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OZET
YUKSEK LiSANS TEZI

C12-Hidroksi Mixed-Mod Kolonu ile Siilfanamid Ila¢larin HPLC Ayrilmas,
Karma Mod Ayirma Mekanizmasinin Kantitatif Parametrelerle Incelenmesi

Yekun ALTUN
Batman Universitesi Lisansiistiit Egitim Enstitiisii

Kimya Ana Bilim Dah

Damsman: Dr.Ogr.Uyesi Hayriye ARAL

2025, 58 Sayfa

Siilffonamidler genis spektrumlu antibakteriyel etkilere sahiptir. Ancak, yaygin
kullanimlari, antimikrobiyal diren¢ gibi saglik risklerini beraberinde getirmektedir. Bu nedenle,
stilfonamid kalintilarinin varhigimi izlemek igin gelismis ve dogru analitik tekniklere ihtiyag
duyulmaktadir. Bu ¢alismada, hem hidrofobik bir C12 zinciri hem de hidrofilik bir diol grubu
iceren bir C12-diol karma modlu kolonda sekiz siilfonamid karisimi ayrilmistir. pH, tampon
konsantrasyonu, mobil faz bilesimi, sicaklik ve akis hizi gibi cesitli deneysel parametrelerin
kolonun ayirma verimliligi tizerindeki etkisi arastirilmistir. Tim sekiz siilfonamid, 15 °C'de 250
nm dalga boyunda ve asetonitril/fosfat tamponu (pH 6.5, 40 mM KH2PO4/K2HPO4) ¢ozeltisi ile
gradyan eliisyon kullanilarak 20 dakika iginde ayrilmistir. 3 ila 7 arasinda degisen pH
degerlerinde analitlerin alikonma zamanlarinin incelenmesi, siilfonamidlerin ortamin asitliginden
onemli olciide etkilendigini ve boylece karma modlu ayirma mekanizmasinin ayrintili bir sekilde
tartisilmasini saglamistir. Sekiz siilfonamid ile C12-diol karma modlu kolon arasindaki etkilesim
mekanizmasi, logD, logS ve pKa gibi kantitatif yapi-aktivite iliskisi parametreleri kullanilarak
arastirilmistir. Siilfonamidler ile C12-diol karma modlu kolon arasindaki etkilesim kismen klasik
ters faz 6zelligini gostermesine ragmen, polar etkilesimler 6nemli bir rol oynamis ve karma modlu
etkilesim mekanizmas1 polar ve apolar etkilesimler tarafindan domine edilmistir. Elde edilen
sonuglar, hem ayirma performansi hem de tutulma davranigi agisindan ticari bir ODS-C18
kolonuyla karsilagtirilmustir.

Anahtar Kelimeler: Karma Mod, Siilfonamidler, alikonma mekanizmasi, LogD,
LogS, yapi-alikonma iligkisi
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Sulfonamides exhibit broad-spectrum antibacterial effects. However, their extensive use
poses health risks, such as antimicrobial resistance. Therefore, advanced and accurate analytical
techniques to monitor the presence of sulfonamide residues are needed. In this study, a mixture
of eight sulfonamides was separated on a C12-diol mixed-mode column containing both a
hydrophobic C12 chain and a hydrophilic diol group. The influence of various experimental
parameters, including pH, buffer concentration, mobile phase composition, temperature, and flow
rate, on the separation efficiency of the column was investigated. All eight sulfonamides were
separated within 20 min via gradient elution with an acetonitrile/phosphate buffer (pH 6.5, 40
mM KH 2 PO 4 /K 2 HPO 4 ) solution at 15 °C and a detection wavelength of 250 nm.
Examination of the retention times of the analytes at different pH values ranging from 3 to 7
revealed that the sulfonamides were significantly affected by the acidity of the medium, thus
enabling a detailed discussion of the mixed-mode separation mechanism. The interaction
mechanism between the eight sulfonamides and the C12-diol mixed-mode column was explored
using quantitative structure—retention relationship parameters such as logD, logS, and pKa.
Although the interaction of the sulfonamides with the C12-diol mixed-mode column partly
showed the classic reverse-phase feature, polar interactions played a major role, and the mixed-
mode interaction mechanism was dominated by polar and apolar interactions. The obtained results
were compared with a commercial ODS-C18 column in terms of both separation performance
and retention behavior.

Keywords: mixed-mode, sulfonamides, retention mechanism, logD, logs,
guantitative structure—retention relationship
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TABLOLAR/ CIZELGELER LISTESI

Tablo 1.1. Sivi kromatografi tiirleri, bilesiklerin ayrilma prensipleri ve sivi

kromatografisi alanindaki son gelismeler. (Rusli vd. 2022, s.3,4,5) sayfa. 4,5,6

Tablo 4.1. Bu ¢alismada kullanilan siilfonamidlerin hesaplanan logD1, logS1 ve
pKa degeri Bulgular ve tartisma sayfa. 29

Tablo 4.2. Van’t Hoff esitliginden elde edilen AH® ve AS® degerleri (Sekil 4.6.B)

Stilfonamidlerin ayrilmasi ve alikonmasi {izerine sicakligin etkisi sayfa. 41
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Kisaltmalar

ABDMS: aminobiitildimetilmetoksisilane

ACN: Asetonitril

CD: Karbon noktalar1

C-CP: Kapiler kanall1 polimer

CSP'ler: Kiral sabit fazlar

EC: Elektron Kromatografisi

EtOH: Etanol

EPI: Epiklorohidrin

FTIR: Fourier Transform Infrared Spectroscopy (Taramali Elektron
Mikroskopisi)

GPC: Jel Gegirgenlik Kromatografisi

GC: Gaz Kromatografisi

HCIC: Hidrofobik yiik indiiksiyon kromatografisi

HIC: Hidrofobik etkilesim kromatografisi

HILIC: Hydrophilic Interaction Chromatography (Hidrofilik Etkilesim
Kromatografisi)

HPLC: High-Performance Liquid Chromatography (Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi)

IEC: Iyon Degisim Kromatografisi

IC: Iyon Kromatografisi

IL: iyonik siv1

LC: sivi kromatografi

logD: Bir bilesigin dagilim katsayisinin PH’a bagli logaritmik degeri

logS: Bir bilesigin suda ¢oziiniirliik derecesinin logaritmik bir 6lgiistidiir

MCC: Cok Kolonlu Kromatografisi

MeOH: Metanol

MMC: Karma Mod Kromatografisi

MOF'ler: metal-organik cergeveler

MS: kiitle spektrometrisi



NPLC: Normal-Phase Liquid Chromatography (Hidrofilik Etkilesim
Kromatografisi)

PAH: Polisiklik Hidrokarbonlar

PEME: poli(etilen-alt-maleat)ester

pCEC: basinglandirilmis kapiler elektro-kromatografi

RP-HPLC: ters faz yiiksek performansli s1vi kromatografisi

RPLC: Reversed-Phase Liquid Chromatography (Ters Faz Sivi Kromatografisi)

SEC: Boyut Digslama Kromatografisi

SEM: Scanning Electron Microscopy (Taramali Elektron Mikroskopisi)

SDM: siilfadimetoksin

SDZ: siilfadiazin

SMOP: siilfametoksipiridazin

SMR: siilfamerazin

SMZ: siilfametazin

SMX: siilfametoksazol

SPE: kat1 faz ekstraksiyonu

STZ: siilfatiazol

SQX: siilfakionoksalin

UV: Ultraviyole, gilinesten gelen 151k enerjisinin bir tiirii

UV-VIS: Ultraviyole ve goriiniir 151k (absorpsiyon spektroskopi)

WCX: Zayif katyon degisim kromatografisi



1. GIRIS
1.1.Bilesik Ayirma ve Sivi Kromatografisi

Ayirma, ister dogal bir iiriin isterse sentetik bir {iriin olsun, belirli bir bilesigi izole
etmek icin kritik bir siirectir. Bir ayirma silirecindeki en biiylik zorluk, rasemik ve
homolog karigimlar gibi iki veya daha fazla bilesik arasindaki yiliksek benzerliktir. Sivi
kromatografisinin, bu sorunlara etkili bir ¢6ziim oldugu kamtlanmistir. Sivi
kromatografisi ayriminin anahtari, 1yi bir alikonma ve eliisyon siirecidir. Sabit fazlar, sivi
kromatografisinde bilesikleri ayirmak igin esastir. Hem preparatif hem de kantitatif
tirlerde ¢esitli sivi kromatografi kolonlari kullanilmakta ve gelistirilmektedir. Bu
nedenle, s1vi kromatografisi ile ilgili cok sayida ¢alisma bulunmakta ve bunlara kolaylikla

erigilebilmektedir.
1.2.81v1 Kromatografisinde Bilesiklerin Ayrilma flkeleri
S1vi kromatografi sistemiyle bilesiklerin ayrilmasi, 6rnekte bulunan bilesiklerin

sabit ve mobil fazlarla olan farkl etkilesimleri sayesinde miimkiindiir (Sekil 1.1). Sabit

fazlar, bilesiklerin ayrilmasini saglamak i¢in ¢esitli mekanizmalara gore gelistirilebilir.
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Sekil.1.1. (A) afinite, (B) elektrostatik kuvvetler ve (C) siv1 kromatografisindeki boyut farkina
dayal1 olarak kolon ve hedef molekiiller arasindaki fiziksel etkilesimlerin semasi. Rusli’den
(2022) Eldin vd. (2020, s.77)

Afiniteye dayali ayirmada (A) bilesiklere olan afinite farklari, (B) hedef
bilesiklerle elektrostatik kuvvetlerin giiciindeki farkliliklar ve (C) hedef bilesiklerin boyut
farkliliklari. Bu etkilesim modlarindan biri veya daha fazlasi, sivi kromatografisi
kullanilarak bilesik ayrimina yol agacaktir. Ticari veya gelismekte olan uygun kolonlar1
se¢mek kullanici icin biraz kafa zor olabilir. Etkilesim modlarini anlamak, kullanicilara
belirli bir analit tiirii i¢in uygun kolonlar1 se¢melerine yardimer olacaktir. Sekil 1.1.A,
belirli fonksiyonel gruplara (kirmiz1) sahip sabit faz pargaciklari (siyah), bir etkilesim ag1
araciligr ile spesifik baglanma yoluyla uygun bilesiklerle (yesil) etkilesime girerek
kolonda tutunmaya neden olur. Sabit faz, etkilesime girmeyen bilesikleri(mor) tutmaz ve
bilesikler sabit faza tutunmadan sabit fazi terk ederler. Bu ayirma modundaki yaygin
etkilesimler, dipol-dipol iletisimleri, London kuvvetleri ve kompleks olusumudur.
Hidrojen bagi ve dipol-dipol etkilesimlerinin birlesimi, hidrofilik etkilesimi saglarken,
London kuvvetleri hidrofobik etkilesimleri temsil eder.

Kompleks olusumu genellikle analitlerin protein (Riguero vd. 2020; Zeng vd.
2019, s.136), DNA, (Huberman vd. 2021, s.118) ve RNA (Busby vd. 2020, s.15;
Hovhannisyan vd. 2009, s.46) oldugu kromatografide meydana gelir. Sabit faz, ligand-
metal kompleks baglanma bolgesine sahip olan bir makromolekiil ile modifiye edilir.
Analitler ile sabit faz arasindaki daha giiclii bir etkilesim, alikonma siiresini artirirken,
daha zayif bir etkilesim alikonma siiresini azaltir. Higbir afinite etkilesimi olmayan
analitler bulmak neredeyse imkansizdir. Sabit faz ve analitler ¢cok farkli polaritelere sahip
olsa ve higbir fonksiyonel grup etkilesime giremese bile, London kuvvetleri her zaman
vardir. Her molekiil etkilesime girer. Her molekiil, farkli fonksiyonel gruplari, atom
numaralart ve 3D yapilari nedeniyle farkli sekilde etkilesime girer. Bu fark, analog
Moravcova vd. (2018, s.5) ve homolog bilesiklerin (Cong vd. 2020, s.210; Wang vd.
2015, 5.888) ayrilmasini saglar.

Sadece elektrostatik ayrilmaya dayali ayrim modu, katyonik tiirler ile anyonik
tirler arasinda Coulomb kuvvetlerinin olugmasini gerektirir. Sabit faz {iizerindeki
fonksiyonel gruplarin tiirine ve deneysel kosullara bagli olarak katyon ya da anyon olarak
islev gorebilir. Sekil 1.1.B'de goriildiigl gibi, mavi renkle gosterilen anyon, sabit fazdaki

katyona (siyah) elektrostatik kuvvetler araciligiyla baglanir ve sabit faz ile kirmizi renkli



analitlerden daha giiglii etkilestigi i¢in kirmizi renkli analitlerle yer degistirir. Yesil renkle
gosterilen bilesik ise ne pozitif ne de negatif yiiklii yani notral oldugundan, sabit fazdaki
katyon ile herhangi bir Coulomb etkilesimi yapmaz ve sabit fazda tutunmadan eliie edilir.
Ayni ilke, katyonik bilesiklerin anyonik sabit fazlar kullanilarak ayrilmasinda da
gecerlidir. Molekiillerin daha yiiksek yiik yogunlugu, daha giiclii bir elektrostatik kuvvet
olusturur ve bu da daha uzun bir alikonma siiresiyle sonuglanir.

Bu tiir elektrostatik kuvvetler, iyon degisim kromatografisi (IEC) veya iyon
kromatografisi (IC) sistemlerinde yaygin olarak kullanilir. Sabit fazin ve analitin yiikii,
mobil faz sisteminin pH" veya bilesimi ayarlanarak degistirilebilir, boylece ayrilma
gercgeklestirilebilir. pH ayari, zayif asit veya zayif baz olan molekiilleri etkiler. Mobil
fazdaki degisiklikler, yeni gec¢ici molekiillerin olugmasina veya molekiillerin 3D
konformasyonunda degisikliklere neden olabilir. Bir mobil faz sisteminde degisebilecek
degiskenler; tuz konsantrasyonu, tampon tipi ve kompleks olusturan ligandlardir. Ornek
olarak kullanilan analit tiirleri kii¢iik iyonlar (Amran vd. 2020, s.6; Guo vd. 2016, 5.1456)
ve makromolekiillerdir. Zhang vd. (2014, s.1343).

Genellikle, daha kiiciik boyutlu analit sabit fazin gézeneklerinde daha uzun siire
tutulur, bu nedenle alikonma siiresi daha biiyiik bilesiklere kiyasla artar (Sekil 1.1.C’de
gosterildigi gibi). Genel olarak, bu sistem 2000 ile 20.000.000 amu (dalton) arasindaki
biiylik molekiil kiitleli bilesikleri, 6rnegin proteinler. (Bouvier ve Koza. 2014, s.63;
Sathitnaitham vd. 2021, s.106), karbonhidratlar, Perez-Moral vd. (2018, s.196), ylizey
aktif maddeler Kothencz vd. (2018, s.36) ve polimerler Janco vd. (2013, s.36) gibi,
ayirmak i¢in kullanilir.

Yukarida belirtilen ayrilma modlarindan ikisinin veya igiiniin birlestirilmesi,
yalnizca bir modun uygulanmasina kiyasla daha etkili bilesik ayrimi saglayabilir.

Kiral kromatografi, boyut dislama ve afinitiye temelli ayirma prensiplerini bir
arada kullanir. Elektro-kromatografi (EC) (Huang vd. 2021, s.1659; Ji vd. 2021, s.13),
proteinler ve DNA'nin ayrilmasinda yaygin olarak kullanilir ve boyut ile elektrostatik
ayrim prensiplerini birlestirir. Daha yliksek yiik yogunluguna sahip bilesikler, diisiik yiik
yogunluguna sahip olanlara gore daha hizli eliie edilir. Karma mod kromatografisi
(MMC) (Qiao vd. 2014, s.1360; Aral vd. 2015, s.131), 6zellikle mobil fazdaki Sl¢iim
kosullarina bagh olarak en az iki tiir kromatografinin kullanilabilecegi bir sistemdir.

Tablo 1.1. son 10 yilda gelistirilen gesitli kromatografi tiirlerine dair 6rnekleri
Ozetlemektedir. Teorik olarak, kullanilabilecek mobil faz kombinasyonlar1 sinirsizdir.

Ancak, sabit ve mobil fazlar arasindaki uyumluluk dikkatle degerlendirilmelidir. Mobil
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faz karigimlari birbiriyle tamamen karisabilir olmalidir. Ayrica, mobil faz sabit faza zarar

vermemeli veya onu ¢ozmemelidir.

Tablo 1.1. Sivi kromatografisi tiirleri, ayrilma prensipleri ve sivi kromatografisi alanindaki yeni

gelismeler. (Rusli vd. 2022, 5.3,4,5)

Sivi Ayrilm
kromatog | aPrens Sabit Faz Analit Mobil Faz
rafi modu ibi
Ters Faz Affinite | Silika, oktadesil akrilat ve 2-vinil-4,6-diamino PAH'lar Metanol
;‘Tg_matogr 1,3,5-triazine ile modifiye edilmistir. Mallik vd.
isi
(2018, s.5)
Silika, oktadesil akrilat ve N-metilmaleimid ile | PAH'lar ve Metanol ve Su
ATHne | ogifiye edilmistir. Mallik vd. (2018, S.1555) | 1oKoferoller Karigimi
Affinite | Silika, N-Boc-fenilalanin ve siklohekzamin ile | Fitohormonl | Fosfat Tamponu ve
modifiye edilmistir. Aral vd. (2013, s.116) ar Asetonitril karisimi
Affinite | Zrs04(OH)s MOF, 2-amino-tereftalik asit veya | PAH'lar ve Metanol ve Su
4,4 bifenildikarboksilik  asit ile  modifiye | ~\romatik Karistmt
Bilesikler
edilmigtir. Zhao vd. (2017, s.12)
Hidrofobik Silika, (2-(metakriloiloksi-etil) dimetil-(3 | Toluen,Form | Su ve Asetontitril
Etkilesimli stlfonilpropil) amonyum hidroksit veya 2- amid,Di Karigimi
Sivi metakriloyloksietil fosforilkolin ile modifiye metil
Kromatogr edilmistir. S. Li vd. (2020, s.26) formamid ve
afisi Tiyoﬁre
Iyonik Karigim
Amino silika, poliedral oligomerik silseskioksan | Niikleozidler Asetonitril ve
Affinite ve akrilamid tiirevleri ile modifiye edilmistir. Bo ’ O rganik Ar.r.10ny.u.m Formiat
Asitler ve B- | Cozeltisi Karisimi
vd. (2021, S.1659) Agonistleri
Affinite | Silika, EGDMA ve maltos ile modifiye edilmistir. | Niikleobazla | Su ve Asetontitril
Chu vd. (2018, 5.1036) rve Karigimi
Niikleotidler
Silika, vinil silseskioksan ve ditiotreitol ile Oligosakaritler,Alk
Affinite | modifiye edilmistir. Lin vd. (2012, 5.84) aloidler ve Organik
Asit Gruplari
. Silik  Silika, pirazinedikarbodikanhidrit ile | Oligosakaritl Asetonitril,
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kiiciik Kiral Bilesikler I¢cin Yeni Sabit Fazlarin Gelistirilmesi

Enantiyosegicilik insan viicudunda ilag-reseptdr etkilesimlerinin temel ve
karakteristik bir oOzelligi vardir; saf olmayan enantiomerik ilaglarin yiiksek oliim
oranlarina yol agtig1 bildirilmistir. Bunun bir 6rnegi, bilim insanlarini kiral molekiil
ayrimlarina ¢ok ciddi bir sekilde yonelten talidomid trajedisidir. Blaschke vd. (1979).
Kiral sabit fazlar (CSP'ler) kullanarak sivi kromatografisi (LC), kiral ilaglarin
enantiyoselektif ayrilmasi i¢in en yaygin kullanilan tekniktir. Nguyen vd. (2006).

Kromatografik kolonlarda sabit fazlarin se¢imi, molekiillerin ayrilmasi igin kritik
bir adimdir. Silika, ylizey kimyasi ve ylizey modifikasyonu konusundaki kapsamli
uygulanabilirligi nedeniyle kiigiik molekiillerin ayrilmasinda uzun zamandir tercih edilen
bir malzeme olarak kabul edilmektedir. Ancak, goreceli termal ve kimyasal kararsizligi,
karmagik molekiiller i¢in verimli ayrimlarin  gelistirilmesindeki  kullanimini
sinirlamaktadir. Si-O-Si bagi, pH > 8'de, yiiksek sicakliklarda (>40 °C) ve fosfat ve
karbonat gibi ¢ok yaygin ama son derece zararl tiirlerin varliginda hidrolize olur. Hatta
ilimli derecede yiiksek sicakliklarda bile, hafif alkalin olan sulu/organik ortamlarda
¢oziiniir. Soukupova vd. (2005)

Polimerik ters fazlar, yaygin kullanim kosullarinda diisiik mekanik kararlilik
sergilemelerine ragmen pH 1'den 13'e kadar kararlidir. Cesitli modifikasyonlara sahip
polistiren tabanli sabit fazlarin gelistirilmesi hizli bir sekilde ilerlemistir. Svec ve Maya
(2014, s.55), c¢esitli capraz baglayicilarla polistiren-co-divinilbenzen monolitleri
hazirlamis ve bunlarin  kiiciik kiral molekiillerin ayrilmasindaki kromatografik
performansini arastirmistir. Polimerin modifikasyonlar;, Fe** katalizorii kullanilarak
Friedel-Crafts reaksiyonu ile gerceklestirilmistir. Reaksiyon kosullarimin, yani

(1 Oncii monolitlerin polimerizasyonu i¢in kullanilan sicaklik ve siire

(i) D1s gapraz baglayicinin ve katalizoriin miktar1 ve yiikleme prosediirii ve

(iii)  Friedel-Crafts alkilasyonunun sicakligi ve reaksiyon stiresi, monolitlerin

(iv)  Ozelliklerini ve dolayisiyla kromatografik performanslarini etkiledigini

gozlemlemislerdir.



Polistiren bazli polimerik malzemelerin, ters faz yiiksek performansli sivi
kromatografisi (RP-HPLC) altinda alkil aril ketonlar ve barbitiiratlarin ayrilmasinda da
uygulamalar1 bildirilmistir ve bu islemler yiiksek sicakliklarda (100-200 °C)
gerceklestirilmistir. Sanagi ve See (2005, s.32).

Selobiyohidrolaz (CBH), silika jel lizerine immobilize edildikten sonra bir kiral
kolon olarak gelistirilen ve Chiralpak CBH'nin bir pargasi olarak ticari olarak mevcut olan
kiral segici Ozellik gosteren bir protein tiirtidiir. Zhao vd. (2018). Fu ve arkadaslar1 (Fu
vd. (2020) B-blokerler, antiasit ve katinon gibi enantiyomerik ila¢ karisimlarini ayirmak
icin Lux Seliiloz-1 ve Chiralpak CBH olmak tiizere iki tiir kolonun kromatografik ayirim
ozelligini ¢alismustir. ikisi arasinda, Chiralpak CBH kolon temel olarak 5 mM amonyum
asetat (pH = 6.4)/metanol (95/5, v/v)’den olusan mobil faz kullanarak alt1 kiral ilaci
ayirmigtir.

Zhao ve arkadaslar1 bir toprak drneginden pestisit karisiminin ayrilmasinda Zhao
vd. (2018). Kiral sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometresini kullanmis ve Sekil
2.1.'de gosterildigi gibi bir dizi numune hazirhgindan sonra kati ¢evresel matrislerdeki
sekizkiral pestisitin enantiyomerik bilesimini analiz edebilmistir. S-metalaksil ve
R-metalaksilin ayrilmasi, 0,6 mL/dk akis hizinda izokratik modda sulu formik asit (%0, 1,
v/v) (A) ve asetonitril (B) (60:40, v/v) oraninda gergeklestirilen polisakkarit tabanli kolon
(Chiralcel) kullanilarak elde edilmesi dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 2.1. Kiral pestisitlerin kimyasal yapilar1 (Rusli’den (2022) Zaho vd. 2018, 5.10)

Kiral bilesiklerin ayrilmasi i¢in sabit faz gelistirmede bir diger strateji, genellikle
kiicik molekiillerden olusan bir kiral se¢ici tarafindan kiral tanima temeli {lizerine
tasarlanmig Pirkle tipi kiral sabit fazlarin (CSP'ler) kullanilmasini icermektedir. CSP'ler
icin dogal olarak bol bulunan kii¢iik molekiillerin tercih edilmesi dnemlidir. Fenilglisin
ve 16sin tiirevleri ile birlikte kinin, CSP'ler olarak kapsamli bir sekilde incelenmistir.
(Hora ve Lammerhofer, 2019, s.1596; Yu vd. 2018)

Siklodekstrin, kiral s1v1 kromatografi (LC) sabit faz1 sentezinde yaygin bir kiral
secici olarak kullanilmaktadir. Son zamanlarda Malsche ve arkadaslari, bu bilesigin
gozenekli silika siitun dizilerinde kaplama uygulamasini rapor ederek, kiral steroid
olmayan anti-inflamatuar ilaglarin (NSAID'ler) ayrimindaki kromatografik performansini
aragtirmiglardir. Naghdi vd. (2020). Her yontemin avantajlari ve dezavantajlar
mevcuttur. Kimyasal kaplama yontemi, amino asitler ve dipeptidlerin enantiyomerik
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ayriminda Ustiinlik gosterirken, dinamik kaplama yontemi ise o-hidroksi asitlerin
ayriminda daha basarilidir. Pittler vd. (2009).

Son zamanlarda kullanilan metal-organik ¢ergeveler (MOF'ler) dikkat ¢ekmistir.
Ancak, MOF'lerin genis partikiil boyutu dagilimi ve diizensiz sekli gibi baz1 zorluklar,
diistik kolon verimliligi, istenmeyen kromatografik pik sekli ve yiiksek kolon basinct gibi
sorunlara neden olmaktadir. Bu zorluklarin iistesinden gelmek hala ilgi alani olan
arastirma konularidir. Bu zorluklari asmaya yonelik bir deneme, Zhang ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢alismada, kiral ¢ekirdek-kabuk mikro kiirecik (Cuz(d-Cam).(4,40-
bpy))n@SiO2, kompozitinin  kiral sabit faz (CSP) olarak kullaniimasiyla
gerceklestirilmistir. Bu sistem, alkol, amin, keton, epoksit ve organik bazlar gibi rasemik
karisimlari basariyla ayirmistir. Chen vd. (2021).

Kiral MOF (Cuz((+)-Cam).Dabco)(Cu2C2D) ile kiral sabit fazin (CSP)
mikrosferik silika pargaciklarina immobilizasyonu i¢in tek adimli sentez yontemi, MOF
tabanli kiral sabit fazin hazirlanmasini daha da basit hale getirmistir. Wanga vd. (2020).
Bu yontemle hazirlanan kiral sivi kromatografi sabit fazi, asimetrik Michael katilma
reaksiyonu sonucu olusan iki enantiomeri ayirmak i¢in kullanilmastir.

Sekil 2.2. silika (SiOz2) pargaciklariin bakir (Cu(AcO).2-2H20), D-(+)-Kampforik
asit (DCam) ve 1,4-diazabisiklo[2.2.2]oktan(Dabco) ile modifiye edilerek SiO.@Cu2C2D

yapisinin sentez semasini gostermektedir. Bu islem, Cu2C2D kabugunu tanitmaktadir.

Repeat Step |

| B

Si0, Si0y@Cuy(CyD-1 Si0y@ CuyC,yD-2
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(-u ! !
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Dabco - R § RS ”
\‘ i “ / “ “\
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+

-
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Sekil 2.2. Silika (SiO») pargaciklarinin bakir (Cu(AcO),:2H20), D-(+)-Kampforik asit (DCam)
ve 1,4-diazabisiklo[2.2.2]oktan (Dabco) ile modifikasyonu ile SiO»@Cu,C;D'nin tiretimi.(Rusli,
2022, akt. Wanga vd. 2020, s.218)

Iyonik srvilar (IL'ler), kiral kiigiik bilesenlerin ayrilmasinda umut verici yeni
malzemelerdir. IL'lerin Janus davranigi gosterirler, yani iyonik sivi molekiiliiniin bir
ucunda polar (suyu seven), diger ucunda ise apolar (suyu sevmeyen) Ozellikler tagimasi
anlamma gelir. Bu durum, IL'lerin hem polar hem de apolar bilesiklerle etkilesime
girmesini saglar. Bu sayede, IL'ler hem suda hem de organik ¢oziiclilerde ¢ozilinebilir ve
farkli tiirdeki molekiilleri ayirmak icin kullanilabilir. Janus 6zelliklerinden dolay1 IL’ler
apolar bilesenleri apolar sabit fazlar gibi ve polar bilesenleri ise polar sabit fazlar gibi
ayirabilmelerini saglar. Kiral IL'ler ile ayrim, siv1 katyonik gruplar ile anyon 6rnekleri
arasindaki iyon degisimi etkilesimi yoluyla gerceklestirilir; bu, kiral asitlerin ayriminda
oldugu gibi Orneklenebilir. He ve arkadaslar1 He vd. (2018), imidazol tiirevleri ile
halkasal hekzen oksidin halka ac¢ilmasi yoluyla kiral imidazolyum hazirlamig ve ardindan
substitiientleri modifiye etmislerdir.

Ayrica, kiral IL'ler, silikon kiire yilizeyine tiklama kimyast (click chemistry)
araciligiyla immobilize edilmistir. He vd. (2018) Modifiye edilen substitiientlerin, hem
kiral segicide hem de mobil fazda kiral ayirma yeteneklerini 6nemli 6l¢iide etkiledigi
gozlemlenmistir; bu da baska iyon degisimi etkilesimlerinin mevcut oldugunu
gostermektedir. Deneylerde cesitli parametreler arastirilarak, sterik engel, hidrojen bagi
ve n-1t etkilesimlerinin enantiyoselektivite i¢in hayati dneme sahip oldugu onerilmistir.

Kiralin imidazolium IL'leri, silikona bagli olarak CSP'ler olarak kullanilmis ve
organik asitlerin ayriminda uygulamalar1 Huang ve arkadaslar tarafindan bildirilmistir.
Wang vd. (2016). Kolon malzemesi silikona immobilize edilmistir ve kiral
farmasotiklerin ayriminda potansiyel uygulamalarini gostermistir. Sekil 2.3. silikona
emdirilmis kiral IL'lerin kolon malzemeleri olarak sematik temsilini sergilemektedir.
Substitiientlerin (R) varyasyonlari, belirli rasemik ilaglara yonelik kromatografi

performansin ayarlanmasina olanak tanir.
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Sekil 2.3. HPLC i¢in kiral imidazolium sabit fazlari.(Rusli, 2022, akt. Wang vd. 2016, s.70)

kaynakli izni ile yeniden basilmustir.

2.2. Poliaromatik Hidrokarbonlarim (PAH’larin) Ayrilmasi i¢cin Sabit

Fazlarin Gelistirilmesi

Kiigiik organik bilesiklerden bir diger sinif, sirasiyla mikroplastiklerin ardindan
cevresel sorunlara neden olan baslica kirleticiler olarak ortaya g¢ikan poliaromatik
hidrokarbonlar (PAH'lar)dir. PAH'larin yapilar: Sekil 2.4'te gosterilmektedir.

PAH'lar ¢esitli yontemlerle analiz edilebilir; bunlar arasinda Yiiksek Performanslh
S1v1 Kromatografisi (HPLC)(Chu vd.2021; Dong vd. 2012) ve voltametri Penezi’c vd.
(2014) bulunmaktadir. Analiz edilen 6rnek tiirleri su 6rnekleriyle sinirli kalmamis, ayni
zamanda gida triinleri Onopiuk vd. (2022) ve kozmetik {irlinler Wang vd. (2019) gibi
diger ornekleri de icermektedir. Orneklerin PAH analizi kat1 faz ekstraksiyonu (SPE)
veya s1vi-sivi ekstraksiyonu (LLE) ile baglayan bir ekstraksiyon siireci ile baglar.

PAH'lar1 analiz etmek i¢in en standart HPLC kolonu, ylizeyinde oktadesil islevsel
grubu bulunan silikadir; bu daha ¢ok C18 kolonu olarak bilinir. Lung vd. (2015) Standart
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sabit faz, birgok PAH'tan olusan bir 6rnek i¢in tatmin edici sonuglar vermez. Fernandez-
Navarro vd. (2012) Bu nedenle, yeni materyaller kullanilarak sabit fazin gelistirilmesi

gerekmektedir.

Naftalin Antresen

Piren A
Benzo(e)piren Benzo(a)piren

O 0 (2
B ) @

S
o

Benzo(b)floroanten Benzo(k)floroanten

Sekil 2.4. Cesitli PAH tiirleri ve bunlarin tiirevleri. (Rusli vd. 2022, 5.13)

Poliaromatik hidrokarbonlarin (PAH'lar) analizi i¢in en yaygin olarak gelistirilen
ve ticari olarak mevcut olan sabit faz, belirli fonksiyonel gruplara sahip karbon zincirleri
ile graftlenmis silikadir. Silika parcaciklarini hazirlamak i¢in yaygin olarak kullanilan
onciiler tetrametoksisilane (TMOS), tetraetoksisilane (TEOS) ve sodyum silikattir.
PAH'lar hidrofobik 6zellikler sergilediginden hidrofobik bir sabit faza ihtiya¢ duyarlar.
Silikanin silanol gruplarinin varlig1 nedeniyle hidrofilik 6zellikleri vardir; bu nedenle
teorik olarak PAH ayrimi i¢in uygun degildir. Bu nedenle, silika yiizeyinin bir
modifikator kullanilarak hidrofobik hale getirilmesi gerekmektedir.
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Kullanilan bazi modifikatorler trikloro-oktadesilsilan (TCES),
4aminobiitildimetilmetoksisilane  (ABDMS), viniltrimetoksisilane  (VTMS) ve
fenilpropyldimetilklorosilan (PPDMC) gibi bilesenlerdir (Taskin vd. 2018, s.41;
Stevenson vd. 2010, s.1217). Gelistirilen modifikatorlerin ortak 6zellikleri, alkoksi alkil
silan ve halojen alkil silan ailelerinin varligidir. Modifikator, hidrofobik silika elde etmek
icin ¢ogu silanol grubu ile reaksiyona girer. Silikanin hidrofobikligini artirmak i¢in bir
son kaplama islemi ger¢eklestirilmesi gerekmektedir. Bu islem, kalan silanol gruplarini
ortadan kaldirmay1 amaglamaktadir. Taskin ve arkadaslari, C18 silika pargaciklarini elde
etmek i¢in TCES kullandilar. Onceki arastirmalardan farkli olarak, bu ¢alismada TCES
ile silika pargaciklari arasindaki reaksiyonun yan iirlinii olan piridin, bir HCI baglayicisi
olarak kullanildi. Son kaplama islemi heksametildisilazan kullanilarak gergeklestirildi.
Taskin vd. (2010) Mermat ve ekibi ise daha karmasik bir yontem kullandi. Bu grup, silika
yiizeyine sitronellol eklemek i¢in bir dizi reaksiyon gerceklestirdi. Sitronellol, ABDMS
baglayici ajan1 ve 4'-hidroksi-4-bifenilkarboksil kullanilarak silika yiizeyine baglandi.
Son kaplama islemi, N-(trimetilsilil)dimetilamin ile gerceklestirildi. Mermat vd. (2020).

Stevenson ve arkadaslari, baglayici ve son kaplama ajanlar1 olarak sirasiyla
fenilpropyldimetilklorosilan ve trimetilklorosilan kullandi. Calisma, bagli fenil miktarini
artirmanin PAH'larin ayrim verimliligini artirabilecegini gosterdi. Stevenson vd. (2010)
Karbon noktalar1 (CD), Wu ve arkadaslarmin gosterdigi gibi, esdeger C18 tipi ticari
kolonlardan daha iyi ayrim verimliligi saglama yetenegine sahiptir. CD, sitrik asit ve
oktadekanamin kullanilarak solvotermal bir teknikle (yani yiiksek sicaklik ve basing
altinda) hazirlandi. Uygun polariteye sahip CD, ardindan silika yiizeyine EDC/NHS
baglayict ajam1 kullanilarak baglandi. Wu vd. (2021) Ancak, bu calismada, ayrim
verimliligini artiracak olan son kaplama islemi gerceklestirilmedi.

Parcacik bazli akrilikler, son yillarda PAH ayrimi i¢in en yaygin yontemlerden
biri haline gelmistir. Zhao ve arkadaslari, radikal polimerizasyon ilkesini kullanarak
VTMS ile modifiye edilmis silika ylizeyinde poli(N-izopropil akrilamid) iiretebildiler.
Zhao vd. (2020).

Tiyol-ene reaksiyonlar1 gibi, tiol-metakrilatin Michael katilma reaksiyonu da
silika kolonlarinin {iretiminde kullanilabilir. Lin ve arkadaslari, metakrilat-polihidrojenli
oligomerik silseskvisilan ile ii¢c ¢oklu tiol c¢apraz baglayiciyr aym anda, yani
1,6heksandiol ditiol, trimetilolpropandi tris(3-merkapto propionat) ve pentaeritritol
tetrakis (3-merkapto propionat) ile dimetil-fenil fosfin katalizorii kullanarak sivi
kromatografi igin bir kapiler kolon hazirladilar. Lin vd. (2015). Mallik ve ekibi, oktadekil
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akrilat, N-metil maleimid ve 3merkapto propil trimetoksisilane't AIBN katalizorii
kullanarak bir telomer elde etmek icin reaksiyona soktular. Bu telomer daha sonra silika
yiizeyinde hidrolize edildi. Mallik vd. (2018).

Wang ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen re¢ine, PAH'lar1 ayirmada iyi bir
performans gostermistir. Regine, metil metakrilat monomeri ve etilen glikol dimetakrilat
capraz baglayici ile akril pimarik asit etilen glikol akrilat ve AIBN katalizorii kullanilarak
sentezlenmistir. Wang vd. (2019). Peng ve arkadaslari, 12-metakrilil dodekilde fosfatidik
asit ile etilen glikol dimetakrilatin AIBN katalizorii ile polimerizasyon reaksiyonundan
bir kapiler kolon sentezlemeyi basardilar. Peng vd. (2016). Yu ve arkadaslar1 benzer
sonuglar bildirmig ancak propargil metakrilat ve etilen dimetakrilat kullanarak sentez
yapmiglardir. Yu vd. (2015)

Kiral molekiillerin se¢ici ayrimi i¢in, modifiye edilmis polistiren, seliiloz
biyohidrolaz, siklodekstrinler, kiral metal-organik ¢ergeveler (MOF'ler) ve iyonik sivilar
gibi kiral segiciler kullanilarak kiral sabit fazlar (CSP'ler) hazirlanmistir. PAH baglanmasi
icin hidrofobik yiizeyler, sivi kromatografisinin temel bir bilesenidir. Ayrica, eliisyon
kosullarinin, ozellikle ortamin pH ve iyonik gii¢, ayarlanmasiyla, hidrofobik yiik
indiiksiyonu kromatografisi (HCIC) ve karma mod kromatografisi (MMC) gibi yontemler
de daha iyi protein saflastirmasi elde etmek icin incelenmistir.

Son gelismelere ragmen, sivi kromatografisinde sabit fazlarin gelistirilmesine
ithtiya¢ duyulmaktadir. Yeni materyaller, potansiyel adsorbentler olarak sabit fazlar haline
dontstiiriilebilir. Molekiillerin hizli ve segici bir sekilde birlestirilmesine izin veren bir
yontem olarak tiklama kimyasinin (Click chemistry) ve host-guest kimyasinin
poplilerlesmesi, sabit faz malzemelerinin modifikasyonu ve ¢esitlendirilmesi i¢in firsatlar

sunmaktadir.

2.3. Karma Mod Kromatografisi

Son birka¢ yilda, HPLC, evrensel uygulanabilirligi ve olaganiistii analiz
hassasiyeti nedeniyle arastirma, tip, gida, iiretim ve bircok diger cesitli alanda
vazgecilmez bir analitik teknik olarak kullanilmaktadir. Bu teknik, analizlerin ayrilmasi
ve karakterizasyonunda yliksek verim saglar. Sabit fazlar, etkili bir ayrilma saglayan
HPLC sisteminin temel birimlerini olusturur. Farkl: silika malzemeleri arasinda, alkile
edilmis silika, 6zellikle oktadesil zinciri (C18) ile fonksiyonellestirilmis olan, ters faz

(RP) bilesiminde en ¢ok kullanilan sabit fazdir. C18 sabit fazi, hidrofobik iletisimlerin
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giiciinden faydalanarak analitlerin ayrilmasin1 saglarken, ayn1 zamanda ortamin pH ve
polaritesi gibi degiskenlerine bagli olarak ayrilma selektivitesini arttirmayr saglar. RP
Coziict ile uyumlu faz arasinda hidrofobik iletisimleri kullanan kromatografi, 6zellikle
diisiik siklikta ayrilma i¢in en sik kullanilan ayirma modu kalmaya devam etmektedir. Bu
yontem, analizlerin farkli karisimlardan yiiksek verimlilikle ayrilmasina olanak tanirken,
ayni zamanda analizlerin dagilimini ve hassasiyetini de artirmaktadir. Bununla birlikte,
farkli maddelerin etkin bir sekilde ayrilmasi i¢in alternatif sistemlerin de kullanilmasini
gerektirmemektedir. Orta ve diisiik polariteye sahip analitler i¢in miilkemmel verimlilik
ve segicilik saglar. Bu 6zellikler sayesinde hidrofobik islemlerle kromatografi, 6zellikle
karmagik biyomolekiiler karigimlarin analizi i¢in vazgecilmez bir yontem haline
getirilmistir. Yiiksek polariteye sahip analitlerin ayrilmast i¢in farkli ydntemlerin
uygulanmas1 miimkiindiir. Ancak, RPLC (Ters Faz Sivi Kromatografisi) uyum yetenegi
olasiliklar1 ve ayrilabilen ¢oziiciilerin araligi da kisithdir. Yiiksek polariteye sahip
analitler i¢in, bu tiirdeki RP sorbentlerinde ayrilma yetersiz oldugundan, HILIC alternatif
ayirma modu olarak uygulanir. HILIC, son yillarda hizla biiyiiyen ayrilma modlarindan
biridir. Bu yontem, yiiksek polariteye sahip analizlerin ayrilmasinda aktivitesi ile dikkat
cekmekte ve Ozellikle biyomolekiiller, sekerler ve diger polar molekiillerin analizinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yeni kesfedilen mod, RPLC'yi uygun bir sekilde
tamamlamaktadir. HILIC, o6zellikle polar analitlerin ayrilmasinda yiiksek verim ve
seciciligi sayesinde, ¢ok fazli kromatografi ile birlikte karigimlarin analizinde daha genis
¢Oziim sunmaktadir. Polar ve hidrofilik ayirma icin tercih edilen bir yontem sunmakta ve
bu spesifik alanda HILIC, RPLC'yi agik¢a geride birakmaktadir. HILIC, 6zellikle polar
analitlerin yiiksek verim ile ayrilmasini saglarken, bu tiir ¢aligmalar igin daha iyi
sonuglarin elde edilmesine olanak saglar. Ancak, her iki kromatografik yontemin ayr1 ayr1
uygulanabilirligi miimkiindiir. Bu kisitlamalar, farkli polarite ve yapilara sahip analitlerin
etkin bir sekilde ayrilmasini zorlagtirmakta ve analitik calismalarda daha genis ¢oziim
yolu gerektirmektedir. Farmakolojik tiriinlerde, cevrede ve gidalarda bulunan bazi
bilesikler, tek bir ayrim mekanizmasina sahip sabit fazlar kullanilarak etkin bir sekilde
ayristirilamaz. Buna karsin, (Halfpenny ve Brown 1986, s.20) calismasi, ¢esitli
fonksiyonel gruplarin etkilesimi icin karma mod fazlarinin daha 1iyi sonuglar
saglayabilecegini bircok kez kanitlamistir. Bu tiir sabit faz analitlerin ayrilmasinda daha
fazla secicilik ve verimlilik sunarak, kompleks karisimlarin analizini kolaylastirmaktadir.
Bu nedenle, birden fazla alikoyma segenegine sahip karma-mod kromatografi (MMC),

son birkag¢ yilda 6nemli bir ilgi odag haline geldi. Bunun bir¢ok nedeni vardir; Bunlar
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arasinda, geleneksel tek modlu fazlarla kiyaslandiginda daha genis bir analit sinifina
uygulanabilme esnekligi sunmasi, MMC sorbentinin farkli eliisyon modlarinda
uygulanabilmesi, iki veya daha fazla tek modlu sabit fazlarin tek bir sabit fazda
birlestirilmesinin miimkiin olmasidir. Ayrica karma-mod kromatografi, analitlerin
ayrilmasinda yiliksek verimlilik ve seg¢icilik ile kompleks karigimlarin analizinde daha
kapsamli uygulama sunmaktadir. MMC, baz1 tek modlu ayirmada elde edilen
analizlerden ¢ok daha iistiin analizler saglamakta ve bu da analitlerin daha net ayrilmasina
olanak saglamaktadir. Cogu karma modlu kromatografi (MMC) sorbentleri, genellikle
ters faz sivi kromatografisi (RPLC), hidrofilik etkilesim sivi kromatografisi (HILIC) ve
iyon degisim kromatografisi (IEC) olmak {izere {i¢ yaygin moddan ikisinin birlesimine
dayanir. Ancak florofilik etkilesimler, boronat afinitesi, kiral tanima ve daha bir¢ok
etkilesim gibi baska etkilesimler de miimkiindiir. MMC, c¢esitli yontemlerle
gerceklestirilebilir. Ornegin, farkli tek molekiil sabit fazlarla doldurulmus iki veya daha
fazla kolon seri olarak baglanabilir veya birden fazla tek molekiil yapisina sahip maddeler
karistirilip kolona yerlestirilerek MMC ayirma analizi uygulanabilir. Ote yandan, silika
veya organik polimer gibi uygun bir destek maddesi, karma-mod sabit faz olusturmak
amaciyla uygun sekilde modifiye edilebilir. Hazirlanan MMC sorbentlerinin sekillerinde
onemli farklilik gosterebilir. Silika tabanli karma modlu fazlar polar embedded, polar
end-capped ve zwitteriyonik yapili ligandlarin yani sira, farkli fonksiyonel gruplu
ligandlarla da modifiye edilmis olabilir. Zhang vd. (2016). Polimerik, hibrit ve monolitik
MMC fazlar s6z konusu oldugunda, tasarim c¢esitliligi daha da belirginlesir, ¢iinkii sabit
faz matrisi kendi basina ¢oklu etkilesimlere sahip olabilir ve ayrica tiirevlendirilebilir.
Mevcut ticari kolonlarin farkli secicilige sahip yeni sabit fazlara olan talep devam ettikge,
birgok bilim insani1 sorbentlerin ¢esitliligini daha da artirmak i¢in yeni malzemeler
tasarlamaya devam etmektedir. MMC'nin oncelikli olarak diisiik molekiil agirlikli
¢oziinenlerin ayrilmasi i¢in kullanilmasina ragmen, antikorlar ve serum proteinleri de
dahil olmak iizere biyomolekiiller su anda ¢esitli MMC ile basarili bir sekilde izole
edilmekte, yogunlastiriimakta ve saflastirilmaktadir. Iyi tuz toleransi, yiiksek sorpsiyon
kapasitesi, secicilik ve uygun maliyet, MMC'nin bu alandaki baglica avantajlarini temsil

etmektedir. Hong vd. (2016).

2.3.1. Silika Tabanh Karma Modlu Sabit Fazlar
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Yeni karma modlu kromatografi (MMC) sabit fazlarinin ¢ogu, yiiksek verimliligi
ve kolay kimyasal modifikasyon 6zellikleri nedeniyle destek malzemesi olarak silikay1
kullanmaktadir. Silika, ¢esitli gézenek boyutlari, yiizey alani, gézenek genisligi dagilimi,
yogunluk, partikiil boyutu ve sekillerde hazirlanabilir. Tiim bunlar, mevcut sentetik ve
hibrit kromatografik sabit fazlar 6nemli bir rekabeti olusturmasina ragmen, silikay yeni
baglanmis fazlarin elde edilmesi i¢in daha da cazip kilmaktadir. Silika, ayrica gesitli
fonksiyonel gruplar ile kimyasal olarak baglanabilir, bu da hedef molekiillere kararl ve
secici baglanmayi saglar. Bu 6zellikler, silikay1 karma modlu kromatografi i¢in ideal bir
temel haline getirir. Son yillarda silika {izerinde bir dizi iyonik sivi (IL) MMC fazi
hazirlanmistir. IL'ler sivi formdaki tuzlardir. Ho vd. (2014). Diisiik uguculuk ve yiliksek
termal kararlilik gibi benzersiz 6zellikler, ayirma islemleri i¢in ¢ekici hale getirir. IL'lerin
MMC fazlarma dahil edilmesi, kromatografik ayirma isleminin seciciligini ve
verimliligini artirir. 100 °C'de veya altinda erime noktalarina sahiptirler. Cogu durumda,
IL'ler bir organik katyon, bir organik veya inorganik anyondan olusur. 1992'de oda
sicakliginda kararli imidazol bazli IL'lerin ilk kez piyasaya siiriilmesinden bu yana,
IL'lerin hazirlanmasi ve uygulamalar1 i¢in yapilan arastirmalar kimya toplulugu iginde
hiz kazanmistir. Wilkes ve Zaworotko (1992). IL'lerin 1yi ¢6ziicii 6zellikleri, yiiksek yiik
yapist ve miikemmel kararlilik, thmal edilebilir buhar basinci ve yanici olmama gibi
olaganiistii 6zellikleri, bunlarin ¢esitli alanlarda kullanilmasini miimkiin kilmaktadir (Yao
vd. 2018; Radai vd. 2018). iyonik sivilarm (IL'lerin) 6zgiin dzellikleri, IL'leri olusturan
katyon ve anyon kisimlar1 arasindaki elektrostatik etkilesimlerin yani sira, birbirleriyle
benzersiz intermolekiiler etkilesimler sergileme yeteneklerinden kaynaklanmaktadir.
Ayrica, IL'ler belirli bilesik gruplar icin olaganiistii segicilik gosterecek sekilde
tasarlanabilir. Bir IL'ye polar siibstitlientler eklenmesi, IL ile polar ¢dziinenler arasinda
dipol-dipol etkilesimlerini tesvik edebilir. Benzer sekilde, uzun alifatik alkil zincirlerini
bir IL'ye uyarlamak, polar olmayan analitlerle dispersiyon etkilesimlerine girme
yetenegini artirabilir. IL'ler, hareketli faza katki maddesi olarak kullanilabildikleri veya
sabit fazin yiizeyine tutunabildikleri yliksek performansl sivi kromatografisinde (HPLC)
onemli bir rol oynarlar. ilk imidazolyum bagl silika 2004'te hazirlandigindan bu yana,
birgok yeni IL tabanli sabit faz sentezlenmistir. (Liu vd. 2004, s.15; Zhang vd. 2014, s.53).

HILIC/anyon degisim sisteminde kullanilmak {izere yeni bir iyonik siv1 (IL) tiirti
sabit faz olarak Onerilmis, sentezlenmis ve karakterize edilmistir. Yang vd. (2016).
Niikleozitler, niikleobazlar, suda ¢dziinebilen vitaminler, siilfonamidler ve sakkaritler

HILIC modunda bu sabit fazin etkinligini belirlemek i¢in analit olarak kullanilmistir.
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Jiang ve arkadaglari, 1-oktilbenzimadazol ile 3-kloropropil silika arasindaki
reaksiyon yoluyla oktilbenzimadazolyum grubunu silika yilizeyine baglamistir. Jiang vd.
(2016). Sorbent ters faz ve anyon degisim uygulamalarinda basarili bir sekilde ¢alismustir.
Polsiklik aromatik hidrokarbonlar, siibstitiie benzenler, anilinler, fenoller, inorganik ve
organik anyonlar kullanilarak gosterildigi {izere, sorbent ters faz ve anyon degisim
uygulamalarinda basarili bir sekilde galigilmistir.

Yeni bir sabit fazin hazirlanmasinda, imidazolyum bazli iyonik siviya gomiilii
oktadecil (C18) ve aril stlfonat gruplar1 ile fonksiyonellestirmek igin tiyol-en Klik
kimyas1 kullanilmistir. Ren vd. (2018). Uriiniin fonksiyonelligi géz oniine alindiginda,
RP/HILIC/IEC karma modlu kapasite beklenmistir. Gergekten de, alkilbenzenler RP
modunda, niikleositler ve flavonoidler HILIC modunda ve fenoller, benzoik asitler ve
anilinler ise 1yon degisim modunda ayrilmistir. Ayrica, yeni sabit fazin, ticari C18 faza
gore daha hizli ve daha iyi performans gosterdigi belirlenmistir.

Amid grubu igeren imidazolyum iyonik sivisi, 3-merkaptopropil modifiye silika
ile vinil-substitiisyonlu imidazolyum iyonik sivisi arasindaki tiol-en klik kimyasi yoluyla
silika iizerine modifiye edilmistir. Qiao vd. (2018). Hazirlanan amid IL kolonunun
kromatografik performansinin, 6zellikle insan idrar orneklerindeki flavonoidler gibi
karmasik Orneklere yonelik olarak ticari bir MMC sorbentine gore iistiin oldugu
bulunmustur. Bu, bu sabit fazin biyoanaliz ve ¢evresel uygulamalardaki potansiyelini ve
IL modifikasyonlarinin ayirma kabiliyetini artirmadaki etkinligini gosterir.

Son zamanlarda, iyonik s1vi (IL), yeni bir karma mod kromatografisi (MMC) fazi
olusturmak i¢in bir kaliksaren yapisiyla birlestirilmistir. Hu vd. (2016). Kaliksarenler,
ayarlanabilir bir kaviteye ve ¢ok yonlii komplekslesme yetenegine sahip olarak, tag eterler
ve siklodekstrinlerden sonra {iglincii nesil siipramolekiillerin temsilcilerindendir. Bu
kombinasyon, ayirmalarin segiciligini ve verimliligini artirarak c¢esitli bilesiklerin
hedeflenen sekilde ayrilmasina ve analizine olanak tanir. Kaliksaren c¢ergevesinin
benzersiz 6zellikleri, IL'lerin avantajli 6zellikleriyle birlikte, bu yeni sabit fazi analitik
kimyadaki uygulamalar icin ozellikle umut verici hale getirir. Makrosiklik yapilari
metilen kopriileriyle birbirine baglanan fenolik birimlerden olusur. Zhang vd. (2016). Bu
yapilandirma, cesitli analitlerle secici etkilesimlere izin vererek karisik modlu
kromatografi uygulamalarinda tutma ve ayirma verimliligini artirir. Kaliksaren yapisinin
ayarlanabilirligi, hedef bilesikler i¢in belirli afinitelere sahip sabit fazlarin tasarlanmasin
saglar ve bu da onu ¢esitli kromatografik teknikler i¢cin ¢ok yonlii bir se¢im haline getirir.

Iyonik sivilarin dahil edilmesi, bu fazlarin kararlihgini ve performansini daha da
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iyilestirerek etkili ayirma stireclerini kolaylastirir. Ayirma biliminde kaliksarenlerin
uygulanmasina odaklanan degerli inceleme makaleleri yaymlanmistir. (Mokhtari vd.
2011, s.69-73; Sliwka-Kaszynska, 2007, s.37; Gezici vd. 2015, s.83). Bu incelemeler,
kaliksarenlerin  benzersiz ~ 6zelliklerini, konak-misafir kompleksleri olusturma
kabiliyetleri ve ¢esitli analitler icin segiciligi artirma potansiyelleri dahil olmak iizere
vurgulamaktadir. Bu makalelerde saglanan i¢gdriiler, farkli alanlarda ayirma
tekniklerindeki ilerlemelere katkida bulunarak, yenilik¢i kromatografik sabit fazlar
gelistirmede kaliksaren bazli malzemelerin 6nemini vurgulamaktadir. Kaliksarenler, nt-nt
ve hidrofobik etkilesimler, hidrojen bagi ve inkliizyon konak-misafir degisimi dahil
olmak tizere gesitli etkilesim mekanizmalarina aracilik eder ve bu da geleneksel sabit
fazlara gore potansiyel avantajlarim1 gosterir. Bu etkilesimler, kromatografik
uygulamalarda gelismis secicilik ve hassasiyet saglar ve kaliksarene bazli malzemeleri
karmasik karisimlarin ayrilmasi i¢in 6zellikle degerli hale getirir. Silikaya kovalent olarak
bagli olan kaliksaren-IL ligandlari, sulu ortamlarda organik bilesikler ve iyonlar i¢in
benzersiz tanima yetenekleri sergileyebilir. Bu gelismis segicilik, kaliksaren bogluk
yapisinin ve iyonik sivinin 6zelliklerinin birlesik etkilerinden kaynaklanir ve hedef
analitlerle etkili etkilesimlere olanak tanir. Bu malzemelerin uyarlanabilirligi, onlar
cevre analizi, ilaglar ve biyokimyasal ayirmalar dahil olmak iizere gesitli alanlardaki
uygulamalar i¢in umut verici adaylar haline getirir. Sulu kosullarda etkili bir sekilde
calisabilme yetenekleri, biyomolekiillerin ve diger suda ¢éziinen bilesiklerin ayrilmasi ve
saflastirilmasi i¢in 6zellikle faydalidir. (Abraham vd. 2004, s.1037; Vitha ve Carr, 2006,
s.1126; Sykora vd. 2016, s.39).

Ug adimli bir buhar fazi ¢oktiirme yontemi kullanilarak, hidrotermal kararliligt
artirtlmis yeni bir amino-fonksiyonelize edilmis karma modlu kromatografik (MMC)
sabit faz1 sentezlenmistir. M. Chen & L. Chen (2018, s.10). Bu yaklasimla sabit fazlarin
¢ogaltilmasi amaciyla gelismis bir yontem sunulmaktadir. Aminopropil-fonksiyonlu
silikalar, karbonhidratlar ve diger hidrofilik analitler i¢in siklikla kullanilir. Aminopropil
fonksiyonel gruplu silikalar, siklikla karbonhidratlar ve diger hidrofilik bilesiklerin
analizinde kullanilan sabit fazlardir. Bu fazlar, HILIC, RP, normal faz ve IEC dahil olmak
tizere coklu modlu ayirimlarda uygulanabilir. Ancak, aminopropil-silika kolonlar
genellikle kisa Omiirliidiir. Faz {izerindeki yiiksek amin grubu konsantrasyonu nedeniyle
bazik ortam, silika altliginin aginmasina yol acar ve 6zellikle su varliginda baglanmis
gruplarin hidrolizini katalizler. Amino-fonksiyonel gruplu malzemelerde koprii gorevi

goren etilen gruplarmin dahil edilmesi, hidrofobikligi artirabilir ve nihai
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aminopropilmodifiye edilmis sabit fazin hidrotermal stabilitesini yiikseltebilir. C. Li vd.
(2011).

2.4. SULFONAMIDLER

Stilfonamidler, siilfamatlar ve siilfamidler gibi yapisal olarak iligkili tiirevleri,
fonksiyonel grubun ya dogrudan aromatik, heterosiklik, alifatik veya seker iskeletine (tip
A) bagh oldugu ya da cogunlukla oksijen veya nitrojen olmak iizere bir heteroatom
araciligiyla boyle bir iskelete eklendigi (bu da sirasiyla siilfamatlara ve siilfamidlere yol
acar) genel formiilii A-SO2NHR olan bilesik sinifidir. (Capasso,2014, s.29; Carta, 2004,
s.6; Scozzafava vd. 2003; Supparan, 2017, s.10). R kisminin dogasi da oldukga degisken
olabilir; birincil siilfonamitler/stilfamatlar/stilfamidler dikkate alindiginda hidrojenle
bagslar. Carta vd. (2008-2012) ve yukarida A i¢in belirtilen tiplerdeki heteroatomlar1 (OH,
NH2, vb.) ve organik iskeletleri iceren cesitli kisimlara kadar uzanir. (Scozzafava vd.
2013; Winum vd. 2006). Bu nedenle, bu bilesik simifi, genellikle klasik sentetik
metodolojiler Supuran (2008, s.7) yoluyla kolayca elde edilebilen ve ayrica onlarca yildir
1yl bilinen ila¢ benzeri 6zelliklere sahip olan ¢ok ¢esitli tiirevlere yol acgabilir. (Carta,
2013, s.23; Masini vd. 2013, s.23; Monti vd. 2013, s.23; Neri 2011, s.10; Scozzafava vd.
2013, s.23; Supuran, 2016, s.31). Siilfonamidler, hayvancilikta enfeksiyonlar1 6nlemek,
hastaliklar1 tedavi etmek ve biliylimeyi desteklemek i¢in veterinerlik uygulamalarinda
yaygin olarak kullanilan bir grup antibakteriyel ajandir. (Dost vd. 1991, s.74; Stowe,
1965; Jen vd. 1998) Hayvancilikta siilfonamidlerin yaygin kullanimi, et ve et iiriinlerinde
stilfonamid kalintisinin varligiyla iligkilendirilmistir. Bu ilaglarin hayvan dokularindaki
belirgin kalintilarina ek olarak, bu ila¢ kalintilarinin ve metabolitlerinin biiylik miktarlar
disk1 ve idrar yoluyla da atilabilir. Sonu¢ olarak bu bilesikler su ve atik su aritma
tesislerine karisarak insanlar i¢in saglik tehlikesi olusturur ve ayrica atik su aritiminda
biyolojik siireclerde yer alan mikroorganizmalarin biiyiimesini engeller. Littlefield vd.
(1990). Gidalarda siilfonamid kalintilarinin  bulunmasi endise vericidir ¢linkii
bilesiklerden bazilarinin kanserojen oldugu bilinmektedir. Haagsma vd. (1987) ve bunlar
genellikle antibiyotik direnci gelistirme riskini artirir. Doerge vd. (1993), bu da benzer
ilaglarin  terapotik  kullanimini  etkisiz  hale getirir. Son donemdeki sonuglar,
stilfametazinin olas1 bir tiroid kanseri olarak rol oynayabilecegini gostermistir. Reimer

vd. (1991). Gida ve hayvan dokularindaki siilfanamid kalintilart ¢ok diisiik miktarlarda
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bulunabilir, ancak fiziksel olarak saglik agisindan zararli olabileceklerdir. Malintan &
Mohd (2006). Bu nedenle, bu durum bilim camiasinin dikkatini ¢ekmistir.

Sentetik antimikrobiyal antibiyotik sinifi olan siilfonamidler, genis spektrumlu
antibakteriyel etkilerinden dolayr insan ve veteriner hekimliginde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Stowe (1965, s.457). Hayvancilikta bakteriyel enfeksiyonlar1 tedavi
etmek ve onlemek ve iiretim verimliligini artirmak i¢in siklikla kullanilirlar. Bununla
birlikte, siilfonamidlerin artan kullanimi, yumurta, et ve siit gibi gida riinlerinde
tiikketiciler i¢in risk olusturabilecek ve potansiyel olarak artan antimikrobiyal direng
sorununa katkida bulunabilecek ila¢ kalintilarinin birikmesine iliskin endiseleri
artirmustir. Titus & Mathew (2004). Avrupa Birligi ve ABD Gida ve Ilag Idaresi de dahil
olmak iizere diinya c¢apindaki diizenleyici kurumlar, halk saglig1 giivenligini saglamak
amacityla gida maddelerindeki siilfonamidler i¢in kati maksimum kalinti limitleri
getirmigtir. Littlefield vd. (1990, s.157). Bu durum, bu kalintilarin varligini izlemek igin
daha gelismis ve dogru analitik tekniklere olan ihtiyact artirmistir. (Doerge vd. 1993,
s.1126; Haagsma vd. 1987, s.41).

Siilfonamidlerin analizi, farmasétik endiistride ve klinik arastirmalarda biiyiik bir
oneme sahiptir. Stilfanamid ilaglarinin analizi i¢in ince tabaka kromatografisi (TLC), gaz
kromatografisi (GC), gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) ve sivi
kromatografisi (LC) gibi bircok yontem kullanilmaktadir. Ince tabaka kromatografisi
(TLC), girisimlere acik olup kantitatif analiz i¢in yetersizdir. (Reeves, 1999, s.127;
Auistin, 1990). Elektron iyonizasyonu (EI) kiitle spektrometrisi (MS) ile birlestirilmis gaz
kromatografisi ise hem duyarli hem de se¢ici bir yontemdir. Ancak, ugucu olmayan ve
termal olarak kararsiz siilfonamitlerin analiz ~ Oncesinde tiirevlendirilmesini
gerektirmektedir. HPLC, bu bilesiklerin dogrulugunu ve hassasiyetini saglamak i¢in
yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Kolon se¢giminden mobil faz bilesimine kadar dogru
parametreler ile yapilan analizler, siilfonamidlerin etkinligini ve safligin1 en iyi sekilde

belirlemeye olanak tanir. (Cannavan vd. 1996, s.121; Msagati vd. 2004).

2.5. Kantitatif Parametrelerle Karma Mod Mekanizmasinin Tartisiimasi

Karma modlu HPLC'deki ayirma mekanizmasi, kantitatif yapi-tutma iligkileri
(QSRR'ler) ve c¢esitli fizikokimyasal parametreler kullanilarak daha iyi anlasilabilir ve
optimize edilebilir. Yasar Mumim vd. (2022). Anahtar parametreler, sirasiyla analitlerin

boliinme katsayisini, dagilim katsayisini ve ¢oziiniirliiglinii temsil eden logP, logD ve
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logS gibi logaritmik parametrelerdir. Bu parametreler, analitin sabit fazda tutulmasini
yoneten hidrofobik ve iyonik etkilesimler hakkinda 6nemli bilgiler saglar. Spesifik olarak
logP, analitlerin hidrofobikliginin anlasilmasini saglarken logD, molekiillerin pH'a bagl
iyonizasyon durumunu yansitir. Ek olarak, p (polarite), k (bdliinme katsayisi) ve a
(aktivite katsayisi) gibi diger niceliksel parametreler, karmasik bilesiklerin ayrilma
davranigini daha iyi tahmin etmek ve kontrol etmek i¢in kullanilmistir. (Jandera vd. 2010;
Jandera & Janas. 2017; Shamshir vd. 2020). Kromatograficiler, bu parametreleri
uygulayarak ayirma prosesinde ince ayar yapabilir, yontemin segiciligini artirabilir ve
karma modlu HPLC'de analitlerin ¢oziinlirligiini iyilestirebilir. Boyle bir yaklasim,
cesitli fonksiyonel gruplara ve iyonizasyon durumlarina sahip bilesiklerin analiz edilmesi
icin cok dnemlidir ve bu, onu 6zellikle birden fazla siilfonamidin bir arada bulunabilecegi
karmasik gida matrisleri i¢in uygun kilar. Siilfonamidlerin tespiti ve miktarinin
belirlenmesine yonelik bir ara¢ olarak karma modlu HPLC'nin siirekli gelistirilmesi,
bunun gida giivenligi otoriteleri tarafindan belirlenen siki diizenleyici gereklilikleri
karsilama potansiyelini vurgulamaktadir. Karmasik matrislerde c¢esitli analitleri
bulundurma ve yiiksek hassasiyeti koruma yetenegi goéz Oniine alindiginda, bu
kromatografik yaklagimin, kontaminasyon risklerinin yiiksek oldugu 6zelikle yumurta
gibi gidalardaki siilfonamid kalintilarinin rutin olarak izlenmesi igin gerekli oldugu
kanitlanmustir. (Kim vd. 2024; Won vd. 2011; Xu vd. 2013). Bu yontemlerin daha fazla
optimizasyonunun, tespit yeteneklerini gelistirmesi ve gida gilivenligi standartlarinin
kiiresel olarak karsilanmasini saglamasi muhtemeldir. Ancak literatiirde siilfonamidler
tizerine yapilan c¢alismalarin neredeyse tamami gelencksel C-18 kolonu ile
gerceklestirilmistir. Karma modlu HPLC heniiz gelismekte olan bir alan oldugundan,
karma modlu kolonlar piyasada c¢ok azdir. Bu nedenle mevcut kolonlarin ayirma
performanslarinin ve 6zelliklerinin detayli olarak incelenmesine ihtiya¢ vardir. Karma
mod etkilesim mekanizmasinin anlasilmast daha uygun kolonlarin gelistirilmesi
agisindan oldukga dnemlidir. Ozellikle etkilesim mekanizmasinin spekiilatif yorumlardan
ziyade QSRR parametreleri kullanilarak incelenmesi daha dogru bilgi saglayacaktir.

Bu calismada, C12-diol yapisina sahip karma modlu bir kolon kullanarak, hem
polar hem de polar olmayan 6zelliklerinin yami sira ortamin asitligine karsi1 yiiksek
hassasiyet sergileyen bir bilesik sinifi olan sekiz siilfonamidden olusan bir karisimin
ayrilmasi ve ayrilma sonuglarindan yararlanarak, QSRR parametreleri logD, logS ve
pKa'y1 kullanarak karma modlu ayirma mekanizmasinin inceliklerinin arastiriimasi

amaglanmustir.
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3. YONTEM

3.1. Malzemeler

Bir AcclaimTM karma modlu kolon HILIC-1 (250-4,6 mm, 5 um, 100 A, Thermo
Fisher'dan (Waltham, Massachusetts, ABD) satin alinmistir. Hareketli faz olarak HPLC
icin kullanilan asetonitril (MeCN), metanol (MeOH), etanol (EtOH) ve izopropanol
(IProOH) “HPLC grade” olup Merck'ten temin edildi. Bu calismada kullanilan tiim
analitler (Sekil 9), diger tiim reaktifler ve solventler Sigma-Aldrich veya Merck'ten alindi.
Bu ¢aligmada kullanilan tiim siilfonamidler (siilfadiazin (SDZ), siilfametoksazol (SMX),
siilfamerazin (SMR), siilfatiazol (STZ), siilfametazin (SMZ), siilfametoksipiridazin
(SMOP), siilfadimetoksin (SDM) ve siilfakionoksalin (SQX)) (Sekil 3.1.) Sigma-
Aldrich'ten elde edilmistir. Deiyonize su, Millipore Milli-Q su sistemi kullanilarak elde
edildi. (Merck, ABD) LogD, logS ve pKa degerleri ChemAxon Chemicalize yazilimi

kullanilarak hesaplanda.

3.2. HPLC Kosullar

Kromatografik uygulamalar i¢in bir kuaterner pompa, degasser iinitesi,
otosampler, diote array dedektérii (DAD) ve termostatli kolon bdlmesi (Agilent,
Waldbronn, Almanya) iceren Agilent 1260 HPLC sistemi kullanildi. Her analitin standart
¢ozeltisi (1 mg mL1), asetonitril (MeCN) i¢cinde hazirland1 ve tiim ¢ozeltiler 4 °C'de
saklandi. Analit bagina 0,1 mg/mL'lik nihai konsantrasyona ulagmak i¢in su ile daha fazla
seyreltme yapildi. Siilfonamidlerin maksimum absorbans yaptig1 dalga boyu 250 nm
olarak tespit edildi. Diger kromatografik kosullar ilgili yerlerde agiklanmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Sekiz siilfonamidin kromatografik analizi, karma modlu bir kolon kullanilarak
gerceklestirildi. Analitler SDZ, SMX, SMR, STZ, SMZ, SMOP, SDM ve SQX'tir (Sekil
3.1.). Mobil faz bilesiminin (EK9-EK25), pH'm (EK1, EK2, EK3, EK4, EK5, EKG, EK?7,
EKS8), tampon konsantrasyonunun (EK31, EK32, EK33, EK34, EK35), akis hizinin
(EK42, EK43, EK44, EK45, EK46) ve sicakligin (EK36, EK37, EK38, EK39, EKA40,
EK41) siilfonamidlerin kromatografik davranis1 tizerindeki etkisi arastirildi. Optimum
ayirma kosullari, bir ACN/tampon (pH 6,5, 40 mM KH2PO4/K>HPQO4, 10/90 (v/v)
cozeltisi, 1 mL/dakika akig hiz1 ve 250 nm dalga boyunda gradient eliisyon kullanilarak
belirlendi. Bu kosullar altinda sekiz siilfonamid 22 dakika i¢inde basariyla ayrildi (Sekil
4.1.). Bu sonuglar, karma modlu yapilara sahip diger sabit fazlardan elde edilenlerden
daha iyidir. (Jovanovi¢ & Stojanovié¢, 2013; Ovung & Bhattacharyya, 2021). Analitlerin
C12-diol karma mod kolonu ile etkilesim mekanizmasini arastirmak i¢in QSRR
parametreleri (logD, logS ve pKa) hesaplandi (Tablo 4.1.). Kolonun karma mod
ozelliklerini bu kantitatif parametrelerle birlikte inceleyerek, siilfonamidlerin alikonma
ve ellisyon davraniglart hakkinda daha detayli bilgi elde edilmistir.

Tablo 4.1.'de listelenen siilfonamidlerin eliisyon sirasi ile logD ve logS degerleri
arasindaki karsilastirma, sorbent ve analitler arasinda karma mod etkilesimi oldugunu
gostermektedir. Artan polarite ile birlikte alikonma siiresinin azaldig1 klasik ters faz
mekanizmasinin aksine, goézlemlenen eliisyon sirast bu egilimi kesinlikle takip
etmemistir. Ornegin, siilfonamidler arasinda en diisiik logD (0,24) ve en yiiksek logS
(—1,47) degerine sahip olan SMX, kolondan eliie edilen ikinci analit olmustur. Benzer
sekilde, ikinci en yliksek suda ¢oziiniirlige (logS = —1,83) ve dordiincii en yiiksek
hidrofiliklige (logD = 0,36) sahip olan STZ, kolondan eliie edilen doérdiincii analit
olmustur. Bu gozlemler, polaritenin analitlerin ayrilmasi ve tutulma davranisinda sudaki
¢Oziiniirliikten daha 6nemli bir rol oynadigini diisiindiirmektedir. Ayrica, logD degeri
0,33 olan iiciincii en polar bilesik olan SMOP, sudaki diisiik ¢coziiniirligi (logS = —2,77)
nedeniyle kolondan altinc1 sirada eliie edilmistir, bu da bu durumda suda ¢oziiniirliigiin
baskin oldugunu gostermektedir. Benzer bir karsilastirma, Sekil 4.1. ve 4.3.'te gosterildigi

gibi, tim pH degerlerinde son olarak eliie edilen iki en hidrofobik bilesik olan SDM ve
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SQX i¢in yapilabilir. Bu sonuglar ters faz mekanizmasiyla tutarli olsa da, logD ve logS
degerleri ilging bir tutarsizlik gostermektedir. SDM suda diisiik ¢oziiniirlige (logS =
—3,44) sahipken, SQX yliksek hidrofobiklige (logD = 1,40) sahiptir. Daha diisiik bir logD
degerine sahip olmasina ragmen, SQX, SDM'den daha sonra eliie edilmistir. Bu bulgu,
logD acisindan ters faz mekanizmasiyla uyumludur ancak logS degerleri igin
gozlemlenen egilimle celismektedir ve bu da sabit faz ile siilfonamidler arasindaki
etkilesimde, apolar etkilesimlere ek olarak, hidrojen bagi, iyon-dipol ve iyon-iyon
etkilesimleri gibi polar etkilesimlerin rol oynadigini diisiindiirmektedir. Baz1 bilesikler
icin hidrojen bag1 baskindir (yiiksek logS ve suda ¢oziiniirliik), digerleri i¢in ise yiiksek
polarite (diistik logD) polar etkilesimleri belirler. Benzer sekilde, apolar etkilesimler igin,
bazi bilesikler i¢in yliksek hidrofobiklik (yliksek logD) baskindir, digerleri i¢in ise diisiik
logS (diistik suda ¢oziiniirliik) baskindir.

C12-diol kolonunda siilfonamidlerin kromatografik davranisi, karma mod
etkilesim mekanizmasina baglanmistir. Hidrofobik zincir tarafindan saglanan apolar
etkilesimlere ek olarak, diol grubu hidrojen bagi ve iyon-dipol etkilesimleri yoluyla

tutulmaya katkida bulunur.

Tablo 4.1. Bu ¢alismada kullanilan siilfonamidlerin hesaplanan logD1, logS1 ve pKa degeri

HPLC eliisyon sirast Analit logD logS pKal
1 SDz 0,28 —2,38 6,99
2 SMX 0,24 —1,47 5,86
3 SMR 0,41 —2,54 6,99
4 STZ 0,36 -1,83 5,73
5 SMz 0,54 2,77 6,99
6 SMOP 0,33 -2,75 6,84
7 SDM 1,14 —3,44 6,91
8 SQX 1,40 -2,74 6,79

28



400
300 -
i 3
200 - &
- 2 4 5
100 1
] 7

10 15 20 min|

o
-

mAU
200 —

] 3

6

150 —

| 4

2 5
100 — 1
8
50 —
: MLU :
0 _A._ — e ﬁ ¢ .
L T T T T T T T T T T T T
B 0 10 20 min

Sekil 4.1. Sekiz siilfonamidin ayrilmasi ig¢in optimum (A) gradyan ve (B) izokratik kosullar.
Kromatografik Kosullar: (A) ACN/tampon (pH 6.5, 40 mM KH2PO4/K>2HPO4, 10/90 (h/h)); 0—
14 dak, 40/60; 14-20 dak., akis hiz1: 1 mL/dak; 0-14 dak, 1-1.5 mL/dak; 14-20 dak; sicaklik:
15 °C; enjeksiyon hacmi: 10 mL/100 ppm; dalga boyu: 250 nm. (B) ACN/tampon (pH 6.5, 40
mM KH2PO4/K;HPO4, 10/90 (h/h)), akis hizi: 1.5 mL/dak, sicaklik: 15 °C, enjeksiyon hacmi:

10 uL/100 ppm, dalga boyu: 250 nm. Analitler: SDZ, SMX, SMR, STZ, SMZ, SMOP, SDM ve
SQXtir.
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4.1. Siilfonamidlerin Ayrilmasi ve Alikonmas1 Uzerine pH'in EtKkisi

Siilfonamidlerin ayrilma ve alikonma davraniglart {izerine pH'nin etkisini
arastirmak amaciyla, baslangi¢ mobil faz bilesimi olarak ACN/tampon (pH 3, 20 mM
H3PO4+/KH2PO4, 10/90 (h/h)) secilerek pH optimizasyonu gergeklestirilmistir. Optimum
pH degerinin belirlenmesinin ardindan, ii¢ farkli pH seviyesinde (pH 3, 5 ve 6.5) ACN
konsantrasyonu optimize edilmistir. Stilfonamidlerin tutunmasi iizerinde pH degisiminin
etkisini anlamak i¢in, analitlerin polariteleri ve pH degisimlerinin bu polariteyi nasil
etkiledigi hakkinda oOn bilgiye sahip olmak ¢ok Onemlidir. Tablo 4.1. incelenen
stilfonamidlerin logD degerlerinde pH'nin bir fonksiyonu olarak goézlenen degisimi
gostermektedir. Sekilde gosterildigi gibi, analitlerin hidrofobikligi pH 3-5 araliginda
nispeten sabit kalmistir. Ancak, pH 3'lin altinda ve pH 5'in lizerinde, 6zellikle pH 6'nin
tizerinde, tiim analitlerin polaritesi ve suda ¢Oziiniirliigl artmistir (daha diisiik logD ve
daha yiiksek logS degerleri), bu durum Sekil 4.1. A ve B'de gosterilmistir. Analitlerin
tutunma zamanlarinda pH 3-5 araliginda 6nemli bir degisiklik g6zlenmemekle birlikte,
pH 5 veya 6'nin iizerinde tutunma zamanlarinda bir azalma kaydedilmistir. Tablo 4.1'de
gosterildigi gibi, analitlerin pKa degerleri 5-7 araliginda yer almaktadir. pH 5-6'nin
tizerinde suda ¢oziiniirliikteki artis ve buna bagli olarak tutunma zamanlarindaki azalma,
analitlerin anyonik formlarina gecisine baglanmistir.

Ancak, tiim analitlerin logD ve logS degerleri pH 5'in iizerinde ayni derecede
etkilenmedi. SMX ve STZ, diger analitlere kiyasla orta seviyede logD ve logS degerleri
sergilemesine ragmen (SMX besinci, STZ altinci sirada), pH 7'de SMX en diisiik logD
degerini gosterirken, STZ dordiincii sirada yer aldi. Analitlerin hidrofobisi iizerindeki pH
etkisine iligkin bu farkli davranis, alikonma zamani-pH grafiginde yansimamaktadir. Ters
faz kromatografisinin klasik etkilesim mekanizmasina gore, polarite arttik¢a analitlerin
suda ¢Oziinilirliigli de artar ve bu da alikonma zamaninda azalmaya yol agar; boylece daha
polar analitler apolar olanlara gore daha erken eliie olur. Ancak, mevcut durumda
gbzlemlenen davranig bu beklenenden sapmaktadir. Genel olarak, analitlerin alikonma
zamanlar1 pH 6'nin iizerinde hidrofiliklik artisiyla azalmasina ragmen, SMX ve STZ'nin
tutma zamanlarinda logD'de paralel bir azalma gozlenmedi. LogD degerleri bu aralikta
olduk¢a benzer olmasina ragmen, optimum ayirmanin pH 6-7 araliginda gerceklesmesi
ozellikle ilgi ¢ekicidir. Bu sonug, analitler anyonik formlarma gectiginde, iyon-dipol

etkilesimleri gibi polar etkilesimlerin yogunlastigini1 ve apolar etkilesimlerin yani sira
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onemli bir rol oynadigini agikc¢a gostermektedir. Bu karma modlu etkilesim mekanizmast,

pH 6.5'te elde edilen optimum ayirmadan sorumludur.
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Sekil 4.2. pH';n bir fonksiyonu olarak sekiz siilfonamidin LogD degerleri. Analitler: SDZ,
SMX, SMR, STZ, SMZ, SMOP, SDM ve SQX'ir.
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Analitler 1-6
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Sekil 4.3. pH'n, C12-diol karma mod kolonu iizerindeki siilfonamidlerin (A) 1-8 ve (B) 1-6'nin
alikonma stiresi (RT) tizerindeki etkisi. Kromatografik kosullar: ACN/tampon (pH 3, 20 mM
H3PO4/KH2PO4, 10/90 (h/h)), akis hizi: 1 mL/min, sicaklik: 25 °C, enjeksiyon hacmi: 10
uL/100 ppm, tespit dalga boyu: 250 nm. Analitler: SDZ, SMX, SMR, STZ, SMZ, SMOP, SDM
ve SQX'ir.

4.2. Mobil Faz Bilesiminin Siilfonamidlerin Ayrilmasi ve Alikonmasi

Uzerine Etkisi

Optimum mobil faz bilesimini belirlemek i¢in Su, ACN ve MeOH'nun ikili ve
tcli karigimlart kullanildi. Metil alkoliin, hidrojen bagi olusturabilme kapasitesi
nedeniyle asetonitrile (ACN)den daha yliksek bir polariteye sahip oldugu bilinmektedir.
Sonug olarak, su/metil alkol karisimlari, su/ACN karigimlarina kiyasla dnemli olgiide
daha yiiksek bir polariteye sahiptir. Sulfonamidler polar fonksiyonel gruplar icermelerine
ragmen, genel olarak apolar karakterleri baskin oldugundan, c¢ogunlukla ters faz
kromatografik davranis sergilerler. Bu, hem polar hem de apolar etkilesimlerin su/ACN
karigimlarinda, su/metil alkol karisimlarina gore daha belirgin oldugu anlamina gelir. Bu
nedenle, sulfonamidlerin daha az polar olan su/ACN mobil fazinda, daha polar olan
su/metil alkol mobil fazina kiyasla daha etkili bir sekilde ayrilacagi 6ngoriilmektedir. Bu

nedenle, optimum mobil faz oranini belirlemek i¢in farklit ACN/su karigimlari test edildi.
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Analitlerin alikonma davranigi1 {izerindeki mobil faz bilesimi etkisini daha iyi
anlamak ve optimum kosullar1 belirlemek igin, ti¢ farkli pH seviyesinde (6.5, 5.0 ve 3.0)
mobil faz optimizasyonu calisildi. Sekil 4.4.A-C'de, her pH degerinde siilfonamidlerin
ayrilma ve alikonma davraniglari iizerine ACN oraninin etkisi goriilmektedir. pH 3.0 ve
5.0'da tiim analitlerin yiiksek hidrofobisitesi nedeniyle, alikonma zamanlar1 da yiiksektir.
Bu ¢aligmada kullanilan deneysel kosullar altinda, %18'in altindaki ACN (EK9, EK10)
oranlarinin analiz siiresini 6nemli 6l¢iide arttirmasi nedeniyle, ACN optimizasyonu %18-
%25 araliginda gergeklestirildi. Ancak, pH 6.5'te, analitlerin sudaki ¢oziiniirliigiiniin
artmast nedeniyle analiz siiresi azalmistir. Bu nedenle, pH 6.5'teki optimum ACN

bilesimi %10 olarak kabul edilmistir.
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Sekil 4.4. Sulu tampondaki ACN igeriginin (%ACN) (A) pH 6,5'te (20 mM KH2PO4/K;HPOs,,
10/90) , (B) pH 5,0 (20 mM CH3COOH/CH3COONHj4, 18/82 (h/h)) ve (C) pH 3,0 (20 mM
H3P04/KH2P0s4), 10/90 (h/h)) (D) Sudaki ACN igeriginin (%ACN) Ink’’ye kars1 U Shape grafigi
Kosullarinda siilfonamidlerin C12-diol karma mod kolonundaki alikonma siiresi (RT).
Kromatografik kosullar: ACN/tampon, akis hizi:1 mL/dak, sicaklik: 25 °C, enjeksiyon hacmi:
10 mL/100 ppm, dalga boyu: 250 nm. Analitler: SDZ, SMX, SMR, STZ, SMZ, SMOP, SDM ve
SQXir.

Sekil 4.4."teki ilk ti¢ grafikte gortildiigii gibi, tim analitlerin alikonma zamanlari,
tic pH degerinde de artan ACN orani ile logaritmik olarak azalmistir. Bu etki, pH 6.5'te
ozellikle belirgindir; burada analitlerin artan hidrofilikligi, ACN'ye duyarliliklarim
artirmigtir. ACN'nin analitlerin alikonmas1 {izerindeki etkisi, bu pH'da diger pH
degerlerine gore daha belirgin ve keskindir; 6zellikle bu grafikteki logaritmik iliski daha
belirgindir. Analitlerin hidrofilikligi daha yiiksek pH degerlerinde artmasina ve etkilesim
mekanizmasinin karma modlu olmasina ragmen, bu analitlerin ACN'ye kars1 davranisi
ters faz mekanizmasiyla uyumludur.

Sulfonamidlerin  C12-karma modlu kolonda alikonma mekanizmasini
aydinlatmak amaciyla, tiim analitlerin hem ters faz hem de HILIC kosullarindaki
alikonma davranisi incelenmistir. Suda % 10-90 oraninda degisen asetonitril (ACN)
hareketli fazi1 kullanilarak izokratik eliisyon gergeklestirilmistir. Her bir analitin tutulma
faktorii (k') hesaplanarak, log k' degerleri % ACN'ye karsi grafige (Sekil 4.4.D)
gecirilmistir. Grafik, ters fazdan HILIC tutulmasina gecisi gosteren karakteristik bir U
sekli sergilemistir. Daha diisitk ACN konsantrasyonlarinda (%10-20), C12 sabit faz ile
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hidrofobik etkilesimler nedeniyle giiclii tutulma gozlemlenmistir. ACN orani arttikca,
mobil fazin hidrofobik karakterinin azalmasiyla tutulma azalmistir. Bununla birlikte, cok
yilksek ACN konsantrasyonlarinda (%80'den fazla), tutulmada hafif bir artis
gbzlemlenmis olup, bu da HILIC etkilesimlerinin bir katkisini diisiindiirmektedir. Bu
sonuclar, sulfonamidlerin bu karma modlu siitunda tutulma davranisinin, ters faz ve
HILIC mekanizmalarinin bir kombinasyonu tarafindan kontrol edildigini ve her bir

mekanizmanin goreceli katkisinin mobil fazin bilesimine bagli oldugunu gostermektedir.

4.3. Tampon Konsantrasyonunun Siilfonamidlerin Ayrilmas1 ve

Alikonmasi Uzerindeki Etkisi

Siilfonamidlerin ayrilma ve alikonmasi iizerine tampon konsantrasyonunun
etkisini incelemek i¢in, optimum kosullar altinda (pH 6.5, %10 ACN, 25 °C ve 1 mL/dk
akis hiz1), bir dizi KH2PO4+/K2HPO4 tampon ¢ozeltisi (10, 20, 30, 35 ve 40 mM) kullanildi.
10 mM tampon konsantrasyonu (EK31) tatmin edici bir ayirma saglamazken, daha
yiiksek konsantrasyonlarda énemli farkliliklar gozlenmedi ve 40 mM (EK35) en iyi
ayirma performansint verdi. Tampon konsantrasyonunun arttirilmasi, analitlerin
alikonma siirelerini 6nemli 6l¢iide degistirmedi. Ancak tampon konsantrasyonunun
artmastyla birlikte SDM ve SQX i¢in alikonma siiresinde hafif bir artis gézlendi. Analit
5 ve 6'min (swrastyla SMZ ve SMOP) optimal ayrimmin 40 mM'lik bir tampon
konsantrasyonunda elde edildigi goz oniine alindiginda, bu konsantrasyonun optimal

oldugu kabul edildi ve sonraki akis hiz1 ve sicaklik optimizasyonlari i¢in kullanilda.
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Sekil 4.5. Tampon konsantrasyonunun siilfonamidlerin C12-diol karma mod kolonunda
alikonma sitiresi {izerindeki etkisi Analitler: (1) (SDZ), (2) (SMX), (3) (SMR), (4) (STZ2), (5)
(SM2), (6) (SMOP), (7) (SDM), (8) (SQX).

4.4. Siilfonamidlerin Ayrilmasi ve Alikonmasi1 Uzerine Sicakh@in EtKkisi

Sicaklik, kromatografik ayirma siireclerinde kritik bir parametre olarak énemli bir
rol oynamaktadir. Ayrilma performansi, kullanilan yontemin tiirline, analitlerin kimyasal
ozelliklerine ve kolonun ozelliklerine bagli olarak sicaklikla dogrudan etkilenebilir.
HPLC gibi s1v1 kromatografi tekniklerinde, sicaklik degisimi genellikle analitlerin kolon
tizerindeki etkilesimlerini degistirir ve bunun sonucunda ayrilma verimliligi ve
¢ozliniirliik izerinde belirgin etkiler gdzlemlenebilir. Y. Li vd. (2016).

Bu calismada, karma mod 6zelligine sahip C12-DIOL mixeed-mod kolonuyla
cesitli sulfonamitlerin ayrilmasi, farkli sicaklik sartlarinda incelenmistir. Ayirma igin
optimum sicakligr belirlemek iizere, optimum kosullar altinda (pH 6.5, %10 ACN, 40
mM tampon konsantrasyonu ve 1 mL/dk akis hizi1), 10, 15, 20, 25, 30 ve 40 °C
sicakliklarda deneyler tekrarlandi. SMZ ve SMOP arasinda en iyi baseline ayirmay1
sagladig1 igin, optimum sicaklik 15 °C (EK37) olarak belirlendi. Sekil 4.6. 'da gosterildigi
gibi, analitlerin alikonma zamanlar1 sicaklik artisiyla azalmistir. Bu azalma kesinlikle

dogrusal degil, logaritmik bir iligki sergilemistir.
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Sekil 4.6. Sicakligin, siilfonamidlerin C12-diol karma mod kolonu iizerindeki (A) alikonma
siiresi (R.T.) ve (B) Ink’ ile 1/T (Van’t Hoff denklemi) arasindaki iligki {izerine etkisi. Analitler:
(1) (8D2), (2) (SMX), (3) (SMR), (4) (STZ), (5) (SMZ), (6) (SMOP), (7) (SDM), (8) (SQX).
k’: kapasite faktorii

Van’t Hoff denklemi, sicakligin kimyasal denge ve reaksiyon hizlari iizerindeki

etkisini niceliksel olarak degerlendirmenize olanak tanir. Bu denklem, bir kimyasal
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reaksiyonun ya da ayrilma mekanizmasinin sicaklikla nasil degistigini gdsterir ve entalpi
degisimi iizerinden yorumlanabilir. Bu ¢aligmada sicaklik artis1 ile birlikte gézlemlenen
ayirma etkinligi degisimlerini agiklamak icin bu denklemi kullanilarak ayrilma siirecleri
degerlendirildi. Bu amagla sicakligin siilfonamid ilaglarin HPLC ile ayrilmasina etkisini
incelemek amaciyla kapasite faktorii (k’) ile sicaklik arasindaki iligki incelendi (sekil
4.6.B). k’ analitlerin kolondaki kalma siiresine iligkin bir Olgiittiir ve sicaklik
degisimleriyle birlikte bu degerlerin nasil degistigini gozlemlemek, ayrilma mekanizmasi
hakkinda 6nemli bilgiler sunmaktadir. Elde edilen sonuglar Ink’ degerinin 1/T’ye
(sicakligin tersine) karsi ¢izilen grafikte degerlendirildi. Bu grafik tizerinden Van’t Hoff
denklemi kullanilarak entalpi degisimi (AH®) ve entropi degisimi (AS°) parametreleri
hesaplandi (Tablo 4.2). Van't Hoff Denklemi, sicaklik ile denge sabitleri k’ arasindaki
iliskiyi aciklar ve bu denklemi kullanarak elde edilen termodinamik veriler, ayrilma
mekanizmasi lizerine derinlemesine bir anlayis gelistirmemize olanak tanimaktadir.

Farkli sicaklik kosullari altinda yapilan analizler, termodinamik parametrelerin
ayirma mekanizmasina 6nemli 6lglide etki ettigini gostermistir. Y. Li vd. (2016). Mixed-
mod kolonlar, hem hidrofilik etkilesimler hem de hidrofobik etkilesimleri bir arada
kullanarak ayirma saglar. Sicaklik degisiminin bu mekanizmalara etkisi, sistemin genel
ayirma kapasitesini ve se¢iciligini belirlemede 6nemli bir rol oynamaktadir.

Sekil 4.6.’de goriildiigi lizere, elde edilen grafik tamamen olmasa da dogrusala
yakin bir iligkiyi gdsteriyor. Bu da Van’t Hoff denklemine uygun oldugu anlamina gelir.
Sicaklik ile k’ arasindaki bu dogrusala yakin iliski analitlerin biiyiik 6lciide ters faz
mekanizmasina gore etki ettigi, ancak hidrofilik etkilesimlerin de rol oynadig1 anlamina
gelmektedir. Grafiklerdeki dogrusalliktan kiiciik sapma hidrofilik etkilesimlerin rol
oynamasinin gostergesi olabilir. Her bir analite ait dogru egiminin ve y eksenini kesme
noktalariin farkli olmasi, farklit AH® ve AS° degerlerinin elde dilmesi (Tablo 4.2) her
analitin kolonla etkilesiminin sicaklik degisimine farkli cevap verdigini gosterir. Bu da
her analitin kolonla olan etkilesim 6zelliklerinin farkli oldugu anlamina gelir. Ozellikle 7
ve 8 nolu egrilerin egimi digerlerine gore ¢ok daha dik iken 3 ve 5 nolu egrilerin egimi
daha yataydir. Bu da, 7 ve 8 nolu bilesiklerin kapasite faktorii sicakligin degisiminden

daha ¢ok etkilendigi, 3 ve 5 no’lu analitlerin ise daha az etkilendigi anlamini tasir.
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Tablo 4.2. Van’t Hoff esitliginden elde edilen AH® ve AS°® degerleri (Sekil 4.6 B)

HPLC eliisyon siras1 Analit  AH (kJ/molK)  AS (J/molK)
1 (SD2) -10,60 -34,00
2 (SMX) -12,77 -39,44
3 (SMR) -9,09 -24,75
4 (ST2) -12,17 -33,92
5 (SM2) -7,59 -13,83
6 (SMOP) -10,45 -25,73
7 (SDM) -16,30 -38,24
8 (SOX) -16,22 -39,99

Tablo 4.2°de goriilen negatif AH® degerleri baglanma olaynin ekzotermik oldugunu
gostermektedir. Bunun sonucu olarak sicaklik arttikca analitlerin kolon iizerindeki
alikonma egilimleri azalmakta ve k’ kiigiilmektedir. Negatif AS° degerleri ise etkilesim
sirasinda sistemin daha diizenli hale geldigini gostermektedir. 2, 7 ve 8 no’lu analitlerin
AS° negatiflik degeri daha yiiksek iken 5 ve 6’ninki daha diisiiktiir. Bu da 2, 7 ve 8 nlu
analitlerin kolon ile daha diizenli etkilesim yaptig1 anlamina gelebilir. Nihayetinde bu
calisma sulfonamidlerin C12-Mixed-mod kolon ile etkilesimlerinde degisen sicakligin
ayirma davraniglarim1  anlamada Onemli bilgiler sunmaktadir. Degisen sicaklik
sulfonamidlerin mevcut kolon ile etkilesimlerinde 6nemli rol oynamakta analitlerin
sicakliga kars1 farkli davranislar sergiledigi anlagilmaktadir. Bu verilen siilfonamidlerin

farkli kolon kullanilarak analiz edilmesinde 6nemli bir 151k olacaktir.

4.5. Akis Hizinin Siilfonamidlerin Ayrilmas1 ve Ahkonmasi Uzerindeki
Etkisi
Optimum kosullar altinda (pH 6.5, %10 ACN, 40 mM tampon ve 15 °C), 0.75, 1.0,
1.25, 1.50 ve 1.75 mL/dk akis hizlarinda akis hiz1 optimizasyonu yapildi. Sekil 8'de
gosterildigi gibi, akis hizindaki artig, analit alikonma zamaninda logaritmik bir azalmaya
neden olmustur. Akis hizi azaldik¢a analiz siiresi artmasina ragmen, SMZ ve SMOP
arasindaki ayirma seciciligi énemli 6l¢iide degismemektedir. Bu nedenle, daha kisa bir
analiz siiresi saglayan 1.5 mL/dk (EK45) akis hizi, optimum akis hiz1 olarak kabul

edilmistir.
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Sekil 4.7. Akis hizinin, siilfonamidlerin C12-diol kolonu iizerindeki alikonma siiresi (R.T.)
tizerine etkisi. Analitler: (1) (SDZ), (2) (SMX), (3) (SMR), (4) (STZ2), (5) (SM2), (6) (SMOP),
(7) (SDM), (8) (SQX).

4.6. C12 Karma Mod ve ODS C18 Sabit Fazlarin Karsilastirilmasi

C12-mixed-mod kolonun ayirma performansini ve alikonma davranisini daha iyi anlamak
igin sonuglar ticari olarak temin edilen bir ODS-C18 kolon ile karsilastirildi. (Sekil 4.8.)
Karsilagtirmanin saglikli olabilmesi i¢in sekiz adet sulfonamid 6nce sekil 4.2°de verilen
C12-mixed-mod kolon igin optimize edilen sartlarda ODS CI18 kolona verildi. Bu
sartlarda 7 adet sulfonamidin ayrilmasi saglanabilirken analiz siiresi 26 dakika stirmiistiir
(Sekil 4.8. B). 7 adet siilfonamid bilesigi i¢in harika pik keskinligi ve yiiksek selektivite
elde edilirken SMR ve STZ’nin ayrilmasi bu sartta saglanamadi. Bu sart C12-mixed-mod
kolonun optimum sartlar1 oldugu icin ayirma performansindan ziyade analiz siiresi ve
alikonma davranislarinin kiyaslanmasi 6nemlidir. SDZ (1) disinda tiim analitlerin ODS-
C18 kolon iizerinde daha fazla tutundugu goriilmektedir. Yukarida da bahsedildigi gibi,
apolar karakterleri ¢ok yiiksek olan, cogunlukla ters faz davranisi gosteren
stilfonamidlerin ODS C18 iizerinde bir miktar daha fazla tutunmasi normal bir beklenen
bir sonugtur. pH 6.5 olan bu sartta iki kolon arasinda énemli iki fark vardir: ODS-C18
¢ok daha keskin piklere sahipken C12-diol-mixed mod kolon ise sekiz analiti ayirabilmesi

ile daha iy1 bir selektiviteye sahip oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.8. Sekil 4.6.A’da verilen kosullar altinda Sekiz siilfonamidin ayrilmasinda (A) C12diol-
mixed mode ve (B) ODS C18’in karsilagtirmasi.

Ayirma performanslarinin daha adil ve saglikli olabilmesi i¢in ayirma sartlar
ODS-C18 kolon igin de optimize edildi. pH 3 ile 7.5 arasinda ¢esitli sartlar (mobil faz
orani, tampon derisimi, vb) denenerek en 1yi ayirma sarti arandi. pH 5.0’da ACN/SU:
20/80 ¢oziicii orant ile 8 analitin ayrilmasi 25 dk i¢inde saglanabildi (Sekil 4.9.). Bu sartta
SDM (7) ve SQX (8) 22-24 dk araliginda hemen hemen bezlayn ¢izgisine yakin ayirma
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verdi. Analiz siiresi 20 dakikata kisaltilmaya ¢aligildiginda 7 ile 8 ve 1 ile 4 i¢ ige gegmeye

baslamistir.
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Sekil 4.9. ODS C18 kolon ile optimum kosullarda siilfonamidlerin ayrilmasi. ACN/Tampon
(pH 5.0, 20 mM CH3COOH/CH3;COONHL4, 20/80 (v/v)), Akis Hizi: 1.0 mL/min, Sicaklik: 25
°C, Enjeksiyon Hacmi: 5 uL/100 ppm, Dalga Boyu: 260 nm. Analitler: (1) (SDZ), (2) (SMX),

(3) (SMR), (4) (ST2), (5) (SMZ), (6) (SMOP), (7) (SDM), (8) (SQX).

Sekil 4.3 ve Tablo 4.1°deki verilere bakildiginda analitlerin logD siralamast pH
6.5’de: 2<1<6<4<3<5<7<8 ve pH 5.0’da 1<6<3<5<2<4<7<8 seklindedir. Bu siralama
soldan saga dogru hidrofobisitenin arttig1 siralamadir. Her iki pH sartinda da eliisyon
siras1 bu siralamaya uymamaktadir. Oysaki ODS-C18 tek boyutlu etkilesim, sadece
hidrofobik etkilesim yapan bir sabit fazdir. Eliisyon siralamasi ile hidrofobisitenin paralel
olmasi1 beklenebilirdi. Ancak durum sonuclar bunu gostermiyor. Bu durumun nedeni
ACN’nin polar etkilesimlerinin gz ardi edilmesinden kaynakli oldugu kanaatindeyiz.
SU/ACN karisinda ACN apolar ¢oziicli olarak kabul edilir oysaki ACN’nin dipol
momenti sudan ¢ok daha yiiksek olup daha polar bir bilesiktir. Haliyle yiliksek non polar
gruplarin yani sira polar siilfonamid grubu (amid NH) igeren siilfonamid bilesikleri ile
ACN arasinda hidrofobik etkilegsimlerin yani sira dipol-dipol ve iyon-dipol gibi
etkilesimlerin de olmasi yiiksek olasidir. Analitler zaten ACN ile hidrofobik etkilesim
yapiyorken ayni anda polar etkilesimleri de yapmasi ortami1 daha kararli kilacaktir.
Kisacasi analitler su ile sadece hidrofilik etkilegim yapabiliyorken ACN ile hem hidrofilik
hem hidrofobik etkilesimleri beraber yapabilmektedir. Muhtemelen bu nedenledir ki logD

siralamasi ile eliisyon siralamasi birbirine paralel degildir.
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Sonug olarak her iki kolon kiyaslandiginda ODS-C18 ile ¢ok daha iyi pik keskinligi
elde edilirken C12-DIOL-mixed-mod kolon sekiz analiti 20 dakikada ayirmakla daha iyi
selektivite gostermistir. Polar gruplar igeren HILIC ve mixed-mod tip kolonlar ¢coklu ve
karmasik polar etkilesimlerden dolay1 geleneksel C18 kolonlarla kiyaslandiginda pik
keskinliklerinde bir miktar diisiis olmas1 genellikle gozlenen bir durumdur. Mixed-mod
alanindaki tim caligmalar selektivitenin yani sira miikemmel etkinlikte kolonlar elde
etme amacini tagsimaktadir. Bu nedenle mixed-mod ayirma ve etkilesim mekanizmasinin
arastirilmasi, incelenmesi gelecekte daha iyi, daha etkin ve daha dayanikli kolonlarin
gelistirilmesi i¢in biiyiik 6nem tasir. Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar de buna biiyiik

katki saglayacaktir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Analitik orneklerin artan karmasikligt ve tek bir kromatografi kolonunu
kullanarak verimli ayirma istegi, arastirmacilar1 karma modlu kromatografinin gelisimine
yonlendirmistir. Alan 6nemli bir biiyiime gostermesine ragmen, uygun sabit fazlarin ticari
olarak temin edilebilirligi sinirhidir. Bu ¢aligma, siilfonamidleri model analitler olarak
kullanarak, ticari olarak temin edilebilen bir C12-diol karma modlu sabit fazin ayirma
performansi ve altta yatan mekanizmalarim1 arastirmistir. Hem hidrofobik hem de
hidrofilik fonksiyonellige sahip olan ve pH'ya bagli davranis sergileyen bu analitler,
karma modlu sistemlerdeki karmagsik etkilesimleri incelemek i¢in uygun bir platform
saglar. Sekiz siilfonamidin ayirimi, 20 dakika i¢inde hem izokratik hem de gradyan
eliisyon kullanilarak gergeklestirilmis ve tutunma davranisi, QSRR parametreleri olan
logP, logD ve pKa ile iliskilendirilmistir. pH, mobil faz bilesimi, tampon konsantrasyonu,

akis hiz1 ve sicakligin analitlerin ayrilma ve alikonmasi tizerine etkileri incelenmistir.

5.1 Sonuglar

Sonuglar ticari bir ODS-C18 kolonla kiyaslanmistir. ODS-C18 ile daha iyi pik
keskinlikleri elde edilirken C12-DIOL-mixed-mod kolon daha iyi selektivite gdstermistir.
Polar gruplar igeren HILIC ve mixed-mod tip kolonlar ¢oklu ve karmasik polar
etkilesimlerden dolay1 geleneksel C18 kolonlarla kiyaslandiginda pik keskinliklerinde bir
miktar diisiis olmasi genellikle gozlenen bir durumdur. Mixed-mod alanindaki tim
caligmalar selektivitenin yani sira miikemmel etkinlikte kolonlar elde etme amacini
tasimaktadir. Bu nedenle mized-mod ayirma ve etkilesim mekanizmasinin arastirilmasi,
incelenmesi gelecekte daha iyi, daha etkin ve daha dayanikli kolonlarin gelistirilmesi igin

biiyiik dnem tasir. Bu ¢aligmadan elde edilen sonuglar de buna biiyiik katk: saglayacaktir.

5.2 Oneriler

Sonuglar, sabit fazin, HILIC ve ters faz modlarinin unsurlarini birlestiren hibrit

bir mekanizma ile ¢alistigin1 gostermektedir. Stilfonamidlerin HPLC ayrilmasi i¢in karma
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modlu kolonun kullanimi, analitik arastirma i¢in 6nemli bir metodolojik gelisme sunar.
Ters faz ve iyon degisimi etkilesimlerini entegre ederek, bu yaklagim son derece segici
ve hassas ayirimlar saglar. Siilfonamidlerin genis polarite aralig1 ve kimyasal ¢esitliligi
gdz Oniine alindiginda, bu ydntem, benzer fizikokimyasal Ozelliklere sahip diger
analitlere de, genis bir uygulama alani sunar. Ayrica, ilag, gida giivenligi ve cevresel
izlemede diizenleyici uyumluluk ve kalite kontrol i¢in saglam ve giivenilir bir analitik
cerceve saglar. Bu calisma, karma modlu kromatografinin ¢ok yonliiliigiinii vurgulayarak,
yenilik¢i ayirma stratejilerinin gelistirilmesine ve modern kromatografi tekniklerinin

analitik kapasitelerinin artirilmasina katkida bulunmustur.
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EKLER

1. pH Optimizasyonu

EK-1 Izokratik eliisyon: ACN/TAMPON(pH: 3, 20 mM H3PO4/KH2PO,): 10 /90,
Akis Hizi: 1mL/dk, Sicaklik: 25 °C ,Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga
boyu: 250 nm. Analitler: 1: Sulfadiazine(SDZ), 2: Sulfamethoxazole(SMX), 3:
Sulfamerazine(SMR), 4: Sulfathiazole(STZ), 5: Sulfamethazine(SMZ), 6:
Sulfamethoxypyridazine(SMOP), 7 Sulfadimethoxine(SDM), 8:
Sulfaquionoxaline(SQX).
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EK-2 izokratik eliisyon: ACN/TAMPON ( pH: 3.5, 20 mM H3PO4/KH,PQ4): 10/90, Akis Hiz1:
ImL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 uL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
Sulfadiazine(SDZ), 2: Sulfamethoxazole(SMX), 3: Sulfamerazine(SMR), 4: Sulfathiazole(STZ),
5. Sulfamethazine(SMZ), 6: Sulfamethoxypyridazine(SMOP),7:Sulfadimethoxine(SDM),8:
Sulfaquionoxaline(SQX).
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EK3. izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 4, 20 mM CH3COOH/CH3;COONHL,): 10/90, Akis
Hizi: ImL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm.
Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).
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EK4. izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 4.5, 20 mM CH3COOH/CH3;COONHS,): 10/90,
Akis Hizi: 1mL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm.
Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).
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EKS5. Izokratik eliisyon: ACN/TAMPON ( pH: 6, 20 mM KH,PO4/K;HPO4): 10/90, Akis Hiz1:
ImL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 uL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ2), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).
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EKG®. izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 6.5, 20 mM KH,PO4/K,HPQ,): 10/90, Akis Hiz::
ImL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).
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EK7. Izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 7, 20 mM KH:PO4#/K;HPOQ,): 10/90, Akis Hiz1:
ImL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).
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EKS. izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 7.5, 20 mM KH,PO4/K,HPQ,): 10/90, Akis Hiz::
ImL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).
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2. pH 3.0’TE HAREKETLI FAZ BILESIMIN OPTIMIZASYONU

EKO. Izokratik eliisyon: ACN/TAMPON ( pH: 3, 20 mM H3PO4/KH2PQO4): 10/90, Akis
Hizi: 1mL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 uL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm.
Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ2), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8:
(SQX).

DADT A, Sig=250 4 Ref=off (YEKUN'SIG11635.0)
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Ek10. izokratik eliisyon: ACN /TAMPON ( pH: 3, 20 mM H3PO4/KH,PO,): 15/85, Akis
Hizi: 1mL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 uL. /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm.
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Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8:
(SQX).
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EK11. izokratik eliisyon: ACN/TAMPON(pH: 3, 20 mM H3PO4J/KH,PO.): 18/82, Akis
Hizi: ImL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm.
Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4. (STZ), 5: (SMZ2), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8:
(SQX)
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EK12. Izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 3, 20 mM H3sPO4/KH,PQ4): 20/80, Akis
Hizi: ImL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm.
Analitler: 1: (SDZ2), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ2), 5: (SMZ2), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8:
(SQX).
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EK13. Izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 3, 20 mM H3PO4/KH,PO4): 21/79, Akis Hiz1:
ImL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).
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EK14. Izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 3, 20 mM H3PO4/KH,PO4): 22/78, Akis Hiz::
ImL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

DAD1 A, Sig=250,4 Ref=off
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EK15. Izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 3, 20 mM H3PO4/KH,POy): 23/77, Akis Hiz1:
ImL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

DAD1 A, Sig=250,4 Ref=off
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EK16. Izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 3, 20 mM H3PO4/KH,POy): 25/75, Akis Hiz:
ImL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 uL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SD2), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).
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3. pH5.0’TE HAREKETLI FAZ BILESIMIN OPTIiMiZASYONU

EK17. Izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH:5, 20mM CH3COOH/CH3COONH.):
18/82, Akis Hizi: 1mL/dk, Sicaklik.: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga
boyu: 250 nm. Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ2), 6: (SMOP),
7: (SDM), 8: (SQX).
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EK18. izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 5, 20 mM CH3COOH/CH;COONH.,): 20/80,
Akis Hizi: 1mL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm.
Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).
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EK19. Izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 5, 20 mM CH3COOH/CH3COONHy): 21/79,
Akis Hizi: 1mL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm.
Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

DAD1A, Sig=250,4 Ref=off
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EK20. Izokratik eliisyon: ACN/TAMPON ( pH: 5, 20 mM CH3COOH/CH3;COONHS,): 22/78,
Akis Hizi: 1mL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm.
Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

DAD1 A, Sig=250.4 Ref=off
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EK21. Izokratik eliisyon: ACN /TAMPON (pH: 5, 20 mM CH3COOH/CH3;COONHy,): 23/77,
Akis Hizi: 1mL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm.
Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

DAD1 A, Sig=250,4 Ref=off
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EK22. Izokratik eliisyon: ACN /TAMPON (pH: 5, 20 mM CH3;COOH/CH3;COONHS,): 25/75,
Akis Hizi: 1mL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm.
Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).
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4. pH 6.5’te Hareketli Faz Bilesiminin Optimizasyonu

EK23. izokratik eliisyon: ACN /TAMPON(pH: 6.5, 20 mM KH;PO4/K,HPO,): 10/90,
Akis Hizi: 1mL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250

nm. Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ2), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM),
8: (SQX).
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EK24. izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 6.5, 20 mM KH2PO4/K,HPO,): 15/85, Akis Hizi:
ImL/dk, Sicaklik.: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 uL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).
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EK25. Izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 6.5, 20 mM KH,PO4/K,HPO4): 18/82, Akis Hiz1:
ImL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

DAD1 A, Sig=2504 Ref=off
mAU

8001
5084
3+

4001

300

200 )

106

83



EK26. izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 6.5, 20 mM KH;PO4/K,HPO,): 20/80,
Akis Hizi: 1mL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250
nm. Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ2), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM),
8: (SQX).
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EK27. Izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 6.5, 20 mM KH,PO4/K,HPO4): 21/79, Akis Hiz1:
ImL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

DAD1 A, Sig=250,4 Ref=off
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EK28. izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 6.5, 20 mM KH2PO4/K,HPO,): 22/78, Akis Hiz1:
ImL/dk, Sicaklik.: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 uL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

DAD1 A, Sig=250.4 Ref=off (YEKUN'SIG11646.0}
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EK?29. Izokratik eliisyon: ACN / TAMPON (pH: 6.5, 20 mM KH:PO4/K;HPOy): 23/77, Akis
Hizi: 1mL/dk, Sicaklik.: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm.
Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

DAD1 A, Sig=250,4 Ref=off (YEKUN'SIG11645.0}
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EK30. izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 6.5, 20 mM KH2:PO4/K,HPQ,): 25/75, Akis Hizi:
ImL/dk, Sicaklik.: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 uL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

DAD1 A, Sig=250,4 Ref=off (YEKUN'SIG11644.D)
Al 4647
1006
8004
m
600
4004
2
2004
3
0,
I T I I I I \
2 4 8 8 10 12 14 mi
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5. Tampon konsantrasyonu Optimizasyonu

EK31. izokratik eliisyon: ACN /TAMPON (pH: 6.5, 10 mM KH,PO4/K;HPO,): 10/90,
Akis Hizi: 1mL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250
nm. Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ2), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM),
8: (SQX).

mAl

W ,

15 I

50
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EK32. izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 6.5, 20 mM KH;PO4/K,HPO,): 10/90,
Akis Hizi: 1mL/dk, Sicaklik.: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu:
250 nm. Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ2), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7:
(SDM), 8: (SQX).

mAU

200 —

100

90



EK33. izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 6.5, 30 mM KH2PO4#/K,HPQ,): 10/90, Akis Hiz1:
ImL/dk, Sicaklik: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

mAU - — 3

200

100 —

50

0 10 20 min
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EK34. Izokratik eliisyon: ACN / TAMPON (pH: 6.5, 35 mM KH,PO4/K;HPOy): 10/90, Akis
Hizi: 1mL/dk, Sicaklik.: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm.
Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

mAU
8 3
250 3
200 4
)
150 -
100
50 -
B 6
0 1 \K ‘\
50 -
N T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T
1] 10 20 min
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EK35. izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 6.5, 40 mM KH,PO4/K,HPQ,): 10/90, Akis Hiz1:
ImL/dk, Sicaklik.: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 uL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

mAU - 7
20 — 4

150

100 —+

50 —

0 10 20 min
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6. Sicakhik Optimizasyonu

EK36. izokratik eliisyon: ACN /TAMPON(pH: 6.5, 40 mM KH,PO4/K,HPQ,): 10/90,
Akis Hizi: 1mL/dk, Sicaklik.: 10 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu:
250 nm. Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7:
(SDM), 8: (SQX).

mAU ] 3

140
120 2

100 -

80

0

il N

0 10 20 30 min
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EK37. izokratik eliisyon: ACN /TAMPON (pH: 6.5, 40 mM KH2PO4/K,HPOQ,): 10/90, Akis Hiz1:
ImL/dk, Sicaklik: 15 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

mAU

175

75

2% 1
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EK38. Izokratik eliisyon: ACN /TAMPON(pH: 6.5, 40 mM KH,PO4/K,HPO4): 10/90, Akis Hiz1:
ImL/dk, Sicaklik.: 20 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 uL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

mAU A 3

125

100

75

50
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EK39. izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 6.5, 40 mM KH2PO4/K,HPOQ,): 10/90, Akis Hizi:
ImL/dk, Sicaklik.: 25 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 uL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

mAU |
b i
200 — 4
5
i 2
150 —
1
b §
100 —
50 —
0, } A\ ‘\
1 T T T T ‘ T T T T ‘ T T T
0 10 20 min
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EK40. Izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 6.5, 40 mM KH,PO4/K,HPO4): 10/90, Akis Hiz1:
ImL/dk, Sicaklik.: 30 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 uL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

mAU ]

250 -

]

200 -

150 —

100 —

50

] 10 20 min
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EK41. izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 6.5, 40 mM KH2PO4/K,HPQ,): 10/90, Akis Hiz1:
ImL/dk, Sicaklik: 40 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler: 1:
(SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

mAU- 546

400 —
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7. Akis Hiz1 Optimizasyonu

EK42. izokratik eliisyon: ACN/TAMPON (pH: 6.5, 40 mM KH,PO4/K,HPQ,): 10/90,
Akis Hizi: 0.75 mL/dk, Sicaklik.: 15 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu:
250 nm. Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7:
(SDM), 8: (SQX).

mAl 3

200 — §
175 7
150 7 )

125

75

50

1Al A

0 10 20 30 40 min
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EK43. izokratik eliisyon: ACN /TAMPON (pH: 6.5, 40 mM KH,PO4/K;HPO4): 10/90,
Akis Hizi: ImL/dk, Sicaklik.: 15 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu:
250 nm. Analitler: 1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (STZ2), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7:
(SDM), 8: (SQX).

mAU

15

125

50

5 7
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EK44. 1zokratik eliisyon: ACN in buffer (pH: 6.5, 40 mM KH2PO4/K;HPO,): 10/90, akis hizi:
1.25mL/dk, Sicaklik.: 15 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler:
1: (SDZ), 2: (SMX), 3: (SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6:(SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).
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EK45. Izokratik eliisyon: ACN /TAMPON(pH: 6.5, 40 Mm KH,PO4/K,HPO4): 10/90, Akis Hiz1:
1.5mL/dk, Sicaklik.: 15 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler:
1: (SDZ), 2: (SMX), 3:(SMR), 4: (ST2), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

200
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EK46. izokratik eliisyon: ACN /TAMPON (pH: 6.5, 40 mM KH2PO4#/K,HPOQ,): 10/90, Akis Hizi:
1.75mL/dk, Sicaklik.: 15 °C, Enjeksiyon hacmi: 10 pL /100 ppm, Dalga boyu: 250 nm. Analitler:
1: (SDZ), 2: (SMX), 3: (SMR), 4: (STZ), 5: (SMZ), 6: (SMOP), 7: (SDM), 8: (SQX).

50
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