Asidik bilesikler yiiksek oranda organik ¢oziicli iceren ve/veya yiiksek iyon kuvvetine
sahip mobil faz ile asidik kosullar kullanilarak nétr hale getirilip hidrofobik etkilesimler
zayiflatilarak eliie edilebilir. Notr bir pH ve diislik iyon kuvvetine sahip mobil fazlar
kullanildiginda ise peptitler ve alkaloidler gibi bilesiklerin sabit fazda tutunmasini
hidrofobik etkilesimler daha baskin bir sekilde etkiler (Lemasson ve ark. 2018).

Hidrofobik grup

" o003 =
Zavif anvon degisim gruplar

Hidrofobik grup

‘ Giiclii anyvon degisim gruplari (b)

Hidrofobik grup

(©

Giiclii katyon degisim gruplari

Hidrofobik grup

(d)

Zawvif katyvon degisim gruplari

Sekil 2. 2 Baz1 RP-IEX karma modlu duragan fazlarin yapilari: (a) RP-WCX, (b) RP-SCX, (c) RP-SAX
ve (d) RP-WAX (Eric ve ark. 2011).

Karma mod ters faz/iyon degisimi sabit faz alaninda RP/AX karma modlu, etilen
koprilii hibrit (BEH) organik/inorganik bazli Atlantis BEH C18 AX isimli sabit faz
yakin zamanda gelistirildi. C18 ara ylizeyine sahip (i¢iinciil alkilamin gruplariyla
birlikte 1,6 pmol/m2) BEH C18 AX, yiiksek oranda sulu mobil fazlar ile uyumludur.
BEH parcaciklart BEH C18 AX sabit faz icin kullanilir, ortalama 95 A gozenek capina
sahiptir ve %46 daha yiiksek yiizey alanina sahip oldugundan tutunmayi artirir. Ustelik,
hidrofilik anyon degisim grubu, pozitif yiizey yiikii olusturur, bu da pH 3,0-6,9
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tamponlarla kullanildiginda, daha genis bir pH araliginda negatif yiikli bilesiklerin daha
giicli tutulmasin1 saglar. BEH C18 AX’ in iist pH limiti daha genis bir pH araligina
sahip hareketli fazin kullanilmasma izin verir. Iyonize olabilen analitlerin RP
ayrimlarin1 yapabilmede hareketli fazin pH'mmin Kilit nokta oldugu kanitlanmistir
(Walther ve ark.2021, Kadlecova ve ark. 2021).

2.2.2.2. Hidrofilik iyon degisimi sabit fazlar (HILIC-1EX)

Hidrofilik ve iyon degisim gruplarinin kombinasyonu yiiklii polar bilesikleri
analiz etmek icin giliglii avantajlar sagladi. Karma fazli modun bu ¢ok yonlii ayirma
etkisi peptit analizi igin benzersiz segicilik ve daha yiiksek tutunma orani ile herhangi
bir tek modlu fazdan daha genis bir uygulama araligi saglar (Mant ve ark. 2008). Bu
kombinasyonun ana uygulamasi, proteinlerin ve peptitlerin ayrilmasidir. Bu modda,
polar bilesiklerin tutma mekanizmasi, mobil fazdaki asetonitril (ACN) gibi bir organik
¢Oziiclinlin yiizdesine baglidir. Bir hareketli fazin diisiik bir organik ¢oziicli ylizdesi
varsa, analit tutulmasina iyon degistirme mekanizmalar1 hakimdir. Asetonitril
yiizdesindeki bir artis, iyonik olanlardan daha fazla hidrofilik etkilesimi tesvik ettigi
goriiliir. Yiiksek asetonitril konsantrasyonunda, elektrostatik etkilesimler dnemli 6l¢iide
azalirken, analitin sabit faz tlizerinde tutunmasinda hidrofilik etkilesimler baskin
olmustur . Bo ve c¢aligma arkadaslari, niikleositleri ve B-agonistleri ayirmak igin iki
fonksiyonel monomerin karisim orani kontrol edilerek sentezlenen ayarlanabilir
secicilige sahip bir HILIC-IEX fazi hazirladi (Bo ve ark.2017). HILIC-IEX duragan
fazlar gelistirmek i¢in iyonik sivilarin kullanilmasi, elektrostatik, dipol-dipol ve m-m
etkilesimleri ve hidrojen bagi gibi ¢oklu etkilesimler icin bir ortam saglayabilir. Quiao
ve caligma arkadaslar1 niikleositleri ayirmak i¢in glukaminyum bazli iyonik sivilar
kullanarak yeni bir HILIC-SAX faz1 gelistirdi [18]. Mant ve ark (Mant ve ark. 2008),
hidrofilik katyon degisim kolonunun(HILIC-CEX) peptit analizi i¢in RP-LC'den daha
yiiksek bir ayirma verimine sahip oldugunu ve yiiksek yiiklii peptitlerin en iyi bu kolon
tarafindan tutundugunu kanitladi (Mant ve ark. 2008). Hartmann ve ark. (Hartmann ve
ark. 2003) Bir HILIC-CEX kolonu ve bir RP-LC kolonu kullanarak amfipatik a-sarmal
peptitleri ayirdi. Her iki sabit faz da yeterli bir verimlilik sundu ancak farkli segicilikler
sergiledi. HILIC-CEX kolonu ile, sicakligin peptit kolonlarinin ayrilmasi iizerinde RP-
LC kolonuna goére daha giiglii bir etkisi oldu. Bu sonuglar, HILIC-CEX fazinda
peptitlerin hem ¢oziiniirliigliniin hem de tutulmasinin sicakligin artmasiyla onemli

Olctide iyilestigini gosterdi (Hartmann ve ark. 2003).
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Sekil 2. 3 (a) diol, (b) amid ve (c¢) amin polar gruplar1 ile bazit RP-HILIC karisik mod duragan fazlarin

yapilar1 (Eric ve ark. 2017)

2.2.2.3. Diger Kombinasyonlar

Inkliizyon hidrofobik karistk mod: Ligandlar, analitler ile bir inkliizyon

kompleksi olusturan hidrofobik kisimlardan ve bosluklardan, kafeslerden veya

kriptatlardan olusur. Bu nedenle, bu modun ¢ok yonlii etkileri hem inkliizyon

komplekslesmesini hem de hidrofobik etkilesimleri saglamasidir. Bu kombinasyonun

temsili bir 6rnegi kat1 bir matris ilizerinde tutturulmus tac eter. Tag¢ eterin alt1 oksijen

atomu ile protonlanmis birincil aminin {i¢ hidrojen atomu arasinda ii¢lii bir hidrojen

bagi olusabilir. Bu nedenle, bu ligandlar tutmak ve ayirmak igin birincil aminler veya

diger protonlanmis molekiiller kullanilabilir. ilaveten, tac eter iizerindeki metilen ile

analitlerin alkil zinciri arasinda hidrofobik etkilesimler olusabilir, bu da analit

retansiyonunun iyilesmesine neden olur (Wan, 2021).

11



Dahil etme hidrofilik karisik mod: Bu modda ligandlar bir bosluk, kafes veya
kriptat ve bir polar gruptan olusur. Bu kromatografi isleminin bir 6rnegi tag¢ eterlerin
birincil aminlerle baglanmasidir. Birincil aminler ve ta¢ eter arasindaki hidrojen bagi,
polar bir organik ¢oziicii igeren hareketli faz ile giiglendirilebilir, bu da artan inkliizyon

etkilerine yol acar.

n-1 hidrofilik karisik mod: Ligandlar iki grubun birlestirilmesiyle tasarlanir: bir
n-elektron verici veya m-elektron alici grup ve bir polar grup. m-m etkilesimlerinde,
elektronca zengin = sistemi (m-elektron donorii), elektron eksikligi olan 7 sistemi veya
diger m-elektron alict gruplar ile elektrostatik etkilesimler yoluyla etkilesime girebilir.
Bu kromatografi isleminde, m elektronlarina sahip ligand gruplari, m elektronlarina sahip
analit gruplan ile n-n etkilesimi yapabilir ve ligandlarin polar kisimlari, dipol-dipol
etkilesimleri ve/veya hidrojen bagi yoluyla analitlerin polar kisimlariyla etkilesime
girebilir. Bu kombinasyonun ana uygulamasi, kiral bilesiklerin ayrilmasidir. Bu modun

bir 0rnegi Pirkle tipi kromatografi ligandlaridir (Pirkle ve ark 1989).

n-n iyon degisimi karma modu: Bu modda, duragan faz n-r etkilesimleri, dipol-
dipol etkilesimleri, van der Waals kuvvetleri ve elektrostatik etkilesimler yoluyla
analitlerle etkilesime girebilir. Bu kombinasyonun temsili bir 6rnegi, Lammerhofer M
ve Lindner W tarafindan gelistirilen kinakina alkaloid tiirevi sabit fazidir. Tiirevlerin
yapisina bagl olarak, bu sabit faz, anyon degisimi, katyon degisimi ve amfoterik kiral
kromatografi iyon degisimi gibi bir¢cok ayirma tiirii sergileyebilir. Bu nedenle, bu fazin
ana uygulamasi, kiral asitlerin, ¢cok ¢esitli polaritelere sahip iyonik kiral bilesiklerin ve
amino asitler ve kiiciik peptitler gibi amfoterik bilesiklerin ayrilmasidir. Ozellikle,
amfoterik iyon degisimi ayn1 zamanda ¢ok islevli sabit bir fazin bir 6rnegi olarak da
diisiiniilebilir ¢linkii bu ligand bir polar organik mobil fazin kosullar1 altinda kiral
ayirma i¢in li¢ iyon degisim modu sunabilir. Bu nedenle, kiral asit ayrimi i¢in anyon
degistirme modu, kiral amin ayirma i¢in katyon degistirme modu ve amfoterik bilegik

ayirma igin zwitter iyonik modu kullanilir (Limmerhofer ve ark. 1996).

Polimerik karisik mod: Birkac yeni polimerik MMC sorbenti, 6zellikle serum
albiiminleri ve immiinoglobulinler (IgG'ler) olmak iizere proteinlerin ayrilmasi i¢in 6zel
olarak tasarlanmistir. Heterosiklik bilesikler; bazi proteinler, albiiminler, ayrica
antikorlar ve monoklonal antikorlarla nispeten segici olarak etkilesime girme

kabiliyetine sahip olmalart ve alifatik ve aromatik bilesiklerle karsilastirildiginda
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spesifik aromatik/hidrofobik etkilesimleri sayesinde iyi bir ayirma &zelligine sahip

MMC ligandlari olarak essiz davranis gosterirler(Sykora ve ark. 2009).

Kilcal kanalli polimer (C-CP) fiber sabit fazlar: C-CP'nin benzersiz sekli onlara
yiiksek yiizey alani verir ve kolonlar halinde paketlendiginde, lifler kendiliginden
hizalanarak 1-5 um boyutunda paralel kanallara sahip monolit benzeri bir yap1 saglar.
Proteinlerin boyutuyla ilgili olarak, C-CP liflerinin yiizeyi gozeneksizdir ve bu da kiitle
transfer direncini 6nemli 6l¢iide azaltir. Boylece ayirma, ayirma verimliligi iizerinde
olumsuz bir etki olmaksizin yiikksek dogrusal hizlarda ve diisilk basinglarda
gerceklestirilebilir. Calisilan tiim C-CP sabit fazlarinin, bir BSA/hemoglobin/lizozim
karisimini yiikksek akis hizinda ve kabul edilebilir eliisyon 6zellikleriyle ayirabildigi
goriildi (Sykora ve ark. 2009).

2.3. Mobil fazlarin bilesimi ve karma mod kromatografi iizerindeki etkileri
2.3.1. Polar organik ¢oziiciiler

Karigik mod kromatografisinde kullanilan mobil faz genellikle bir polar organik
¢oziicli, su veya bir tampon igerir. Cozliciiniin asagidaki dort 6zelliginin analitlerin
tutulmas1 ve ayrilmasi tizerinde 6nemli etkileri vardir: ¢oziicli viskozitesi, dielektrik
sabiti, dipol momenti ve yiizey gerilimi. Coziicii viskozitesi, 6zellikle gradyan kosullar
kullanildiginda kromatografi siirecini gesitli sekillerde etkiler. ilk olarak, hareketli fazin
viskozitesindeki bir artig, basincin artmasinin baslica nedenidir. Ayrica, kolon
verimliligi, mobil fazin viskozitesinden etkilenir. Ornegin, karigik bir metanol ve su
coOzeltisi, saf metanolden daha yiiksek bir viskoziteye sahiptir. Sonug olarak, ¢oziinen
maddelerin difiizyon katsayisim1 azaltir ve yavas bir kiitle transferi sergileyerek kolon
veriminde bir azalmaya yol agar (Snyder ve ark. 1997). Dielektrik sabiti (¢) ve dipol
momenti () ¢oziiciiniin polar dogas1 karakterize eder. Daha yliksek € degerine sahip bir
¢oziicii genellikle ters fazli kromatografide daha zayif bir eluent olarak kabul edilirken
dipol momenti ¢oziicli polaritesi ile ilgilidir ve hidrofilik kromatografide analitler ve
ligandlar arasindaki etkilesimler iizerinde Onemli etkilere sahiptir. Son olarak, bir
¢oziiciiniin yiizey gerilimi analit ayrilmasini etkileyebilir. Daha yiiksek ylizey gerilimine
sahip bir mobil faz daha gii¢lii analit tutulmasina yol agabilir. Ek olarak, analitlerin
konsantrasyonunu 6l¢gmek i¢in bir UV-Vis dedektorii kullanildiginda ¢oziiciinin UV

dalga boyu kesme degeri de dikkate alinmalidir (Lee, 2011).

RP-IEX karisik mod kromatografisinde, giiclii eluotropik bilesenler olarak polar

organik coziicliler (metanol, asetonitril, etanol ve tetrahidrofuran gibi) kullanildi.
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Ayrica, organik ¢oziiciiler, kromatografi isleminde analitlerin tutulmasini ve eliisyonunu
kontrol edebilir, boylece analitlerin mobil fazdaki ¢oziiniirliigliniin artirmasini saglar.
Organik ¢oziicii konsantrasyonundaki bir artis, mobil fazin polaritesinin azalmasina
neden olur ve analitler ile ligandlar arasindaki hidrofobik etkilesimler azalir, bu da
alikonmada bir azalmaya neden olur. Eluotropik kuvvete gore ¢oziiciilerin sirasi su <
metanol < asetonitril < propanol < izopropanol < tetrahidrofuran seklindedir (Snyder ve
ark. 1997). En yaygin olarak kullanilan polar organik c¢oziiciiler metanol ve
asetonitrildir (ACN). Peptidleri ve proteinleri analiz etmek i¢in, metanol yerine
asetonitril tercih edilir, ¢linkii asetonitril ve sudan olusan karisik ¢ozelti, mitkemmel

kiitle transferine yol agan diisiik bir viskoziteye sahiptir.

HILIC-IEX kromatografisinde yaygin olarak organik ¢dziiciiler ve tamponlardan
olusan ikili bir karigim kullanilir. Organik ¢6ziicii konsantrasyonunda ki bir artis, mobil
fazin polaritesini azaltabilir, bu da analitler ve ligandlar arasindaki hidrofilik etkilesimin
giiclenmesine yol agar. Buna karsilik, organik ¢oziicii konsantrasyonunun azaltilmasi
hidrofilik etkilesimleri zayiflatabilir, iyonik etkilesimleri kolaylastirabilir ve bilesik
eliisyonuna yol agabilir. Boylece, organik ¢dziicii bir polarite degistiricisi olarak hareket
eder. En yaygm olarak kullanilan c¢oziiclilerden biri asetonitrildir (Wan, 2021).
Asetonitril, hidrojen bagi dondr kapasitesine sahip olmayan aprotik bir c¢oziicii
oldugundan, ligandlar i¢in analitlerle rekabet edemez. Hareketli faz yiliksek seviyede
asetonitril igeriyorsa, analitler polar etkilesimler yoluyla sabit fazlara adsorbe edilebilir
ve asetonitril icerigi azaltilarak emilebilirler. Bu nedenle, HILIC-IEX karma modunda
asetonitril, analitlerin tutulmasi ve ayrilmasi iizerinde dnemli bir etkiye sahiptir. Yiiksek
asetonitril seviyelerinde (%90'a kadar, v/v), hidrofilik etkilesimler elektrostatik
etkilesimlere hakim olabilir ve bu, analit tutulmasini etkileyen ana faktor haline
gelebilir. Ayrica, karisik mod duragan faza giiclii bir sekilde baglanan ve hidrofobik
etkilesimlerden onemli 6l¢iide etkilenen proteinleri ayristirmak ig¢in, organik ¢oziicli
icerigini artirarak hareketli fazin polaritesini azaltmak, tuz konsantrasyonunu azaltmak

yerine siddetli bir eliisyon yontemi olarak kullanilabilir.

2.3.2. Tamponlar ve pH
Karisik mod kromatografisinde, pH'1 hemen hemen sabit bir degerde tutmak

veya pH degerini ayarlamak igin genellikle mobil faza tamponlar eklenir. Istenilen pH

14



araligina bagl olarak tampon sistemleri segilebilir. Tampon sistemler bilesenlerine gore

iki kategoriye ayrilir.

Tip 1: Bir tampon sistemi, zayif bir asit ve onun eslenik bazindan veya zayif bir
baz ve asit asetik/sodyum asetat ya da amonyum kloriir gibi onun eslenik asidinden
olusur. Ornegin, anyon degisimli karisik mod kromatografisinde asetat tamponlari
kullanildiginda, CH3COO— pozitif yliklii ligandlara baglanarak iyon degisim slirecine
katilabilir. Bu nedenle, ligandlarla ayn1 yiike sahip tampon iyonlarina sahip bir tampon
sistemi, iyon degistirme mekanizmalarini iceren karigik mod kromatografisi igin
idealdir. Bir anyon degistirme mekanizmas1 (pozitif yiikli ligandlara sahip)
kullanilirken pozitif yiikli iyonlar igeren tamponlarm ve katyon degistirme

mekanizmasi i¢in negatif yiiklii iyonlar iceren tamponlarin tercih edilmesi onerilir.

Tip 2: Bu tampon sistemi, hem anyon degistirme hem de katyon degistirme
kromatografisinde kullanilabilen bir organik amin veya amfoterik bilesik icerir. Boyle
bir tampon sisteminin O6rnekleri, N-2-hidroksietilpiperazin-N-2'-2-etansiilfonik asit
(HEPES) ve N,N-dihidroksietilglisindir (BICINE).

Mobil faz pH", analitlerin yiikli 06zelliklerini ve ligandlarin dogasini
etkileyebilir; bu nedenle, hedef bilesiklerin adsorpsiyonunu ve eliisyonunu tesvik etmek
i¢in kullanilabilir (Lee, 2011). Mobil faz i¢in uygun bir pH degeri segmek icin belirli
kurallar gegerlidir. Oncelikle ideal pH, analitlerin pKa'sina ve ligandlarm iyonik
gruplarina gore segilmelidir. Ornegin, amin gruplarina sahip bir hedef bilesik, pH degeri
pKa'sindan daha diisiik oldugunda pozitif olarak yiiklenecek ve boylece katyon degisim
ligandlar1 tarafindan adsorpsiyona neden olacaktir. Genel olarak, adsorpsiyon islemi
icin, pH analitleri sarj edecek ve analitler ile zit yiiklii ligandlar arasindaki elektrostatik
etkilesimleri kolaylastiracak sekilde segilmelidir. Bu nedenle, adsorpsiyon bir katyon
degisim ligandinda gerceklestirildiginde pH, analitlerin pKa degerinden yaklasik 1-2 pH
birimi daha diisiik olmali, anyon degisim ligandinda gerceklestiginde ise pH, ligandlarin
tizerindeki birimlerin pKa'sindan yaklasik 1-2 pH daha yiiksek olmalidir. Buna karsilik,
elisyon islemi i¢in pH, hedef bilesikler ve ligandlar arasindaki etkilesimi yiik itme
yoluyla zayiflatacak veya bozacak sekilde ayarlanmalidir. Ikinci olarak, hareketli fazin
pH'1, sabit fazin kararlilik araligi i¢cinde olmalidir. Son olarak, protein analizi i¢in
proteinlerin stabil oldugu ve biyolojik aktivitelerini korudugu bir pH degeri se¢mek

gereklidir (Wan, 2021).
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Iyon degistirme mekanizmalarini iceren karma modlu kromatografide, zayif
asidik ve bazik ligandlarin yiikli 6zellikleri pH degerinden 6nemli Ol¢iide etkilenebilir.
Ornegin, hareketli fazin pH" ligandin pKa'sindan daha yiiksek oldugunda karma mod
duragan faz zayif bazik gruplar igeriyorsa, ligand notr olarak yiiklenir ve hidrofobikligi
artar. Buna zit olarak, ligand pozitif yiiklii ve pH ligandin pKa'sindan diisiik oldugunda
yiiksek bir hidrofiliklige sahiptir. Eliisyon asamasinda, ¢oziicii polaritesindeki degisiklik
ve iyonik kuvvetteki degisiklik, ayirma verimliliginde hicbir gelisme saglamadiginda,
daha yiliksek bir aymrma seciciligi elde etmek i¢in pH gradyan degisiklikleri
kullanilabilir. pH degistirilerek analitler ve ligandlar ayni yiike sahip olabilir; bu
nedenle, analitler yiik itme ile ayristirilabilir. Ornegin, Hostein ve ark. (Holstein ve ark.
2012), pl'leri (proteinin izoelektrik noktasi) sirasiyla 4.5, 5.1 ve 4.5 olan a-Laktalbiimin,
B-laktoglobulin A ve tripsin inhibitorii, pH 3.8 ila 8.0 dogrusal bir pH gradyani
kullandilar.

Ornegin, Hostein ve ark.(Holstein ve ark. 2012), pl'leri (proteinin izoelektrik
noktasi) sirasiyla 4.5, 5.1 ve 4.5 olan a-Laktalbiimin, B-laktoglobulin A ve tripsin
inhibitorii, pH 3.8 ila 8.0 (0.05 pH birim/dakika) dogrusal bir pH gradyani kullanilarak
cok modlu katyon degistirici Capto MMC'de ayrildi. Mobil fazin pH degeri
pl'lerinkinden daha yiiksek oldugunda, bu proteinler ligandlarda oldugu gibi negatif
olarak yiiklendi ve elektrostatik itme ile ayristirildi. pH degeri pl'lerden ne kadar
uzaksa, bu proteinler o kadar negatif yiikliidiir ve bu da daha giiclii hidrofilikliklerine
yol acar. Daha s1g bir gradyanm (0,05 pH birim/dk ila 0,01 pH birim/dk) tepe
noktalarmin  keskinligini  azalttifi ancak protein ¢Oziiniirligiinii 1yilestirdigi

gbzlemlendi.

2.3.3. Tuzlar

MMC'lerde, iyonik giiglerini ayarlamak icin genellikle mobil faza tuzlar eklenir.
Sodyum kloriir genellikle iyon degistirme modunda kullanilirken, hidrofilik modda
organik c¢oziciilerde (sodyum perklorat ve amonyum perklorat gibi) daha yiiksek
¢Oziinilirliige sahip tuzlar tercih edilir. Hidrofobik modda, tuzlar tuzlama ve tuzlamama
gibi iki kategoriye ayrilir: Sodyum siilfat, amonyum siilfat ve potasyum siilfat gibi
tuzlama tuzlari, proteinleri stabilize etmek ve proteinler ile ligandlar arasindaki
hidrofobik etkilesimleri desteklemek i¢in kullanilabilir. Buna karsilik, kalsiyum klortir,

magnezyum kloriir ve c¢inko nitrat gibi tuzlama tuzlari, proteinlerin sudaki
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¢Oziiniirliiglinli artirabilir ve protein denatiirasyonunu ve agilmasini tesvik edebilir

(Kang ve ark.2020).

Mobil fazin iyonik kuvveti, hem iyon degisimi hem de hidrofobik modlarda
analitlerin tutulmas1 ve eliisyonu iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Iyon degistirme
mekanizmalarini iceren karma mod kromatografisinde, iyon kuvvetindeki artis, analitler
ve ligandin yiikli gruplan arasindaki elektrostatik etkilesimi baskilayabildiginden,
ligandlar iizerindeki analitin baglanmasimin zayiflamasina ve dolayisiyla analit
retansiyonunda veya eliisyonunda bir azalmaya neden olur (Lee, 2011). Ayrica,
hidrofobik modda, mobil fazin iyon Kuvvetindeki artis, ligandlarin hidrofobik baglanma
becerisinin giiclenmesine neden olarak, analitlerin daha gii¢lii tutunmasina yol agabilir.
Hidrofobik-karma modlu duragan fazlar tipik olarak protein ayrimi igin kullanilir. Bu
modda, proteinler yiikksek tuz konsantrasyonlarinda adsorbe edilir ve diisik tuz
konsantrasyonlarinda ayrilirlar. Bu nedenle, proteinlerin ayrilmasinda mobil fazdaki tuz

konsantrasyonunun azaltilmast uygun eliisyon kosullarini saglamada kullanilabilir

(Wan, 2021).

2.3.4. Diger Katki Maddeleri

Protein ayrimi igin, proteinler pH degistirilerek veya mobil fazin polaritesi veya
iyon kuvveti azaltilarak kolaylikla ayrilabilirler. Bununla birlikte, proteinler liganda
sikica baglandiginda, eliisyon adimi sirasinda proteinin geri kazanimi ve biyolojik
aktivitesi diigebilir. Bu nedenle, polaritesini azaltmak icin genellikle mobil faza katki
maddeleri eklenir, bu da ligandlarin hidrofobik kisimlarina protein baglanmasinin
zayiflamasia neden olur ve gelismis bir protein geri kazanimina yol agar. Yaygin

olarak kullanilan katki maddelerinden bazilar1 ve islevleri Tablo 2.1'de listelenmistir.

2.4. Kanisik Modlu Sabit Fazlarin Farmasotik Analiz Uygulamasi
2.4.1. Ilaclar ve ilaclardaki Safsizhiklar

%350 hidrofobik C18 faz1 ve %50 giiclii katyon degistiriciden olusan sabit bir
faza sahip karma modlu bir kolon, iyonik ve hidrofobik analitlerin ayn1 anda analizine
izin verir (Bergqvistve ark. 200). Ila¢ incelenmesi igin hareketli faz pH'ina bagli olarak
iyonlasan asetaminofen ve ilgili safsizliklari, genellikle organik yiikli bilesikler igin bir
teknik olan iyon ¢ifti kromatografisi kullanilarak ayrilir. Sayisiz avantajlarina ragmen,
cok sayida karsi iyonun kolonun duragan fazi {izerindeki asindirict etkisi, iyon cifti

kromatografisinin pratik bir dezavantajidir.
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Tablo 2. 1 Karigik mod kromatografi isleminde yaygin olarak kullanilan katki maddeleri.

Katki maddesi

Fonksiyonu

Mekanizma

Referans

Magnezyum kloriir

Etilen glikol

Gliserol

UI’G

Arginin

Kaprilik asit

Proteinlerin geri
kazaniminin
iyilestirilmesi ve
biyolojik aktivitesinin
stirdiiriilmesi
Hidrofobik
etkilesimlerin

azaltilmasi

Stabilize edici

proteinler

Hidrofobik ve hidrojen
bag: etkilesimlerini
etkiler Elektrostatik

etkilesimlerde hafif bir

azalmaya neden olur

Hidrofobik ve
elektrostatik
etkilesimleri ve
hidrojen bagini

azaltmak

Proteinlerin
tutulmasinda biiylik

bir diislise neden olur

Protein ¢6ziinmesini

tesvik etmek

Elektrostatik
etkilesimlerde hafif

bir artisa neden olur

Protein agilmasini
inhibe etme
Proteinlerin

hidrofobik yiizey
bolgeleriyle

etkilesime girme

Proteinlerin polar yan

zinciri ve omurgast
ile etkilesime girme
Proteinlerin
solvasyonunu

degistirme

Proteinlerin polar yan

zinciri ve aromatik

kisimlari ile etkilesim

Ayn1 zamanda
proteinlerin karisik
mod ligandlarina
baglanma bolgesi
olan bolgeye

baglanma

(Durkee ve ark. 1993)

(Hou ve ark. 2011)

(Vagenende ve ark.
2009)

(Zheng ve ark. 2016)

(Hirano ve ark. 2019)

(Holstein ve ark.
2012)

Sonu¢ olarak, karistk modlu duragan fazlar, iyon c¢ifti kromatografisinin

siirlamalarinin tistesinden gelebilir ve pratik kisitlamalar olmaksizin iyonik ve notr

organik molekiillerin ayn1 anda ayrilmasina izin verebilir (Calinescu ve ark.2012).
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Tablo 2. 2 Ilag ve safsizlikta karisik mod sabit fazlarn uygulanmasi.

ilaclar
Bilesikler Mekanizmalar Refarans
Atovaquone, proguanil ve iki ana %350 C18 faz1 ve %50 giiglii katyon (Bergqvist ve
metaboliti degistirici ark.200)
Naproksen sodyum ve adenin CAD dedektorlii Trinity P1 sabit fazi (Zhang ve ark.
hidrokloriir Hemifumarat tuzu 2010)
formunda ac¢iklanmayan bir ilag
Imidazol, pirazol, piridin, piridazin, Ters faz ve iyon degisim ozellikleri (Abdighahroudi
piperidin ve ark.2020)
Etidronat disodyum [(1- CAD dedektorlii Primesep SB kolonu (Liu ve ark.
hidroksietiliden) (anyon degisim ters faz kolonu) 2008)
bifosfonat]
Flurbiprofen, flufenamik asit, C18-DTT sabit faz (dithiothreitol silika (Wang ve ark.
mefenamik asit, ibuprofen, loxoprofen, (Si02) 2016)

ketoprofen, carprofen, indoprofen
sulindac
metoprolol, salisilik asit, asetilsalisilik
asit, propranolol, betametazon,
imipramin, klotrimazol, tioridazin,

indometasin flurbiprofen

Tablo 2.2’nin devami

Ters fazli sivi kromatografisi/hidrofilik
etkilesim s1vi kromatografisi

C18 veya Fenil grubu tarafindan

modifiye edilmis iki UHPLC karisik mod
hibrit CSH (yiikli yilizey hibrit) sabit faz1

(Novakova ve
ark.2012)

Kirlilikler
Bilesikler Safsizhik analizi Mekanizmalar Referanslar
Parasetamol 4-Nitrofenol, Oktadesilsilan/giiglii (Calinescu ve ark.
:asetaminofen 4'-kloroasetanilid katyon degistirici 2012)
4-Aminofenol (C18/SCX)
P-Benzokinon Hidrokinon
L-Metionin N-Asetil-dl-metionin Ters faz/katyon (Kiihnreich ve ark.
N-Asetil-1-metionil-metionin degisimi 2016)
N-Asetil-1-metionil-
dmetionin ve enantiyomerleri
L-Metionin-siilfoksit
Bispesifik 1gG Homodimer safsizliklari Karisik mod boyut (Yan ve ark. 2019)

dislama kromatografisi

(mmSEC)

Ayrica, ¢ogu ilagta UV kromoforlarinin bulunmamasi nedeniyle, kirilma indeksi

(RI) ve buharlagmali 151k sag¢ilimi saptama (ELSD) dedektorleri kullanilmistir. Ancak,
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bu yaklasimlar duyarsizdir veya gradyan eliisyonuyla uyumluluk sorunlar1 vardir. Son
zamanlarda, yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) uygulamalari i¢in yeni bir
dedektor tiirti olarak yiiklii aerosol algilama (CAD) gelistirilmistir. CAD, diger dedektor
tiirlerinden daha yiiksek hassasiyet ve tekrarlanabilirlik ile ugucu olmayan ve yar1 ugucu
maddeler icin evrensel bir analiz teknigidir. Parametre optimizasyonu gerekliligini
ortadan kaldirdig: igin kullanimi olduk¢a uygundur (Zhang ve ark. 2010). Tablo 2.2,
MMC ve CAD dedektorlerinin kombinasyonlarin1 ve ayrica ilaglar ve safsizliklar i¢in
cesitli MMC tiplerinin uygulamalarin1 gostermektedir. Bu nedenle, ayn1 zamanda,
belirli bir prosediirde ¢ok ¢esitli ilaglari, farmasdtikleri ve bunlarla ilgili bilesikleri

eszamanli olarak belirlemek i¢in uygun bir analitik aractir (Berggvist ve ark. 200).

2.5. Metabolomik Uygulamalar

Farmakokinetik caligmalarin ortak bir hedefi, biyolojik bir matriste ¢ok gesitli
ilaclarin eszamanli olarak gozlemlenmesi i¢in bir biyolojik analiz yonteminin
gelistirilmesidir. MMC'lerde ters faz ve iyon degisim kromatografisinin birlikte
kullanimi, tek bir calismada polar ve polar olmayan kiiciik molekiillerin tutulmasi
konusunda olumlu sonuglar gostermistir (Hsieh ve ark. 2007). Ek olarak, yukaridaki
bilesiklerin etkili tutunmasi ve ayrilmasi, yaygin ve MS/RP kosullar altinda elde edildi

ve yliksek bir secicilik ve hassasiyet noktasina ulagilmistir.

Tablo 2. 3 Karisik mod duragan fazlarin metabolik uygulamasi

Metabolitler Matrisler ~ Mekanizmalar Referanslar
Sitarabin (ara-C) fare Ters faz/iyon degisimi (Hsieh ve ark.
plazmasi 2007)
Trimetilamin N-oksit (TMAOQO) Beta- Plazma ve Ters faz/katyon degisimi (Roverso  ve
metilamino-Lalanin  (BMAA) 2,4- idrar ark. 2020)
Diaminobiitirik asit (DAB)
S-Propargil-sistein (SPRC) sigan Ters faz/katyon degisimi (Zheng ve ark.
plazmasi 2011)
fosforile karbonhidratlar -- Ters faz/zayif anyon degisimi, (Hinterwirth

sarjli bir aerosol dedektorii ile ve ark. 2010)
birlikte

Bu nedenle, MMC/kiitle spektrometrisi, metabolik analizde yaygin olarak
uygulanmaktadir. Ornegin, Roverso ve ark. (Roverso ve ark. 2020) 2,4-diaminobiitirik
asit (DAB) ve izobarik beta-metilamino-L-alanin (BMAA) analizini karma bir katyonik
iyon ¢ifti-RP kolonu kullanarak ayn1 zamanda gergeklestirdiler. Metabolomik
uygulamalar Tablo 2.3'te 6zetlenmistir ( Ngoc-Van, 2022). Ek olarak, MMC'nin
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molekiiler baskilama teknolojisi ile kombinasyonu, diger kromatografi modlar1 ve

molekiiler baskilama teknolojisinin potansiyel bir kombinasyonunu kanitlayan protein

BSA igin tanima seg¢iciligini de gelistirmektedir (Sykora ve ark. 2019).

2.6. Dogal Uriinlerde Biyofarmasétikler ve Polar Bilesikler

Biyofarmasotik analiz i¢in, multimodal islevsellige sahip Capto ve HEA

HyperCel MMC ligandlar1 gelistirilmistir. Capto, hidrofobik etkilesimlerde yer alan bir

fenil grubunun 6zelliklerini sergileyen bir karboksil grubu ve zayif bir katyon degistirici

igerir.

Tablo 2. 4 Biyofarmasotiklerde karma mod sabit fazlarin ve dogal tirtinlerde polar bilesiklerin

uygulanmasi.
Bilesikler Mekanizma Referans
Biyofarmasoétikler
Rekombinant monoklonal antikorlar (mAb'ler) (Maria ve ark.
Capto MMC reginesi 2015)
Model ilag iiriini, bir [gG1 mAb'nin (MW 145 kDa,
pl 8.4) farkl 6zellik kategorilerinden yedi Dért farkli ayirma kombinasyonu
eksipiyanla karistirilmasiyla yapilmigtir: sodyum ve mekanizmalar1 (boyut diglama, anyon (He ve ark.
potasyum (katyon), kloriir ve siiksinat (anyon), degisimi, katyon degisimi ve ters faz) 2019)
histidin (zwitteryonlar), trehaloz (hidrofilik n6tr seker
) ve PS80 (hidrofobik noniyonik yiizey aktif madde).
Pembrolizumab (Anti-PD1 IgG4 vahsi tip ve S228P Zayif hidrofobik etkilesimler ve boyut (Yang ve ark.
mutantt) dislama 2015)

Dogal iiriinlerdeki polar bilesikler
Teofilin, gastrodin, tetrahidropalmatin, likorin,

berberin, sinomenin ve tetrandrin

C18-DTT sabit faz [A ters faz sivi
kromatografisi

(Hsieh ve ark.

(RPLC)/hidrofilik etkilesim s1v1 2007)
kromatografisi (HILIC)]
H. diffusa ve S. barbata sulu 6zii Giiglii anyon degisimi ve ters faz (Li ve ark.
2014)
Amino asitler (L-piroglutamik Asit, L-valin, L-
tirozin, L-prolin) Karbonhidratlar (D-glukoz, D-
stikroz, a-Dglukopiranozil-( 1 — 2)-BD- Dogrudan bagli ters fazli ve hidrofilik (Sun ve ark.
fruktofuranosil-(1 — 1)-a-Dgalaktopiranoz ve D- etkilesimli s1v1 kromatografisi — kiitle 2017)

stachyose) Siiksinik asit (Radix Salvia miltiorrhiza ve

Radix Panax notoginseng'den yapilan Dan-Qi cifti)

spektrometrisi

Tablo 2.4’te ayrica dogal iiriinlerdeki polar bilesiklerin belirlenmesini de

gostermektedir. Giiglii anyon degisimi ve ters faz mekanizmalari, hem polar hem de

daha apolar iyonik ve iyonik olmayan bilesiklerde analiz edilmis ve ayirma ig¢in iyi
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tutma saglayan Cin bitkisel ilaglarini belirlemek igin kullanilmistir (Li ve ark. 2014). Bu
nedenle, ters faz ve hidrofilik etkilesimlerin kombinasyonu, polar bilesiklerin, 6zellikle
de dogal polar bilesiklerin analizi i¢in uygun 6zellik géstermesinden dolay1 bu alanda

tercih edilen yaygin bir MMC sabit fazidir ( Ngoc-Van, 2022)

2.7. HPLC Sisteminde Kullanilan Sabit Faz Maddeleri
2.7.1. Kapling Reaktifleri

Birbirinden farkli maddelerin ara bir madde ile birbirlerine baglanabilecegi fikri
Platon’un "evren dort elementten nasil olusmustur?" (Platon 1888) sorusuna cevap
aramada kullanilmistir. Farkli iki materyalin birbirleriyle daha uyumlu olmasimi ve daha
giicli. baglanmasin1 saglamak amaciyla polimer kimyasinda uzun zamandir kapling
reaktiflerinin kullanilmasi bu endistrinin gelisiminde ¢ok Onemli yere sahiptir
(Plueddemann, 1991) (Ranney ve ark, 1972). Bu alanda gelistirilen olduk¢a fazla sayida
kapling reaktifleri siniflart mevcuttur. Kapling reaktiflerinin iki fonsiyonel ucu vardir;
bir u¢ inorganik destek maddesi veya yiizey malzemesi ile etkilesirken diger u¢ organik
ligand veya polimer maddesi ile etkilesir (Tee ve ark, 2007), (Martinlinna ve ark, 2004).
Tan ve arkadaglarina gore (2005), kapling reaktifi iki farkli 6zellige sahip malzeme
arasinda koprii gorevi gorerek baglanti kurar ve yeni Ozelliklere sahip hibrit bir

malzemenin olugmasini saglar.

2.7.2. Silan Kapling Reaktifleri
Organik yapida ki regineleri giiclendirmek amaciyla 1940 yilinda cam elyaf ilk

kesfedilmesiyle beraber yeni baglanma tekniklerine ihtiya¢ duyulmustur.
(Plueddemann, 1991). O tarihten giiniimiize gelinceye kadar organik ve anorganik
bilesikleri birbirine baglayan ¢ok sayida silan bilesigi kesfedildi (Mittal ve ark, 1992),
(Daniels ve ark 1998). Silan kapling reaktiflerinin kendileri de inorganik ve organik
baslangic maddelerinden olustugu i¢in, bu alanda hibrit malzeme olusturmak icin
kapling reaktifi olarak kullanilmalar1 beklenen bir sonugtur. Silan kapling reaktiflerinin

lic dbnemli avantaji var (Plueddemann, 1991);
1. Ticari olarak temini ¢ok kolaydir.

2. Bir ucuna alkoksi grubu bagli oldugu igin, silika vb. inorganik malzemenin

yiizeyinde buluna —OH, -NH2 gibi gruplarla kolay yer degistirme reaksiyonu verir.

3. Diger ucuna da reaksiyona girmeye uygun bir fonksiyonel grup oldugu i¢in

organik bir malzemeyle baglanmasi kolaydir.
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Organik ve anorganik maddeleri birbirine baglamak i¢in kullanilan silan kaplin
reaktifleri yapisinda silisyum olan ara maddelerdir. Yiizey kimyasi denilen kimyanin

bliyiik bir kismini bu maddeleri igeren malzemelerden olusur.

R-(CHa)i—Si—X;

Organik ara&incir hidroliz

fonsiyonel grup silisyum olabilen grup

Sekil 2. 4 Silan kapling ajanlarinin genel formiilii

Organosilanlarin yapisina bakildiginda genel olarak neredeyse hepsinde bir
organik siibtitiient ve buna bagli olan ii¢ hidrolizlenebilen alkoksi grubu vardir (Sekil
2.4). Alkoksi gruplar1 hidrolize ugrayarar ve boylece inorganik malzemenin ylizeyi ile
kimyasal tepkimeye girerek yiizeye baglanirlar. Bu tiir silanlarin kimyasal tepkimeleri
dort basamak sonucunda olusur. Sekil 2.5’e bakildiginda birinci adimda alkoksi gruplari
hidrolize ugrayarak bir araya gelen gruplar kendi aralarina birleserek oligomer
olusturur. Ugiincii basamakta, bu oligomerler inorganik malzemenin yiizeyinde —
hidroksi gruplari ile hidrojen bag: yaparak tutumayi saglar. Son asamada da bu hidroksi
gruplar1 arasinda bir su molekiilii ayrilmak tizere Si-O-Si kovalent bagi olusur (Arkles,
1997). Baglanmadan sonra bazen tek bir serbest OH grubu kalir, bazen de iki hidroksil
grubu serbets halde kalir. Bu, yiizeye baglanma gerceklesirken kag tane Si-O-Si bagi
olustuguna baglhdir (Arkles, 1997).

1 )
CH
(GHn GH2n (GHon GHon
i H,C—Si—CHj; : .
x/T\x | /T\ /T\
X X X v X X 4 X
trialkoksi silan ::'oazoalkoksi gift disli silan

Sekil 2. 5 Baz silan kaplin reaktiflerinin yapist

2.7.3. Silika Yiizey Modifikasyonu i¢in Silan Kapling Rektifleri
Durgun faz i¢in kullanilacak silika jel yiizeylerinde diizenleme yapmak icin

kullanilan bazi etkenler;
1. Inorganik yapida ki polimerin yiizeyindeki hidroksi grubu sayisi/konsatrasyonu

2. silika jel ylizeyindeki hidroksik gruplarinin tiirii
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3. Baglanmanin hidrolitik dayanikliligi

4, Substrat’in fiziksel boyutu

RSHOMEe),
hidroliz 3H,0 ~
IMOIL
RS')(O}D;
birlesme  ZSiOH), \l\
20
R R R

HO—Si—O0—S$i —O0—5:—OIHl

on oH OH
+
oH OH oH
| |
- l
hidrojen _ W i
bagi

llO-—.'i—O—li—-O—li—Oll

HC ! O ~H  HC H
B © 2 e e =
| | |
A l\~ 21,0
kovalent
i R R R
bag 1 | |
HO— Si—— O——Si—OH

O—-H
o O ! 5,
[y

Sekil 2. 6 Silan kaplin reaktifinin silika jel vb. inorganik malzemeye baglanmasi i¢in genel bir sema

Silikanin yapist incelendiginde, SiO2 biriminden olusan, silisik asit tiirevi bir

polimerdir. Silika jel ise, silikanin gozenekli ve graniil yapisindaki formuna verilen

isimdir ve sodum silikat veya silikon tetrakloriirden sentezlenir (Iler, 1979), (Unger,

1979), (Barby, 1979). Aktif silikanin yiizeyinde bulunan alanin genis olmasi

adsorbsiyon ve iyon degisiminde son derece dnemlidir. Silikanin ylizeyi hakkinda ¢ok

kapsamli bilgiye sahip olmasak bile 6zellikler olduk¢a iyi sonuglar vermistir. Modifiye

olmamis veya olmus silikanin dis ylizeyinin morfolojisini direk 6l¢en tek metod atomik

kuvvet mikroskobu (Atomik forse microscopy, AFM)’dur. Silika yiizeyinde, ug

kisimlarda ya siloksan gruplarn (=Si—O-Si=), ya da silanol (Si-OH) gruplar1 vardir

(Sekil 2.7)
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Sekil 2. 7 Silika ylizeyinedeki farkli silanol gruplarinin yapilart

Silika ylizeyine bagli silanoller izole silanoller, Visinal silanoller ve geminal
silanoller olmak iizere ii¢ farkli formda bulunabilir. Geminal silanoller birbiriyle
molekiil i¢i hidrojen bag1 yapacak kadar yakindir, ancak visinal sailanollerde bu mesafe
fazla oldugu i¢in molekiili¢i hidrojen bagi yapmazlar (Kiselv, 1975). Ong ve
arkadaslarinin bu alandaki 6ncii ¢aligmalari, silaka yiizeyinde pKa degerleri 4.9 ve 8.5
olan, yiizeydeki popiilasyonlar1 da sirastyla %19 ve %81 olan iki farkli silanol tipi
oldugunu gostermistir (Ong ve ark, 1992). pKa degeri 4.9 olan silanolun, hidrojen bagi
yapmayan izole silanol oldugu diisiiniiliiyor. Izole silanoller geminal silanollere gore
yiizey modifikasyon reaksiyonlarina girmeye daha yatkin olmakla beraber daha kolay

da hidroliz olur.

Silika yiizey modifikasyonu, yiizeyin kimyasal yapisin1 degistiren tiim etmenlere
baghdir. Silika yiizey modifikasyonu iki sekilde yapilabilir; ya ylizeydeki silanol ve
siloksan konsatrasyonunun degisimine yol agan fizel islem (termal veya hidrotermal)
veya ylizeyin kimyasal yapisini degistiren kimyasal islem. Organik molekiillerle yiizey
modifikasyonu silakaya dayanikli, suda daha az ¢oziinme ve artan immobilite saglar.

Boylece analitik uygulamalardaki etkinligi, hassasiyeti ve selektiviteyi arttirir (Jal ve
ark, 2001).

Iyon selatlayici organik molekiiller genellikle kovanlt baglanma igeren silanlama
prosediirii ile silika ylizeyine baglanir (Weetall, 1987). Ancak ne yazik ki iyon
selatlayic1 bilesiklerin ¢ogunda silanlama reaksiyonu verecek bir fonsiyonel grup
yoktur. Bu durumda selatlayic1 reaktifnin silika yiizeyinde fiziksel adsorbsiyonu
modifikasyon olduk¢a kullanighdir. Boyle bir modikasyon van der Waals gibi hidrofobit
etkilesimlere dayan kovalent olmayan modifikasyondur. (Kim ve ark., 2000), (Chan ve
ark., 2002).

Silika ylizey modifikasyonu i¢in geleneksel kimyasal metod ticari olarak mevcut

olan silan kaplin reaktiflerinin ile silika yilizeyindeki hidroksil gruplarmin kovalent
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olarak baglanmasini igerir. Normalde, bu bilesikler silika yiizeyi ile tek basamakta
baglanarak, yiizeyin bagka organik ligandlarla reaksiyona girmesini saglayan yeni
fonsiyonel gruplar sunar. Bu modifikasyonda olusan Si-O-Si-C bifonsiyonel bir dogaya
ve yiiksek kimyasal kararliliga sahiptir. FTIR ve kat1 hal 29Si NMR c¢alismalar1 alkoksi
silan reaktiflerinin Si-O-Si-C birimini olusturmak {iizere silika yiizeyine dogrudan

baglanma olasiliklarini ortaya ¢ikardi (Debois ve ark., 1993), (Bliimel ve ark, 1995).

Humic asidin, amino propilmodifiyeli silika jele bazik ve N,N-Dimetilformamid
(DMF) ortaminda muamele edilmesi ile humic asit modifiyeli silika jel sentezlendi.
Silikanin her bir gramina 72 mg humic asid baglandig1 rapor edilmistir (Koopal, 1998).
Szapo ver arkadaslar1 (1990, 1992) yaptiklar1 glutaraldehit modifiyeli aminopropil
silikanin her bir gramma 16 mg humik asit bagladilar. Once aminopropilsilica %35
glutaraldehit ¢ozeltisi ile aktive edildi. Elde edilen kirmizi ¢ozelti 8 saat boyunca oda

sartlarinda humika sit ile muamele edildi.

M{ + mm — HGQi DETA SILIKA

HO
Klorporpilsilika T /

C-
HO PMG M UH

MO
DETA salisilaldehit silika DETA naftaldehit silika

Sekil 2. 8 Cesitli Schiff bazi modifiyeli silika jel materyallerinin sentezi igin 1. Yol
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Sekil 2. 9 Cesitli Schiff baz1 modifiyeli silika jel materyallerinin sentezi igin 2. Yol

Baska bir heterojen modifikasyon yolunda, dnce silika bir silan kaplin reaktifi olan
jel 3-merkaptopiltrimetoksisilan ile etkilestirilerek aktive edildi. Sonra da etilenimin ile
etkilestirilerek bir amin aktif gruplu silika gel materyali elde edildi. Ayn1 sabir faz i¢in
yapilan ikinci modifikasyon yolunda da 6nce 3-merkaptopropiltrimetoksisilan bilesigi
etilenimin ile etkilestirildi. Son olarak da elde edilen modifiye olmus silan bilesigi silika

silika jel ile etkilestirildi (Sekil 2.10) (Arakaki ve ark, 2000).

HS i
OH
G chyrimine W0, P
/SWH - MOO—S\l’OMe ——— - iM/\/\ /\/NH
OMe OMe e

3-mercaptopropyitiethoxysilane 3-timethoxsilylypropylthioethylamine

c e - OH

o ™

OMe
propylthioethylamine silica

Ethylenimine

Sekil 2. 10 Kapling reaktifi olarak 3-merkaptopiltrimetoksisilan tiirevi silika jel materyallerinin sentezi
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3-Aminpropiltrimetoksisilan ile modifiye olmus silika jel yilizeyi Beta-diketonlar
ile modifiye edildi Bunun i¢in 3-bromo-1,4-butadien kullanildi (Gambero ve ark, 1997)
(Sekil 2.11). Yine 3-aminpropiltrimetoksisilan kullanilarak yapilan baska bir
modifikasyonda, aminopropil silika jel 2,4-diklorofenoksiasetik asit ile etkilestirilerek

anilin tiirevi bir silika jel materyali sentezlendi.

Br
NH, HaChCHS
H,C
H ? OCH, OC;H; 0
H ~0CH; [ 0 0 IN\
+ HC0—S" NNH, 0/5* N
- i —07 H 0
0C,H,
H,C
Sekil 2. 11 Beta-diketon modifiyeli silika jel sentezi
OCH,COOH
cl
NH,
H é OMe OMe
H / vl !M
+ MeO—gi-OMe —» iMNH2 —_— O/Sl N OCH,COOH
H | H '
Silica gel ONfe EAFTE cl
9 APTS 2,4-D immobilised silica

Sekil 2. 12 2,4-diklorofeboksiasetik asit modifiyeli silika jel.

Aral ve arkadaslarn (2013, 2014, 2015, 2017) kaplin reaktifi olarak 3-
Kloropropiltrimetoksisilan (Sekil 2.12), 3-aminopropiltrimetoksi silan (Sekil 2. 13) ve 3-
glisidiloksitrimetoksi silan (Sekil 2.14) bilesiklerinin kullanarak karma mod o6zelligine
sahip silika jel tiirevi ¢esitli HPLC sabit fazlar1 sentezlediler. Sentezlenen bu
materyaller HPLC kolonu halin getirip farkli polaritedeki analitlerin RPLC ve HILIC
sartlarinda ayrilmasinda kullandilar. Bu sabit fazlarin karma mod kolon 6zelligini

gostermekte oldukca basarili olduklar1 goriilmektedir.
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Sekil 2. 13 Formilsalisilik asit modifiyeli silika jel materyalleri
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Sekil 2. 14 Kapling Reaktifi olarak 3-kloropropiltrimetoksi silan kullanilarak hazirlanan silika jel
materyalleri.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Reaktifler ve malzemeler

Kullanilan silika jel (Lichrospher Si 60, 5 um, 60 A, 700 m2g-1) Merck'ten
satin alindi. Hareketli faz olarak HPLC i¢in kullanilan asetonitril (MeCN), metanol
(MeOH), etanol (EtOH) ve izopropanol (I-ProOH) “HPLC grade” olup Merck'ten temin
edildi. Bu ¢alismada kullanilan tiim analitler (Sekil S1, Ek Malzemeler), diger tiim
reaktifler ve solventler Sigma-Aldrich veya Merck'ten alindi. Kolon dolgu fazi sentezi
igin segilen tiim reaktifler, aksi belirtilmedik¢e “reagent grade” olarak kullanildi. Sabit
fazin paketlenmesi i¢in temin edilen bos HPLC kolonlar1 paslanmaz c¢elik olup Kalite
Sistem Merieux Nutrisciences (Istanbul, Turkey) firmasindan iicretsiz temin edilmistir.
Sentez yapiminda kullanilan tiim reaktifler “reagent grade” olduklarindan bunun disinda
ekstra bir saflagtirma teknigine tabi tutulmamistir. IR spektrumlari, Mattson 1000 FTIR
spektrometresi ile alindi. Element analizleri Thermo Scientific FLASH 2000 cihaz: ile
yapildi. Deiyonize su, Millipore Milli-Q su sistemi kullanilarak elde edildi. SEM
goriintiileri, LEO EVO 40 model enstriiman1 (Dicle Universitesi, SEM Laboratuvari)
kullanilarak elde edildi. Kati hal C NMR, Bruker Superconducting FT.NMR
Spektrometresi Avance TM 300 MHz WB cihaz1 (Orta Dogu Teknik Universitesi,
Merkez laboratuvari, Kati hal NMR laboratuvari) kullamlarak kaydedildi. *H (400
MHz) ve 13C (100 MHz) NMR spektrumlari, Bruker DPX-400 Yiiksek Performansl
Dijital FT-NMR Spektrometresi (Dicle Universitesi, Fen Fakiiltesi, NMR Laboratuvari)
ile kaydedildi.

3.2. HPLC kosullar:

Kromatografik uygulamalar i¢in bir kuaterner pompa, degasser (iinitesi,
otosampler, diote array dedektorii (DAD) ve termostatli kolon bolmesi (Agilent,
Waldbronn, Almanya) iceren Agilent 1260 HPLC sistemi kullanildi. Her analitin
standart soliisyonlar1 (1 mg mL-1), guanin hari¢ asetonitril (MeCN) veya su i¢inde
hazirlandi. Guanin 0.1 N NaOH c¢ozeltisinde ¢oziilerek hazirlandi. Karisimdaki analit
basina 100 ppm'lik bir nihai konsantrasyon elde etmek icin ¢ozeltilerin tiimii su veya
ACN ile seyreltildi ve +4 °C'de saklandi. Tampon ¢ozeltiler i¢in amonyum format,
amonyum asetat veya amonyum fosfat kullanildi. pH, gerektiginde %2.5 amonyak veya
0.1 M ilgili asit ile ayarlandi. Diger kromatografik kosullar ilgili boliimlerde

agiklanmustir.
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Sekil 3. 7 Herbisitler

3.3. Kromatografik Sabit Fazin paketlenmesi ve Stabilite Testleri

Kolon (250 x 4.6 mm, paslanmaz ¢elik), daha 6nce bildirilen bulamag paketleme
teknigine gore paketleme solventi olarak 2-propanol kullanilarak 450 bar basing altinda
yeni sabit fazla dolduruldu (Aral, 2017). Ayrica ayni referansa gore kolon stabilite
testleri yapilmustir. Testler pH 2.5 ve pH 9.0'da gergeklestirilmistir. Her iki pH'da da
kolondan 1000 kolon hacminde solvent gectikten sonra analiz siirelerinde 6nemli bir

degisiklik olmadi. Bu, kolonun pH 2.5 ve 9.0'da stabil oldugunu gdsterdi.

3.4. Yeni duragan fazin sentezi

1 gr (4.07 mmol) [2-(3,4-epoksisikloheksil)etil]trimetoksisilan ve 1.31 gr (5
mmol) 1lePBA 50 mL'lik yuvarlak tabanli bir reaksiyon balonuna alindi ve {izerine 5
mL DMSO eklendi. Karigim, 100 °C'de 24 saat karismaya birakildi. Bu siire zarfinda

reaksiyon siireci, ince tabaka kromatografisi (TLC) ile izlendi. Reaksiyon
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tamamlandiktan sonra karisima 30 mL toluen ve 4 g silika jel (LiChrospher Si60, Sum,
100 AO0) ilave edildi. Siispansiyon, 130°C'de 48 saat karigsmaya birakildi. Reaksiyon
durduruldu ve karisim siiziildii. Modifiye edilmis silika materyali Soxhlet kartusuna
alind1 ve 24 saat boyunca 200 mL kloroform ile siirekli ekstraksiyona tabi tutuldu.
Ekstraksiyondan sonra, modifiye edilmis silika materyali, evaporatdorde normal basing
altinda 7 saat 1sitilarak kurutuldu. Buradaki amag, modifiye silika materyalini
reaksiyona girmemis baslangi¢ reaktiflerinden arindirmaktir. Element analizi sonucu %:
C, 15.75; H, 2.20; N, 1.47. Bu sonuca gore yaklasik 2.86 mmol Si-Ch-llePBA 4 g silika
baglanmistir. SEM, kat1 hal 13C NMR ve FTIR sonuglar1 bir sonraki boliimde verilmis

ve tartigilmistir.

3.5. Sentezler

Dogal bir amino asit olan L-izoldsin elde edilmesi kolay ve ucuz bir baglangi¢
malzemesidir. Yapisindaki polar karbonil ve amin gruplarinin yani sira apolar alifatik
zincirleri de igerir. Bir diger polar grup olan amid fonksiyonel grubu, karbonil grubunun
aminlerle reaksiyonu ile elde edilebilir. Amid ve amin fonksiyonel gruplari ¢ok amagh
olarak kullanilabilir. Aminlerin alkil halojeniirlerle ikame edilmesinin bir sonucu olarak,
ikincil aminler, bir amid grubu elde etmek icin epoksitler ve amino alkoller ile
reaksiyona sokularak veya baska bir karbonik grupla reaksiyona sokularak elde

edilebilir. Bu nedenle amino asitler sentez i¢in ¢ok uygun baslangic malzemeleridir.

Bu calisma kapsaminda sentezlenen sabit fazin tasarim asamasinda su noktalara
onem verilmistir: Karma modlu duragan bir fazin polar, orta polar ve polar olmayan
tiim analit siniflarin1 ayirabilmesi istendigi i¢in yapisinda, farkli 6zelliklere sahip polar
gruplara (verici ve akseptor) ek olarak, apolar gruplar da mevcut olmalive ilgili analitler
ile 1y1 etkilesime girecek benzer gruplari icermelidir. Bu nedenlerle, baslangi¢c materyali

olarak izoldsin amino asiti segilmistir.

Bu ¢alismanin en 6nemli noktasi, Kromatografik duragan faz sentezinde silan
baglama reaktifi olarak ilk kez kullanilan [2-(3,4-epoksisikloheksil)etiltrimetoksisilanin
kullanilmasidir. Bu reaktifin se¢ilmesinin nedeni hem alifatik sikloheksil halkasi hem de
epoksit halkasi i¢germesidir. Epoksit halka agma reaksiyonunun bir sonucu olarak bir
amino alkol olusur. Amino alkol grubu —OH grubu icerdiginden giiclii hidrojen baglar

yapabilir ve amin grubu igerdiginden iyi bir elektron verici grup icerir. Ek olarak,
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birlestirme reaktifinde biiylik alifatik gruplarin varligi, silika malzemesini hidrolitik

olarak kararli hale getirir.

Calismanin ilk agsamasinda tasarlanan duragan fazin sentezi gerceklestirilmistir
(Sekil 3.8). Bu amagla ilk olarak N-Boc-izoldsin amino asidinin 4-fenilbiitilamin ile
referanstaki prosediire gore aktive edilmesi ve koruyucu grubun trifloroasetik asit
(TFA) ile uzaklastirilmasiyla baslangi¢c aminleri olan N-(4-fenilbiitil)izoldsin bilesikleri
elde edilmistir (Aral ve ark. 2015). Elde edilen bu amid-amin bilesigi, ¢cok az miktarda
6 mL) DMSO icinde  bir  silan  birlestirme  reaktifi, [2-(3,4-
epoksisikloheksil)etil]trimetoksisilan ile reaksiyona sokularak, epoksit halkasimnin
acilmasiyla bilesik X elde edildi. Bu reaksiyon, ince tabaka kromatografisi (TLC) ile
takip edildi. 48 saat sonra bu iiriin toluen ve HPLC kalitesinde kiiresel silika jel (S5um,
60 A) izole edilmeden ilave edilerek 130°C'de 72 saat karistirilmaya birakildi.

N
EtOH NH H
MeO (0] HzN [ ——.
\ 0 MeO
MeO—/Sl

. \
—gGi OH
ed + HN riflaks, 24 saat MTVIO O/s, TMS-Ch-llePBA
e
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OH

Toluen OH
OH
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/_?H_Z N
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Sekil 3. 8 Karigik mod sabit fazin sentezleri, Si-Ch-llePBA.
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Filtrasyonun ardindan, sabit faz maddesi kloroform ile 24 saat boyunca soxhlet
ekstraksiyonuna tabi tutuldu. Hazirlanan bu duragan faza Si-Ch-IlePBA ad1 verildi.
Yeni duragan fazlarin yapisal analizi ve karakterizasyonu, Elemental Analiz, fourier
transform kizildtesi spektroskopisi (FTIR), kat1 hal *3C niikleer manyetik rezonans

(CAPMAS 13C NMR) ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile yapildu.

3.6. Sabit Faz Materyallerinin karakterizasyonu

Sentezlenen duragan fazin karakterizasyonu icin Oncelikle Element Analizi
Olciimii alinmis ve malzemenin karbon, hidrojen ve azot oranlari bulunmustur (Tablo
3.1). Element Analizi sonuglarina gore silika jele baglanan ligand miktar1 mol olarak
hesaplanmistir. Bu sonuglara gore 4 gram silika jele bagl X miktar1 sirasiyla 2.86 mmol
olarak hesaplanmistir. Bu hesaplamada, silan birlestirme reaktifinin iki metoksi

grubunun ayrilmasiyla silika jele baglandig1 varsayilmistir.

Tablo 3. 1 Hazirlanan sabit fazlarin Element Analizi sonuglar

SP-Ch-llePBA | Bare Silica
C | 15.75 0.00
H| 224 0.04
N | 1.47 0.00

Bu ¢alismada kullanilan silika jel, HPLC kalitesindedir ve diizenli kiiresel sekle
sahip pargaciklardan olusmaktadir. Kimyasal modifikasyon sonucunda partikiiller
parcalanabilir, diizensiz hale gelebilir veya partikiil boyutu zaman zaman degisebilir. Bu
nedenle modifikasyondan sonra partikiillerde yapisal bir degisiklik olup olmadigini
gormek icin SEM goriintiileri alinmigtir. Sekil 3.9, ticari olarak temin edilebilen
modifiye edilmemis silika jelin goriintiileridir. Sekil 3.10, yeni duragan fazin SEM
gorlntiileridir.  Goriintiilerin  karsilastirildigi  parcacik  sekillerinde herhangi  bir
diizensizligin olmadigt ve pargacik boyutu dagilimmin degismedigi acikca
goriilmektedir. Bu, modifikasyon sonucunda olusabilecek olasi bir olumsuzlugun

goriilmedigi ve modifikasyonun basarili oldugu anlamina gelir.
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Sentezlenen duragan fazlarin yapi analizi ve karakterizasyonu i¢in kullanilan
diger bir spektroskopi yontemi FTIR analizidir. Modifiye edilmemis silika jel (A) ve
SP-Ch-I1lePBA (B) FTIR spektrumlar1 Sekil 3.11'de verilmistir. Serbest silikanin FTIR
spektrumunda 1638'cm™'de gii¢lii bir sinyal varken, bu sinyalin SP-Ch-llePBA'nin
FTIR spektrumunda kayboldugu gériilmiis, ancak 1661 cm™'de bir C=0 amid gerilme
sinyali gdzlenmistir. 1460 ve 1548 cm™'de —aromatik CH, sinyalleri, 2850-2950 cm’
1*de alifatik CHz ve CH; sinyalleri goriilmektedir. 615 ve 675 cm™ civarinda iki sinyal
gozlenir, bu sinyaller modifiye edilmemis silika jel spektrumunda gézlenmez. Ayrica
900 cm™ civarinda zayif bir sinyal goriilmektedir. Bu muhtemelen o bdlgede beklenen

C-O sinyalidir.

Her iki spektrumda da —OH bandinin 3500-3000 cm™ arasinda olmasi
beklenmektedir. Ancak, bu ayirt edici bir sinyal degildir. Modifiye edilmemis silika
jelde Si-OH gruplar1 bulundugundan bu bandin goriilmesi normaldir. Modifikasyon
sonrasi epoksit halkasinin agilmasi sonucu olugan C-OH grubunun yani sira reaksiyona
girmemis Si-OH gruplar1 da bulunabilir. Bu nedenle FTIR spektrumunda OH bandinin
goriilmesi beklenen bir durumdur. Ayrica Serbest silika spektrumunda 961 cm™de orta
derecede silanol grubunun sinyali gériiliirken, Si-Ch-1lePBA (962 cm™) spektrumunda
bu sinyalin siddeti azalmaktadir. Bu da silika yiizeyindeki silanol gruplarinin

indirgendigini yani modifiye edildigini gostermektedir.

Si-Ch-IlePBA ayrica kat1 hal *C CPMAS NMR ile karakterize edildi (Sekil
3.12). 170 ppm'deki sinyal, karbonil gruplarinin karbon atomlarina ve 115-137 ppm
arasindaki sinyal, aromatik karbon atomlarina, 8-37 ppm arasindaki sinyal metil (CHz)
ve metilenin (CH>) alifatik karbonuna, 57-74 ppm civarindaki sinyaller, nitrojen ve
oksijene bagli metan (CH) karbonlarina aittir. IR ve NMR sonuglari, organik ligandin

silika yiizeyine baglandigini agik¢a dogruladi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. HILIC kosullar: altinda niikleotidlerin/niikleositlerin ayrilmasi

Niikleotidler ve niikleositler, temel Ozelliklere sahip polar bilesiklerdir.
Geleneksel RP kolonlar1 ile ayrilmalar1 ¢ok zordur. Bu nedenle, HILIC kolonlari
genellikle bunlarin ayrilmasi ic¢in kullanilir (Liu ve ark. 2015, Liang ve ark. 2015).
Niikleobazlar, HILIC kosullar1 altinda karisik modlu bir kolonun performansini
incelemek icin ¢ok iyi bir test bilesikleri modelidir. Aral ve arkadaglar1 gelistirdikleri
cesitli karma modlu kolonlar ile niikleotid ve niikleosit karigiminin ayrilmasini bagarili
bir sekilde gerceklestirmistir (Aral ve ark. 2015, Aral ve ark. 2017, Aral ve ark. 2016).
2017 yilinda yayinladiklart makalede (Aral ve ark. 2014), 10 dakikada 6 niikleotidin
ayrildigini tespit etmislerdir. HILIC kosullart altinda Si-Ch-IlePBA'nin performansini
incelemek i¢in test bilesikleri olarak bes niikleotid/niikleosit (Sekil 3.1) kullanildi.
Mobil faz olarak Su/ACN: 30/70 ¢oziicii sistemi kullanilarak 0,5 ml/dakikalik bir akis
hizinda, izoktratik kosullar altinda 10 dakika i¢inde 5 niikleotid ayrildi (Sekil 4.1). Daha
onceki ¢aligmalarla karsilastirildiginda (Liu ve ark. 2017, Liu ve ark. 2015, Aral ve ark.
2014) bu sonucun basarili oldugu goriildii. Yeni karma mod sabit fazi, SP-Ch-l1lePBA,

HILIC kosullar1 altinda niikleobazlarin ayrilmasi igin iyi bir alternatiftir.

Sekil 4. 1 Niikleotidler ve niikleosit karigiminin ayrilmast: Mobil faz; Su/MeCN: 30/70. Akis Hizi: 0,5
mL/dak., UV: 265 nm. Analitler: 1; Timidin, 2; sitidin, 3; Sitozin, 4; Guanozin, 5; adenin

Incelenen numune karisimindaki bes analitten {icii niikleozid (timidin, sitidin, guanozin)
ve ikisi niikleotittir (sitozin ve adenin). Niikleozidlerin kolon {izerinde tutulma siiresi
guanozin>sitidin>timidindir. Guanozin, iki aromatik halka iceren bir piirin bazi iken
sitidin ve timidin, tek bir aromatik halka iceren pirimidin bazlaridir. Bu nedenle
guanozinin yapisinda hem daha fazla polar heteroatom hem de daha fazla polar olmayan
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grup bulunur. Bu, guanozinin karisik mod duragan faz ile daha fazla etkilesime
girmesine ve {lizerinde daha fazla kalmasma neden olur. Sitidin, timidinden daha
polardir; sitidin -NH2 grubuna sahip oldugu i¢in sabit fazin yapisindaki hidroksil, amid
ve protonlanmis amin ile daha giiglii polar etkilesim yapabilecek giice sahiptir. Bu
nedenle sitidinin timidine gore daha fazla tutunmasi beklenir. Si-Ch-l1lePBA sabit
fazinin Sitidin ve timidin’e kars1t HILIC davranisi gosterirken, guanozin’e karsi karisik
mod mekanizmas1 gosterdigi goriilmektedir. Ote yandan adenin ve sitozinin tutunma
siirelerine baktigimizda; aralarinda biiylik bir fark oldugu goriilmektedir. Guanozin i¢in
yukarida agiklanan ayni neden, adenin'in sitozinden daha fazla tutunmasina neden olur.
Niikleotidler ve niikleositler arasinda baska bir karsilastirma yapilabilir. Daha polar
sitidin, kolonu sitozinden daha 6nce terk ederken; Benzer sekilde, guanozinin kolonu
adeninden daha erken terk ettigi gézlemlendi. Daha fazla polar grubun kolonu daha hizli
terk etmesi klasik ters faz davranmisidir. Ancak 6n deneylerde mobil fazdaki su igerigi
arttikga tiim analitlerin analiz siireleri kisalmigtir. Bu klasik HILIC davranisidir. Bu
sonuglar, Si-Ch-IlePBA sabit fazinin hem hidrofilik hem de hidrofobik etkilesimlere

sahip oldugunu ve karisik modlu bir ayirma mekanizmasi sergiledigini gostermektedir.

4.2. HILIC kosullar: altinda suda ¢6ziinen vitaminlerin ayrilmasi

Vitaminler, organizmalarin yagamsal faaliyetlerini siirdiirebilmeleri i¢in ihtiyag
duyduklart ¢cok dnemli bir bilesik sinifidir (Aral ve ark. 2021). Organizmada c¢ok az
miktarda vitamin bulunmasi yasamsal faaliyetler i¢in yeterlidir. B vitaminleri
siyanokobalamin (B12 vitamini), tiamin (B1 vitamini), riboflavin (B2 vitamini),
nikotinik asit (B3 vitamini), piridoksin (B6 vitamini) ve C vitamini (askorbik asit) suda
¢oziinen vitaminlerdir ve ¢ogunlukla gida maddelerinde bulunurlar. Ayn1 zamanda
koenzimler olarak hareket ederler ve enzimlerin aktivitelerini gergeklestirmelerini
saglarlar (Aral ve ark. 2021, Stoker H.S. 2006).

Suda ¢6ziinen vitaminler oldukca polar ve yapisal olarak karmasik bilesiklerdir.
Konvansiyonel ters fazli kolonlar {izerindeki analizleri ¢ok zordur. Niikleobazlar gibi,
onlar1 geleneksel ters faz kolonlarinda ayirmada birgok zorlukla karsilasilir. Bu nedenle,
son yillarda HILIC ve karisik modlu kolonlarla ayrilmalar1 ve analizleri popiilerlik
kazanmistir (Karatapanis, 2010, Karatapanis,2009). Aral ve ark. tarafindan gelistirilen
karma modlu bir kolon kullanarak yedi tane suda ¢oziinen vitaminlerin 25 dakikada
ayrimi gergeklestirildi (Aral ve ark. 2021). Bu nedenle, suda ¢oziinen vitaminler, yeni
gelistirilen karma mod kolonumuzun 6zelliklerini ve davranigini incelemek i¢in ideal
bir bilesik grubudur. Sekil 4.2'de gosterildigi gibi, yedi tane suda c¢oziinen
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vitaminlerin(Sekil 3.2), gradient mobil faz kosullart altinda yeni duragan faz olan Si-

Ch-llePBA ile basarili bir sekilde ayrim1 yapildi.
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Sekil 4. 2 Suda ¢6ziinen vitaminlerin ayrilmasi: Gradyan: B'de % A iken A = Amonyum asetat (pH 4.50,
20 mM) ve B = MeCN. 0-5 dakika, %10 A, 5-20 dakika; %10-40 A. Akis: 1 mL/dak. UV: 280 nm.
Analitler: 1, Nikotin amid; 2, B3; 3, B6; 4, C; 5, B2; 6, B1; 7, B12.

Suda ¢oziinen yedi tane vitaminin sabit fazda tutunma siirelerine bakildiginda,
nikotin amid ve nikotinik asit gibi yiiksek apolar karaktere sahip analitlerin kolonu
erken terk ettigi, buna kargin bircok polar ve apolar gruplar iceren biiyiik kompleks bir
bilesik olan vitamin B12'in yapisindaki bu gruplar sayesinde kolonla daha giicli
etkilestigi ve kolonu daha geg terk ettigi goriildii. Benzer sekilde yapisinda {i¢ aromatik
halka ve bes hidroksil grubu bulunan B2’nin, kolona B12'den sonra en ¢ok tutunan
ikinci analit oldugu tespit edildi. B2 ve B12 vitaminlerinin kolonda yliksek oranda
tutulmasinin nedeni ancak karisik mod ayirma mekanizmasi ile aciklanabilir. Yapisinda
iki hidroksil grubu ve bir aromatik halka bulunan B6 vitamini {i¢iincii sirada kolonu terk
ederken, dort hidroksil grubuna sahip olan C vitamini dérdiincii sirada kolonu terk etti.
[k dort satirda kolondan ayrilan analitler dikkate alindiginda Si-Ch-IlePBA'nin HILIC
davranig1 gosterdigi, ancak kolondan en son ¢ikan ii¢ analit géz Oniine alindiginda
kolonun karigik mod ayirma mekanizmasi sergiledigi anlagilmaktadir.
4.3.RP Kosullarinda Sudan Boyalarinin Ayrilmasi

Sudan boyalari, gida endiistrisinde gida boyasi olarak siklikla kullanilan, sagliga
zararli aromatik bilesiklerdir. Yiiksek konjuge aromatik yapilar iceren ¢ok hidrofobik

bilesikler olduklar1 i¢in klasik RP kolonlar1 ile basarili bir sekilde ayrilabilirler ancak
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HILIC kolonlar ile ayirmak miimkiin degildir. Bu nedenle bu bilesiklerin karma mod
0zelligi olan kolonlarla ayrilabilmesi ¢ok onemlidir. Aral ve ark. 2013 yilinda (Aral ve
ar. 2014), karistk mod ozelligi ile yeni gelistirilen polar gémiilii kolon ile Sudan
boyalarinin RP kosullar1 altinda ayrilmasini basariyla gergeklestirdiler. Bununla birlikte,
bu kolon yiiksek polariteye sahip oldugundan, ters faz kosullari altinda basarili sonuglar
verdi, ancak HILIC kosullar1 altinda niikleotidler/niikleozitler gibi polar bilesikleri
ayirmada basarisiz oldu. Duragan bir faz yapisinda polar grup sayisi arttik¢a, kolonun
polar olmayan bilesikler olan Sudan boyalarin1 ayirmasi zorlasir. Ancak, kKimyasal
yapida polar ve polar olmayan gruplar esit olarak dagilmissa, bu bilesikleri karisik
modlu kolonlarla ayirmak miimkiindiir. Bu nedenle, ayirma verimliligini incelemek ve
yeni duragan fazin karisik mod mekanizmasin1 anlamak igin test bilesikleri olarak dort
sudan boyast (Sekil 3.3) kullanildi. Cesitli deneysel kosullar test edildikten sonra
optimum kosullarin 55/45: MeCN/su mobil faz sistemi, 1.2 mL/dk akis hizi, 40 °C
sicaklik ve 504 nm'de izokratik eliisyon oldugu tespit edildi. Sekil 4.3'te gosterildigi
gibi, bu kosullar altinda 14 dakika i¢inde dort Sudan boyasi ayrildi. Analitlerin
kolondan ayrilma sirasi, klasik ters faz davranisina karsilik gelir; daha apolar analit
kolonu en son terk etmektedir. Sonuglar, yeni gelistirilen karma modlu bir kolon olan
Si-Ch-IlePBA'nin, polar bilesiklerin yan1 sira yiiksek apolar 6zellige sahip bilesiklerin

karigimlarini basarili bir sekilde ayirabildigini géstermektedir.

mAL

10 —

T T T
5 10 15  miny

Sekil 4. 3 Sudan Boyalarinin Ayrilmasi: Mobil faz; MeCN/su: 55/45. Akis: 1 mL/dak. Sicaklik: 30 °C
UV: 506 nm. Analitler: 1, Sudan I; 2, Sudan II; 3, Sudan IlI; 4, Sudan IV

4.4. RP kosullar altinda benzoik asitlerin ayrilmasi
Benzoik asitler orta polariteye sahip asidik aromatik bilesiklerdir ve klasik ters

faz kolonlar1 ile basaril bir sekilde ayrilirlar. Yeni gelistirilen karisik mod duragan fazin
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Ozelliklerini incelemek ve ayirma mekanizmasi hakkinda daha detayl bilgi elde etmek
icin test bilesikleri olarak benzoik asit tiirevlerinin kullanilmasi énemlidir. Bu nedenle,
mevcut c¢alismamizda test bilesikleri olarak alti benzoik asit tirevi (Sekil 3.4)
kullanilmistir. Mobil faz orani, pH, sicaklik ve akis hizi gibi ¢esitli deneysel kosullari
test ettikten sonra, en iyi ayirmanin MeCN/tampon (amonyum asetat pH 5.23, 20 mM) :
87/13 mobil faz, 1 ml/dk akis hiz1 ve 230 nm dalga boyunda izokratik eliisyon sartlar1
altinda oldugu gorildi. Bu kosullar altinda, 12 dakikada alt1 tane benzoik asit tiirevi
ayrildi. (Sekil 4.4). Yeni kolon bu analitleri basarili bir sekilde ayirabilmis olsa da,

bir¢ok deneysel kosul denenmesine tam bir baseline ayirma elde edilememistir.
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Sekil 4. 4 Benzoik asit tiirevlerinin ayrilmasi: Mobil faz; MeCN/tampon (amonyum asetat pH 5.23, 20
mM): 13/87. Akis: 1 mL/dak. UV: 230 nm. Analitler: 1, Siilfanilik asit; 2, Benzoik asit; 3, 3,5-
Dintrobenzoik asit; 4, 4-Aminobenzoik asit; 5, 4-Metilbenzoik asit; 6, Salisilik asit.

Analitlerin kolondan ayrilma sirasi oldukc¢a karmasik goriinmektedir. Tutunma
siireleri ne HILIC ne de RP davramslar ile uyumlu degildir. ik {i¢ sirada kolondan
ayrilan analitlerin suda ¢oziiniirliiklerine gore sirasi su sekildedir: Siilfanilik asit >
Benzoik asit > 3,5-Dintrobenzoik asit. Bu sira, kolondan ayrilma sirasi ile de aynidir.
Dolayistyla bu sonu¢ klasik RP davranisi ile uyumludur. Ancak mevcut analitler
arasinda suda ¢oziiniirligii yiksek olan analitlerden biri olan 4-aminobenzoik asit
kolonu dordiincii, suda ¢oziiniirliigii yiiksek olan salisilik asit ise kolondan son olarak
ayrilmaktadir. Bu, analitler ve sabit faz arasinda ¢ok ¢esitli hidrofilik ve hidrofobik

etkilesimleri iceren karmagik bir mekanizmanin varligini kanitlar.
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4.5. RP Kosullarinda Alkilbenzenlerin Ayrilmasi

Alkil benzenler, benzen halkasi {izerinde farkli alkil gruplari igeren tamamen
hidrofobik bilesiklerdir. Bu bilesikler, yeni gelistirilmis bir kolonun klasik ters faz
davranisini incelemek i¢in kullanilan ana test bilesikleridir. Mevcut ¢alismada, Si-Ch-
[lePBA kolonunun ters faz davraniglarini arastirmak igin test bilesikleri olarak bes tane
alkil benzen (Sekil 3.5) kullanildi. Farkli mobil faz igerikleri ve oranlari, akis hiz1 ve
sicaklik kosullar test edildikten sonra, bes tane alkil benzen tiirevinin ayrilmasi i¢in en
iyi kosulun izokratik eliisyon sartlar1 altinda MeCN/su: 35/65, 35 °C, 250 nm, 1.2 ml/
dk.oldugu tespit edildi. Sekil 4.5'te gosterildigi gibi, 15 dakika ig¢inde bes tane alkil
benzen ayrildi. Analitlerin kolondan ayrilma sirasi, klasik ters faz davranigina karsilik
gelir; daha apolar analitin kolonu en geg terk ettigi goriildii. Benzene bagl alkil gruplari
arttikga analitlerin alikonma siireleri artar. Fenantrenin alikonma siiresi goz Oniine

alindiginda aromatik etkilesimin alifatik etkilesimden daha gii¢lii oldugu soylenebilir.
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Sekil 4. 5 Alkil benzenlerin ayrilmasi: Mobil faz; 5'li karsim: MeCN/su: 35/65. Akis: 1,2 ml/dak.
Sicaklik: 35 0C. UV: 250 nm. Analitler: 1, Benzen; 2, Toluen; 3, Ksilen; 4, Naftalin; 5, Fenantren.

4.6. Polar/nonpolar bilesiklerin bir karisiminin ayrilmasi
Karisik modlu bir kolonun ayirma performansini gérmenin en iyi yolu, numune

olarak farkli polaritelere sahip bilesiklerin bir karigimini kullanmaktir. Bu nedenle, test
bilesikleri olarak polar, polar olmayan ve orta polariteli bilesiklerden olusan yedi tane
analit (Sekil 3.6) kullanildi. Sekilde 4.6'da gosterildigi gibi, yedi tane analit Si-Ch-
IlePBA kolonu iizerinde 10 dakika icinde ters faz izokratik kosullar altinda ayrildi:
MeCN/su: 18/82, 1 mL/dk, 230 nm, 30°C.
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Sekil 4. 6 Polar/polar olmayan karisimin ayrilmasi: Mobil faz; MeCN/su: 18/82. Akis: 1 mL/dak.
Sicaklik: 30 0C. UV: 230 nm. Analitler: 1, Ftaldialdehit; 2, Benzoik asit; 3, Timin; 4, 4-
hidroksibenzaldehit; 5, 2-Aminofenol; 6, Metoksifenol; 7, Asetofenon

Analitlerin alikonma sirasi, benzoik asitlerin davranist ile benzerlik
gostermektedir. Suda ¢oziiniirliigii en yiiksek olan timinin klasik RP davranisina gore
kolonu ilk sirada terk etmesi gerekirken, ticlincii sirada terk ettigi goriilmektedir. Benzer
sekilde timinden sonra suda ¢Ozliniirligl diger analitlere gore daha yiiksek olan 4-
aminofenoliin dérdiincii sirada kolonu terk ettigi gormektedir. Bu davranig, duragan faz
ve bu iki analit arasindaki gliclii hidrofilik etkilegimleri (hidrojen baglari, iyon-dipol
etkilesimleri, vb.) gosterir. Yiiksek hidrofobik 6zelliklere sahip olan metoksifenol ve
asetofenonun kolonunu en son terk etmesi, RP davranisi ile uyumludur. Bunlarin
disinda 6n deneylerde mobil fazda MeCN orani arttikga tiim analitlerin alikonma
stireleri azalmaktadir. Bu sonuglar, kolonun bu analit karisimina karsi agirlikli olarak
RP davranisi gostermesine ragmen, zaman zaman HILIC davranisi da gosterdigini,

dolayistyla karma modlu bir ayirma mekanizmasi sergiledigini géstermektedir.

4.7. RP kosullar1 altinda klorlu herbisitlerin ayrilmasi

Herbisitler, bitkileri yabani otlardan temizlemek i¢in kullanilan pestisitlerdir.
Ancak insan sagligina zararli etkileri oldugu bilinmektedir (Sanz ve ark. 2004). Bu
nedenle tarim ve gida endiistrisinde herbisitlerin analizi ve belirlenmesi ¢ok dnemlidir
(Xiong ve ark. 2014). Klorlu herbisitler, bir herbisit sinifidir ve karboksilik asit
yapisinda hidrofobik bilesiklerdir. Bu nedenle, yeni kolonun bu bilesikleri ayirabilmesi
onemlidir. Bu amagla, mevcut ¢alismada test bilesikleri olarak dort herbisit (Sekil 3.7)

kullanilmis ve yeni karisik mod kolonda basarili bir sekilde ayrilmistir (Sekil 4.7).
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Birgok deneysel kosul test edildikten sonra, bu analitlerin yeni kolonda ayrilmasi i¢in en
iyi izokratik kosulun MeCN/su: 10/90 mobil faz, 0.8 ml/dk akis hizi, 30 °C, 230 nm UV
dalga boyu oldugu tespit edildi. Dort tane analitin kolondan ayrilma sirasi polardan
nonpolara dogru artar. Bu, Si-Ch-IlePBA sabit fazinin klorlu herbisitlere kars1 ters faz

davranig1 gésterdigi anlamina gelir.

Sekil 4. 7 Klorlu herbisitlerin ayrilmasi: Mobil faz; MeCN/su: 10/90. Akis: 0,8 ml/dak. Sicaklik: 30 OC.
UV: 230 nm. Analitler: 1, 2,4-D; 2, 2,4-DP; 3, 2,4,5-T; 4, 2,4-DB.
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5. SONUC VE ONERILER

Yeni HPLC duragan fazin sentezi ve karisik mod HPLC uygulamalari, ilk kez
bir baglama reaktifi olarak [2-(3,4-epoksisikloheksil)etil]trimetoksisilan kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Si-Ch-IlePBA olarak adlandirilan bu karma modlu duragan fazin
ayirma performansi, HILIC ve ters faz kosullart altinda incelenmistir. HILIC kosullari,
niikleotidlerin/niikleositlerin ve suda ¢6ziinen vitaminlerin ayrilmasini basariyla
gerceklestirdi. Ters faz kosullarinda, alkil benzenler, benzoik asitler, Sudan boyalari,
Klorlu herbisitler ve g¢esitli polar/apolar bilesikler karigiminin ayrilmasi basariyla
gerceklestirilmistir. Yeni kolonun yapisindaki amid, hidroksil, amin, alifatik ve
aromatik gruplar nedeniyle ¢ok ¢esitli hidrofilik ve hidrofobik etkilesimler gosterdigi,
bazen klasik ters faz davranisi, bazen de HILIC veya karmasik mekanistik o6zellik
sergiledigi gézlendi. Bu da yeni kolonun karma mod 6zelligini kanitladi. Sonug olarak,
bu yeni kolon bir¢ok polar, polar olmayan ve orta polar analit sinifin1 ayirmak igin

kullanilabilir ve mevcut ticari kolonlara iyi bir alternatif olabilir.
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