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Karistk modlu kromatografi, analitler ve sabit faz arasindaki g¢oklu etkilesim
mekanizmalarini1 entegre ederek ¢ok yonlii bir ayirma yaklasimi sunar. Geleneksel tek modlu
tekniklerden farkli olarak, bu yontem, tek bir kromatografik ¢alisma i¢inde hidrofobik ve iyonik
kisimlar gibi cesitli fonksiyonel gruplara sahip bilesiklerin ayn1 anda ayrilmasina izin verir. Bu
caligmada, fonksiyonel ligand olarak dietanolamin kullanilarak yeni bir silika bazli duragan faz
sentezlenmistir. Bu ligand, hidrofilik etkilesim (HILIC), ters faz (RPLC) ve iyon degisim (IEC)
kromatografisini birlestiren karma modlu bir alikonma mekanizmasi saglayarak hem polar hem
de polar olmayan 6zellikler sunar. Bu asamanin alikonma davranisi, logP, logD, logS ve pKa
degerleri dahil olmak iizere nicel yapi-alikonma iliskisi (QSRR) parametreleri kullanilarak
degerlendirildi.  Sabit faz, birlestirme maddesi olarak [2-(3,4-epoksisikloheksil)
etil]trimetoksisilan kullanilarak, basit ve uygun maliyetli bir prosediirle hazirlandi. Ligand
yogunlugunun etkisini degerlendirmek icin, farkli karbon yiiklerine sahip ii¢ varyant sentezlendi
ve standart HPLC kolonlarina paketlendi. En etkili bilesimi belirlemek igin performans testi
yapildi ve ardindan kapsamli kromatografik degerlendirmeler gerceklestirildi. Sentezlenen
fazlarin karakterizasyonu; element analizi, Fourier doniisiimii kizildtesi spektroskopisi (FTIR),
taramali elektron mikroskobu (SEM) ve Brunauer—-Emmett—Teller (BET) yiizey alan1 6l¢iimleri
kullanilarak yapildi. Optimize edilmis kolon, yiiksek polar bilesiklerden gii¢lii hidrofobik
bilesiklere kadar genis bir analit spektrumunda miikemmel performans gosterdi. On bes dakika
icinde dokuz polar niikleobaz ve niikleosit analitinin temel ayrimi elde edildi. Ayrica,
alkilbenzenler (5 bilesik), poliaromatik hidrokarbonlar (PAH’lar) (4 bilesik), Sudan boyalar1 (7
bilesik), benzoik asitler (8 bilesik), fenoller (8 bilesik) ve anilinler (9 bilesik) dahil olmak iizere
karmagik karigimlari verimli bir sekilde ¢6zdii. Kolon, 49.000°1 asan yiiksek bir teorik plaka sayisi
(N/m) ve 1.00°e yakin bir pik asimetri faktori sergiledi; bu da miikkemmel kromatografik
verimliligi ve pik seklini gosteriyor. Etkilesim mekanizmasimin detayli olarak incelenebilmesi
icin HILIC fazindaki niikleobazlar/niikleositler ve RPLC/IEC fazindaki benzoik bolgeler igin pH,
mobil faz igerigi, sicaklik, akis hizi, tampon konsantrasyonu gibi deneysel kosullarin ayirma
iizerine etkisi incelenmistir. Bu sonuglar, cesitli analit smiflarin1 iceren kapsamli analitik
uygulamalar i¢in gelistirilen karma modlu duragan fazin gii¢lii potansiyelini vurgulamaktadir.



Anahtar Kelimeler: : Karisik modlu kromatografi, polar duragan fazlar, HILIC, ters
faz, WAX, niikleobazlar ve niikleositler, PAH’lar, QSRR



ABSTRACT
MASTER

SYNTHESIS OF A NOVEL DIETHANOLAMINE-DERIVED STATIONARY
PHASE, MiXED-MODE HPLC APPLICATIONS, AND INVESTIGATION OF
THE INTERACTION MECHANISM

Meryem DOKDEMIR
Batman University Graduate Education Institute
Chemistry Department of Science
Advisor: Prof. Dr. Tarik ARAL

2025, 110 Pages

Mixed-mode chromatography offers a versatile separation approach by integrating
multiple interaction mechanisms between analytes and the stationary phase. Unlike traditional
single-mode techniques, this method allows for the simultaneous separation of compounds with
varying functional groups—such as hydrophobic and ionic moieties—within a single
chromatographic run. In this study, a novel silica-based stationary phase was synthesized using
diethanolamine as the functional ligand. This ligand introduces both polar and nonpolar
characteristics, enabling a mixed-mode retention mechanism that combines hydrophilic
interaction (HILIC), reversed-phase (RPLC), and ion-exchange (IEC) chromatography. The
retention behaviour of this phase was assessed using quantitative structure-retention relationship
(QSRR) parameters, including logP, logD, logS, and pKa values. The stationary phase was
prepared through a straightforward and cost-efficient procedure, utilizing [2-(3.4-
epoxycyclohexyl)ethyl]trimethoxysilane as the coupling agent. To evaluate the effect of ligand
density, three variants with differing carbon loadings were synthesized and packed into standard
HPLC columns. Performance testing was conducted to identify the most effective composition,
followed by comprehensive chromatographic evaluations. Characterization of the synthesized
phases was carried out using elemental analysis, Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR),
scanning electron microscopy (SEM), and Brunauer—-Emmett-Teller (BET) surface area
measurements. The optimized column demonstrated excellent performance across a broad
spectrum of analytes, from highly polar to strongly hydrophobic compounds. It achieved baseline
separation of nine polar nucleobase and nucleoside analytes within 15 minutes. Furthermore, it
efficiently resolved complex mixtures, including alkylbenzenes (5 compounds), polyaromatic
hydrocarbons (PAHs) (4 compounds), Sudan dyes (7 compounds), benzoic acids (8 compounds),
phenols (8 compounds) and anilines (9 compounds). The column exhibited a high theoretical plate
number (N/m) exceeding 49000 and a peak asymmetry factor close to 1.00, indicating excellent
chromatographic efficiency and peak shape. In order to examine the retention mechanism in
detail, the effect of experimental conditions such as pH, mobile phase content, temperature, flow
rate, buffer concentration on separation was studied for nucleobases/nuclesides in the HILIC
phase and benzoic sites in the RPLC/IEC phase. These results highlight the strong potential of the
developed mixed-mode stationary phase for comprehensive analytical applications involving
diverse analyte classes.

Vi



Keywords: Mixed-mode chromatography, Polar stationary phases, HILIC, Reversed-
phase, WAX, Nucleobases and nucleosides, PAHs, QSRR
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AEX: Anyon Degisim Kromatografisi (Anion Exchange Chromatography)
CEX: Cation Exchange Chromatography (Katyon Degisim Kromatografisi)
DAB: 2,4-Diaminobutyric acid (2,4-Diaminobiitirik Asit)

3,5-DNB: 3,5-dinitrobenzoik asit

3,5-DNS: 3,5-dinitrosalisilik asit

4-metilBA: 4-metilbenzoik asit

MeCN: Acetonitrile (Asetonitril)

LogP: Octanol-Water Partition Coefficient (Hidrofilik—lipofilik denge)
HILIC: Hydrophilic Interaction Chromatography (Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi)
IgG: Immunoglobulins (Immiinoglobulinler)

RI: Refractive Index (Kirilma Indeksi)

LC-MS: Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (Sivi Kromatografi-Kiitle
Spektrometrisi)

BA: Benzoik asit

BMAA: Beta-methylamino-L-alanine (Beta-Metilamino-L-Alanin)

BEH: Ethylene-bridged Hybrid (Etilen K&priilii Hibrit)

EtOH: Ethanol (Etanol)

SEC: Size Exclusion Chromatography (Boyut Dislama Kromatografisi)
PABA: P-aminobenzoik asik

pKa: Acid Dissociation Constant (Asit ayrigsma sabiti)

DMSO: Dimethyl Sulfoxide (Dimetil Siilfoksit)

DMF: N,N-Dimetilformamid

BICINE: N,N-Dihydroxyethylglycine (N,N-Dihidroksietilglisin)

NMR: Nuclear Magnetic Resonance (Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi)
FTIR: Fourier Transform Infrared Spectroscopy (Fourier Dontisiimli Kizil6tesi
Spektroskopisi)

GPC: Gel Permeation Chromatography (Jel Gegirgenlik Kromatografisi)
WAX: Weak Anion Exchange (Zayif Anyon Degisim)

WCX: Weak Cation Exchange (Zayif Katyon Degigim)

XRD: X-Ray Diffraction (X-Isin1 Kirinimi)

SCX: Strong Cation Exchange (Giiglii Katyon Degisim)

SAX: Strong Anion Exchange (Gii¢lii Anyon Degisim)

SalA: Salisilik asitten

DAD: Diode-Array Detector (Diyot Dizi Dedektorii)

HPLC: High-Performance Liquid Chromatography (Yiiksek Performansl Sivi
Kromatografisi)
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1.GIRIS
1.1. Kromatografinin Temel Yapisi, Gelisimi ve Ayirma Prensibi

Kromatografi, maddeleri ayirmak, saflastirmak ve tanimlamak amaciyla yaygin
sekilde kullanilan fiziksel bir ayirma yontemidir (Coskun, 2016). IUPAC’a gore bu
teknik, bilesenlerin bir sabit faz ve belirli yonde hareket eden bir hareketli faz arasinda
farkl sekillerde dagilmasina dayanir (Ettre, 1993). Terim, Yunanca "chroma" (renk) ve
"graphein" (yazmak) sozciiklerinden tiiretilmis olup, baslangicta renkli pigmentlerin
ayrilmasina atifta bulunur (Harper, n.d.). Kromatografi ilk olarak 1903 yilinda Rus
botanik¢i Mikhail Tswett tarafindan bitki pigmentlerini ayirmak amaciyla gelistirilmistir
(Berezkin, 1990; Hesse ve Weil, 1954). Kromatografi, karisimlarin bilesenlerine
ayrilmasi igin gelistirilen en temel ve etkili ayirma tekniklerinden biridir. Bu yontemin
temeli, analiz edilecek ornekteki bilesenlerin sabit faz ile olan etkilesimlerine gore farkl
hizlarda taginmasina dayanir. Sistem iki fazdan olusur; biri sabit faz, digeri ise hareketli
faz olarak adlandirilir. Sabit faz, genellikle kati veya siv1 bir destek iizerinde sabit kalan
ve ayirmay1 saglayan ylizeydir. Hareketli faz, 6rnegi sistem boyunca tasiyan fazdir.
Karisim i¢indeki her bir bilesik, sabit faza olan afineleri dogrultusunda sistem igerisinde
farkli derecelerde tutulur. Sabit faza daha kuvvetli baglanan bilesikler sistem i¢inde daha
uzun siire kalir, daha zay1f etkilesim gosterenler ise daha hizli sekilde tasinarak kolondan
once eliie edilir. Bu farkli tutulma siireleri, bilesiklerin birbirinden ayrilmasini saglar.
Boylece, 6rnek igerisindeki maddeler birbirlerinden ayristirilir ve ayri ayri tespit edilebilir
hale gelir. Kromatografik ayirma yontemleri, 6zellikle kompleks karisimlarin analizinde
yiiksek duyarlilik ve segicilik sunar. Amino asitler, proteinler, niikleik asitler, ilag¢ etken
maddeleri, pestisitler, karbonhidratlar gibi biyolojik ve kimyasal dneme sahip bir¢cok
bilesik bu yontemle basariyla ayrilabilir. Bu yoniiyle kromatografi, giiniimiizde hem
aragtirma laboratuvarlarinda hem de ilag, gida ve cevre analizlerinde yaygin olarak
kullanilan vazgecilmez bir tekniktir (Skoog vd., 2006). Kromatografik teknikler
icerisinde dnemli bir yere sahip olan s1vi kromatografi (LC), bilesiklerin siv1 bir hareketli
faz kullanilarak sabit faz {izerinde ayrilmasima dayanan kromatografik bir tekniktir. Ilk
olarak klasik sistemlerde kullanilan sivi kromatografi, cam kolonlar igerisinde diisiik
basing altinda ve yer¢ekimi kuvvetiyle ilerleyen mobil fazla gergeklestirilmekteydi. Bu
geleneksel sistemler sinirli ¢oziintirliik, diistik hiz ve diisiik verimlilik gibi dezavantajlara

sahipti  (Oliver, 1991). Teknolojinin  gelismesiyle birlikte bu  yOntemin



otomatiklestirilmis, yliksek basinca dayanikli, daha hassas ve hizli hale getirilmis bir
versiyonu olan yiiksek performansl sivi kromatografi (HPLC) gelistirilmistir. HPLC,
klasik sivi kromatografi (LC) sistemlerine gore ¢ok daha dar pik genisligi, kisa analiz
stiresi ve yiiksek ayirma kapasitesi ile dne ¢ikmaktadir. Sistemde mobil faz, gii¢lii bir
pompa yardimiyla kolondan yiiksek basing altinda gegirilir; bu da analitlerin sabit fazla
daha etkili etkilesim kurmasini saglar (Meyer, 2010). HPLC cihazlar1 temel olarak su
birimlerden olusur: mobil faz haznesi, yliksek basingli pompa sistemi, 6rnek enjektorii,
sabit faz iceren kolon, dedektdr ve veri analiz {initesi. Mobil faz, ¢oziiniirliigii yliksek bir
¢oziicii ya da ¢oziicii karisimi olarak segilir ve pompa yardimiyla sabit faz iizerinden
yuksek basingla gegirilir. Pompa sistemlerinin en 6nemli islevi, sabit bir akis hizini
minimum darbe ile saglamaktir. Bu da analiz tekrarlanabilirligi ve duyarlilig1 agisindan
kritiktir (Meyer, 2010). HPLC, 6zellikle kompleks 6rnek matrislerinde hizli ve giivenilir
ayirma yapabildigi i¢in ila¢ sanayii, biyoteknoloji, gida analizi ve ¢evresel izleme gibi
alanlarda yogun sekilde tercih edilmektedir. Modern analiz teknolojilerinin temel
taglarindan biri haline gelen bu sistem, sivi kromatografinin evrimsel olarak ulastig1 en

verimli agamalardan biridir (Oliver, 1991; Meyer, 2010).

1.2. HPLC’de Ayirma Mekanizmasi ve Kromatogram Yorumlama

Bir kimyasal karisimin ayrilmasi siirecinde, analiz edilecek 6rnek, hareketli faz
olarak tanimlanan sivi bir tastyiciya yiiklenir ve sabit faz islevi goren kat1 bir ortam
tizerinden gegcirilir. Bu tasima siireci boyunca, karisimi olusturan bilesenler sabit fazla
fizikokimyasal etkilesimlere girer. Her bir bilesigin sabit faz ile olan afinite derecesi farkli
oldugundan, kolon igerisindeki ilerleme hizlar1 da degiskenlik gosterir. Sabit faza giiclii
baglanma egiliminde olan bilesikler sistemde daha uzun siire tutulurken, zayif etkilesim
gosterenler daha erken eliie olur. Bu selektif tutulma davraniglari, bilesenlerin zamanla
birbirinden ayrilmasini saglar ve yliksek ¢oziiniirliiklii bir ayirma gergeklesir. Ayrilmis
bilesenler, analitik dedektor sistemleri aracilifiyla izlenebilir. En yaygin kullanilan
dedektorlerden biri olan UV dedektorii, bilesiklerin belirli dalga boylarinda 15181
absorplama kapasitesine dayali olarak sinyal iiretir. Kromatogramda, X ekseni
bilesenlerin eliisyon siiresini; Y ekseni ise UV sinyalinin siddetini temsil eder. Ayni
kosullar altinda gergeklestirilen dl¢iimlerde, bilinmeyen bir 6rnege ait bilesik, eliisyon
siiresi bilinen bir standartla karsilastirilarak tanimlanabilir. Bunun yani sira,

kromatogramdaki pik alani veya pik yliksekligi, analitin konsantrasyonuyla dogru orantili



oldugundan, oOnceden olusturulmus kalibrasyon egrileri yardimiyla nicel analiz

gerceklestirilebilir. Bu acgiklamalara Sekil 1.1 ile 6rnek olusturulmustur (JASCO, n.d.).
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Sekil 1.1: Kromatografik ayirma ve dedeksiyon siirecini sematik olarak gosterimi; {ist kisim
ayirma mekanizmasi, alt kisim kromatogram (JASCO Corporation, n.d.)

Yiiksek performansli sivi kromatografide (HPLC), karisimdaki bilesenlerin
ayrilmasi, her bir bilesigin sabit fazla olan etkilesim giiciindeki farkliliklara
dayanmaktadir. Kolon igerisinden gegen bilesikler, sabit fazla ne Olgiide etkilesime
girdiklerine bagli olarak farkli hizlarda ilerler. Sabit fazla zayif etkilesim sergileyen
bilesikler sistemi daha hizli terk ederken, daha giiclii etkilesime sahip olanlar kolon i¢inde
daha uzun siire tutulur ve bu sayede ayrim gerceklesir. Bu ayrim mekanizmasi, sistemde
etkin olan cesitli fizikokimyasal etkilesimlere dayanir. Baslica etkilesim tiirleri arasinda
adsorpsiyon, hidrofilik ve hidrofobik etkilesimler, elektrostatik ¢ekim, gdzenekli yapiya
niifuzu ve boyut diglama mekanizmalar1 yer almaktadir. Bu agiklamalara Sekil 1.2 ile

ornek olusturulmustur (JASCO, n.d.).
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Sekil 1.2: Sabit faz-analit etkilesim tiirleri (JASCO Corporation, n.d.)

A semasinda, polar bilesiklerin sabit fazla hidrojen baglari yoluyla
gerceklestirdigi etkilesim temsil edilmektedir. Sabit faz iizerinde bulunan hidroksil (~OH)
gruplari, analit molekiiliindeki amino (—NH:) veya nitro (—NO-) gibi polar fonksiyonel
gruplarla hidrojen bagi kurabilir. Bu tiir etkilesimler 6zellikle normal faz kromatografi ve
hidrofilik etkilesimli kromatografi (HILIC) sistemlerinde énemlidir. Bu durumda, sabit
fazla daha kuvvetli polar etkilesim kuran bilesikler kolonda daha uzun siire tutulurken,
apolar karakterdeki bilesikler sabit faza baglanmadan daha hizli eliie edilir. B semasi ise
hidrofobik etkilesimleri, yani ters faz kromatografisindeki (RP-HPLC) ayirma
mekanizmasini gostermektedir. Sabit faza kovalent olarak bagli uzun zincirli hidrokarbon
gruplar1 (6rnegin C18) ile apolar analit molekiilleri arasinda van der Waals tip1 hidrofobik
etkilesimler olusur. Bu durumda, apolar bilesikler sabit faza daha kuvvetli baglandigindan
kolondan daha gec eliie edilir. Buna karsin, polar bilesikler sabit faza diisiik afinite
gosterdiginden daha erken eliie olur. Ters faz kromatografi, biyolojik 6rnekler, ilag etken
maddeleri ve apolar organik bilesiklerin analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir. C
semasinda gosterilen yap1 ise iyonik etkilesimlere dayali iyon degisim kromatografisini
(IEC) temsil eder. Sabit faz iizerinde yer alan anyonik gruplar (6rnegin SOs") ile ortamda

bulunan katyonik analitler arasinda elektrostatik ¢ekim kuvvetleri olusur. Bu etkilesim
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mekanizmasinda, sabit faza ters yiik tagiyan iyonlar baglanir ve daha geg eliie edilirken,
zayif etkilesim gosteren iyonlar daha hizli sekilde sistemden ayrilir. Bu mekanizma, hem
anyon degistirici hem de katyon degistirici kolonlarla calisilabilen iyon degisim
sistemlerinde kullanilir ve 6zellikle iyonik bilesiklerin secici analizinde biiylik avantaj
saglar. Bu ii¢ temel etkilesim tipi (A, B ve C), klasik HPLC sistemlerinde genellikle
birbirinden bagimsiz olarak degerlendirilmekte ve her sistem yalnizca belirli bir etkilesim
mekanizmasina dayanmaktadir. Ancak son yillarda gelistirilen mixed-mode (karma mod)
kromatografi yaklagimlari sayesinde, Sabit faz yiizeyine birden fazla etkilesim tiirliniin
eszamanli olarak biitiinlestirilmesiyle, daha secici ve gii¢lii bir ayirma mekanizmasi elde
edilebilmektedir. Ornegin, ters faz kromatografisinde (B) kullanilan hidrofobik zincir
gruplari ile iyon degisim kromatografisinde (C) yer alan yiiklii fonksiyonel gruplar ayni
sabit faz yapisi lizerinde birlikte bulunabilir. Boyle bir sistemde, analit molekiilleri hem
hidrofobik etkilesimler yoluyla sabit faza baglanir hem de elektrostatik ¢cekimlerle tutulur.
Benzer sekilde, sabit fazin yiizeyinde hem polar hidroksil gruplari (A) hem de anyonik
veya katyonik gruplar (C) yer alarak, polar bilesiklerin hem hidrojen bagi hem de
elektrostatik ¢ekim ile tutulmasi saglanabilir. Bu coklu etkilesim modeli sayesinde,
ozellikle kompleks yapiya sahip hem iyonik hem de apolar ya da hidrofilik 6zellik
gosteren bilesiklerin ayrilmasi daha verimli hale gelir. Mixed-mode sabit fazlar, klasik
HPLC sistemlerinde benzer polariteye sahip oldugu icin ayrilmasi zor olan analitler
arasinda bile secici ayirim yapilmasina olanak tanir. Bu yoniiyle A, B ve C semalarinda
ayr1 ayr1 gosterilen etkilesim tiirleri, karma mod kromatografi sistemlerinde ayni sabit faz

tizerinde birlikte ¢alisarak ¢cok boyutlu bir ayirma stratejisi sunar.

Sekil 1.2'de yer alan etkilesim modelleri, klasik HPLC sistemlerinde bagimsiz
olarak kullanilan {i¢ temel ayirma mekanizmasini temsil etmektedir: hidrojen bagina
dayali polar etkilesimler (A), hidrofobik etkilesimler (B) ve elektrostatik iyonik
etkilesimler (C). Bu semalar, sabit faz {iizerindeki fonksiyonel gruplarin analit
molekiilleriyle nasil bir segicilik olusturdugunu yalin bi¢imde ortaya koymaktadir. Ancak
giiniimiizde gelistirilen karma modlu sabit fazlar, bu ii¢c mekanizmay: tek bir kolon
tizerinde birlestirerek daha iist diizey ve ¢ok boyutlu bir ayirma stratejisi sunmaktadir.
Karma mod sistemlerde sabit faz yiizeyine ayni anda hem hidrofilik (—OH), hem
hidrofobik (Cs, Cis) hem de iyonik (SOs~, NHs") gruplar ylizeye tutturulabilir. Bu sayede
analit molekdilleri yalnizca tek bir tiir etkilesim lizerinden degil, ayn1 anda birden fazla

alikonma yolu ile ayrilabilir. Sekilde C bolgesi olarak kodlanan elektrostatik etkilesim
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alani, 0rnegin hem anyonik sabit faz gruplar1 hem de katyonik analitler i¢in dnemli bir
alikonma noktasi saglar. Bu alanla birlikte, eszamanli olarak B bolgesindeki apolar
gruplarla hidrofobik analitler tutulabilirken, A bolgesinde ise polar gruplar hidrojen
baglartyla etkilesim kurar. Bu yap1 sayesinde, 6rnegin hem bazik hem de apolar karakter
tasiyan bir analit, 6nce elektrostatik ¢cekimle sabit faza baglanir, ardindan apolar bolgede
tutulur ve bdylece kolon i¢inde kendine 6zgii bir alikonma stiresi kazanir. Bu mekanizma,
klasik sistemlerde goriilemeyecek kadar yiiksek ayrim kapasitesi yaratir. Ozellikle benzer
polariteye sahip bilesiklerin aym1 6rnek i¢inde bulundugu durumlarda, karma mod
sistemlerin sagladigi c¢cok boyutlu ayrim diizlemi, ayirma basarisini ciddi oranda

artirmaktadir.

Sonug olarak, Sekil 1.2’nin alt mesaji, karma modlu HPLC sistemlerinin tek yonlii
ayirma stratejilerinin 6tesine gegerek, birden fazla fizikokimyasal etkilesimi ayni anda
devreye soktugu gercegini vurgular. Bu teknoloji, yalnizca analit segiciligini degil, ayni
zamanda yontemin esnekligini ve gercek matrislere uygulanabilirligini artirir. Karma
modlu kolonlarin bu yapisi, Ozellikle ¢ok bilesenli biyolojik numunelerde, ilag

formiilasyonlarinda ve izomer ayriminda kritik avantajlar saglar.

1.2.1. Ayirma modlari

1.2.1.1. Ters faz kromatografi (RP-HPLC)

Ters fazli sivi kromatografi (RPLC), notr pH kosullarinda ¢6ziinmis
molekiillerin hidrofobik 6zelliklerine bagli olarak ayrilmasini saglayan ve en yaygin
kullanilan kromatografik tekniktir. Bu yontemde ayrim, analitlerin hareketli faz ile sabit
faz arasinda sahip olduklar1 dagilim katsayisina gore gerceklesir. Sabit faz, genellikle
silika bazli olup yiizeyine baglanmis uzun zincirli hidrofobik gruplar igerir. Bu yapi, sabit
faz tlizerinde s1v1 benzeri bir tabaka olusturarak diisiik polariteye sahip analitlerin daha
uzun siire tutulmasina, yiiksek polariteye sahip olanlarin ise daha erken eliie edilmesine
neden olur (Manadas vd., 2010). Ters fazli sivi kromatografi (RPLC), 6zellikle peptitlerin
ayrilmasi amaciyla yaygin olarak tercih edilmektedir. Bunun baslica nedenleri arasinda;
bu teknigin su bazli 6rneklerle ve gradyan eliisyon sistemleriyle yiiksek derecede uyum
gostermesi, ayrica ayrim mekanizmasinin pH, katki maddeleri ve organik ¢oziicii tiirii
gibi parametrelerle kolaylikla modiile edilebilmesi yer alir (McCalley, 2009). Bu yoniiyle
RPLC, hem esnek hem de kontrol edilebilir bir ayirma stratejisi sunar. Kromatografik
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ayrimin kapasitesini etkileyen ¢ok sayida faktor mevcuttur. Bunlar arasinda kolon
sicakligl, kolon uzunlugu, sabit fazin kimyasal yapisi, partikiil boyutu, hareketli faza
eklenen iyon-¢ifti olusturucu reaktifler, hareketli faz modifikatorleri ve gradyan egimi
sayilabilir (Gilar vd., 2005). Bu parametrelerin her biri, hem ayrim verimini hem de pik
sekillerini dogrudan etkiler. Genellikle ¢evrimigi ters fazli sivi kromatografi islemleri
asidik pH kosullarinda gergeklestirilir. Bu durum, peptitlerin iyonlagsmasini saglayarak
sabit fazla etkilesimi artirir. Bununla birlikte, yontemin yiiksek pH kosullarinda ¢evrim
dist (offline) olarak uygulanmasi, ardindan elde edilen fraksiyonlarin birlestirilmesi,
farkli iyonlagsma durumlari araciligryla peptitlerin hidrofobiklik 6zelliklerini degistirir ve
bu sayede daha dik agiyla (ortogonal) ayrim elde edilmesine olanak tanir (Yang vd.,
2012). Bu tiir cok boyutlu uygulamalar, 6zellikle karmasik biyolojik 6rneklerde analiz

duyarliligini1 ve kapsamini artirmak amaciyla gelistirilmistir.

1.2.1.2. Normal faz kromatografi

Normal faz kromatografi, sabit fazin polar, hareketli fazin ise apolar 6zellik
gosterdigi bir ayirma teknigidir. Bu yontemde analitlerin sabit faza tutulmasi, polar yiizey
gruplartyla gerceklesen etkilesimler araciligiyla saglanir. Sabit fazi olusturan
partikiillerin yiizeyinde genellikle silanol (—SiOH) gibi polar fonksiyonel gruplar bulunur
ve bu gruplar, analit molekiillerinin polar kisimlariyla hidrojen baglari, dipol-dipol
etkilesimleri veya yiik transferi yoluyla etkilesime girer. Hareketli faz ise genellikle non-
polar veya diisiik polariteye sahip ¢oziiciilerden olusur. Ayirma islemi sirasinda hareketli
fazin polaritesi kademeli olarak artirilarak, sabit faza daha az baglanan bilesikler daha
erken, daha giiclii baglananlar ise daha ge¢ eliie edilir. Boylece diisiikten yiiksege dogru
polariteye sahip bilesikler, kolon boyunca farkli siirelerde tutulur ve birbirlerinden ayrilir.
Bu teknik, ozellikle polar bilesiklerin segici olarak ayrilmasi, izomer ayrimi ve ilag
hammaddelerinin safsizlik analizleri gibi alanlarda etkin bi¢cimde kullanilmaktadir.
Ayrica, ara polariteye sahip analitlerin ayrimi i¢in de oldukc¢a uygundur (Skoog vd.,

2006).



1.2.1.3. iyon degisim kromatografisi (IEC)

Iyon degisim kromatografisi (IEC), karsit elektriksel yiikler temel alinarak
bilesenlerin birbirinden ayrilmasini saglayan bir ayirma yontemidir (Li vd., 2016). Bu
teknikte, sabit faz lizerindeki fonksiyonel gruplar ile drnek bilesenleri arasinda olusan
elektrostatik ¢cekim kuvvetleri, alikonma mekanizmasinin temelini olusturur. Yontem,
uygulama sekline gore ikiye ayrilir; katyon degisim kromatografisi ve anyon degisim
kromatografisi. Katyon degisim kromatografisinde, asidik pH kosullarinda sabit fazda
bulunan negatif yiiklii gruplar (6rnegin siilfat gruplar1), pozitif yiikli peptitlerle
elektrostatik etkilesim kurar. Anyon degisim kromatografisinde ise bazik pH ortaminda
sabit fazdaki pozitif yiikli gruplar (6rnegin kuaterner amonyum gruplari), negatif yiiklii
peptitleri ¢eker. Iyon degisim kromatografisi, sabit faza baglanmis fonksiyonel gruplarin
kuvvetine gore ayrica iki alt gruba ayrilir; giiglii katyon degisim kromatografisi (SCX),
giiclii anyon degisim kromatografisi (SAX), zayif katyon degisim kromatografisi (WCX)
ve zayif anyon degisim kromatografisi (WAX) (Association of Clinical Scientists, 2022).
Bu tiir sistemlerde kullanilan fonksiyonel gruplar genellikle silika ya da sentetik polimer
esasli regineler lizerine ylizeye tutturulabilir. Bununla birlikte, zaman zaman inorganik
yapili tasiyict malzemeler de kullanilabilmektedir (Li vd., 2016). Bu yontemde peptitlerin
sabit fazdan ayrilmasi, mobil fazin iyonik giiclinlin yiikseltilmesi yoluyla saglanir.
Boylece peptitlerin sivi faza gegisi, yani eliisyonu gerceklesir. Ozellikle gii¢lii katyon
degisim kromatografisi (SCX), proteomik caligmalar kapsaminda yaygin olarak
kullanilan bir tekniktir. Bu yontemde, peptitler net pozitif yiiklerine gore ayrilir ve en
diisiik pozitif yiike sahip peptit ilk olarak eliie edilir. Mobil fazdaki tuz
konsantrasyonunun artirilmasi, peptit ile sabit faz arasindaki elektrostatik etkilesimi
azaltarak alikonma siiresini kisaltir. Ancak giicli katyon degisim kromatografisinin
(SCX) ¢oziiniirliik kapasitesi, ters fazli kromatografiye kiyasla siirli kalmakta ve bu
nedenle karmagik karisimlarin ayrilmasi agisindan kullanim alani kisitlanabilmektedir

(Essader vd., 2005).
1.2.1.4. Hidrofilik etkilesimli kromatografi (HILIC)

Hidrofilik etkilesimli sivi kromatografi (HILIC), ilk olarak ters gradyan
kromatografi yontemi ile gelistirilmis ve zamanla polar bilesiklerin ayrilmasinda en ¢ok

tercih edilen tekniklerden biri haline gelmistir (Simpson vd., 1987). HILIC, temel prensip



olarak normal faz kromatografisine benzer sekilde c¢alisir; sabit fazin yapist polar,
baslangictaki hareketli faz ise diisiik polaritelidir. Ancak ters fazli sivi kromatografiden
(RPLC) farkli olarak, gradyan eliisyonu sirasinda hareketli fazin polaritesi artirilarak
ayrim gergeklestirilir. Bu igslem, organik ¢oziicli oraninin azaltilmasi ile saglanir ve
boylece daha su bazli (hidrofilik) bir ortam elde edilir (Boersema vd., 2008; Mizukami
vd., 2004). HILIC yonteminde kullanilan sabit fazlar; siyanopropil, diol ya da amino
gruplar gibi hidrofilik karakterde fonksiyonel gruplar igeren yapilarla modifiye edilmistir
(Jandera, 2008). Buna karsilik, hareketli faz ise genellikle organik c¢oziiciilerle
zenginlestirilmis, diisiik polariteli bir yapiya sahiptir (Boersema vd., 2008). Bu sistemde,
polar olmayan veya diisiik polariteli analitler daha zayif etkilesim gosterdiginden daha
erken eliie olurken, yiiksek polariteye sahip analitler sabit fazla daha giiclii hidrofilik
etkilesimlere girerek daha geg eliie edilir (Buszewski ve Noga, 2012). HILIC yonteminde
sabit faz yiiklii gruplar igeriyorsa, analitlerle olusabilecek elektrostatik etkilesimler de goz
oniinde bulundurulmalidir. Boyle durumlarda, gradyan sirasinda tampon ya da tuz
konsantrasyonunun artirilmasi1 yoluyla bu elektrostatik baglarin zayiflatilmasi
saglanabilir (Boersema vd., 2008; Mizukami vd., 2004). Bu strateji, 6zellikle iyonik
yaptya sahip analitlerin daha kontrollii bigcimde eliisyonunu saglar. Hidrofilik etkilesimli
stvi kromatografi (HILIC), 6zellikle polar analitlerin ve hidrofilik 6zellikteki peptitlerin
ayrilmasinda yiiksek verim sunar. Ayrica, peptitlerin yapisinda kutuplulugu artiran baz
sonradan olusan biyokimyasal degisikliklerin, 6rnegin seker baglanmasi (glikozilasyon),
asetil grubu eklenmesi (N-asetilasyon) ve fosfat grubu baglanmasi (fosforilasyon) gibi
dontisiimlerin, segici olarak zenginlestirilmesine ydnelik yapilan protein haritalama

caligmalarinda da bu yontem yaygin bi¢imde kullanilmaktadir (Manadas vd., 2010).

1.2.1.5. Karma mod (mixed-mode) kromatografi

Karma mod kromatografi (MMC), genellikle ters fazli sivi kromatografi (RPLC)
ya da hidrofilik etkilesimli sivi kromatografi (HILIC) sistemlerinin, iyon degisim
kromatografisi (IEC) ile birlestirilmesiyle olusturulan bir ayirma teknigidir (Zhang ve
Liu, 2016). Bu teknik, klasik iyon degisim kromatografisine benzer sekilde calismakla
birlikte, kullanilan sabit fazlar iyon degisim kolonlarina kiyasla ¢ok daha hidrofobik
yapiya sahipti. MMC sistemlerinde analitlerin tutulmasi birden fazla etkilesim
mekanizmasina baglidir. Genellikle iyonik, hidrofobik ve/veya hidrofilik baglanmalar es

zamanli olarak islev goriir. Bu ¢oklu etkilesim yapisi, MMC’yi hem 6rnek hazirlama hem
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de iyonlasabilir ve notr bilesenler igeren karmasik biyolojik drneklerin analizi i¢in ideal
bir yontem haline getirir. MMC kolonlari, iyon degisim kolonlarina alternatif olarak
gelistirilmistir ve 6zellikle biyolojik 6rneklerde dogrudan enjeksiyon yoluyla saflagtirma
yapilabilmesine olanak tanimasi sayesinde benzersiz avantajlar sunar (Zhang ve Liu,
2016). MMC sistemlerinde analitlerin tutulma stiresi; kullanilan tamponun tiirti, mobil
fazdaki organik ¢6ziicii orani, pH ve tuz konsantrasyonu gibi parametreler degistirilerek
kolaylikla kontrol edilebilir. Bu sistemler, ters fazli stvi kromatografi kolonlarinda sabit
fazdaki yiiklii silanol gruplari ile giiclii etkilesime giren bazik bilesiklerin ayrilmasi i¢in
olduk¢a uygundur. Ayrica MMC kolonlari; anyon, katyon, ¢ift yiiklii molekiiller
(zwitteriyonlar) ve notr bilesikler gibi ¢ok cesitli tiirde analitlerin ayn1 anda ayrilmasini
saglayabilir (Snyder vd., 2010). MMC sistemleri, RPLC'ye kiyasla polar farmasotik
maddeleri daha etkin tutabildigi i¢in, analitik ve preparatif biyolojik uygulamalarda
yaygin olarak tercih edilmektedir (Zhang ve Liu, 2016).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

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

2.1.1. Karma Mod Sabit Fazlarin Gelisimi ve Kullanimi

Karma mod kromatografik sabit fazlar, analitlerin sabit faz {izerindeki
tutulmasinda ayni anda birden fazla etkilesim mekanizmasinin etkili oldugu gelismis
ayirma sistemleri arasinda yer almaktadir (Liu ve Pohl, 2008, 2010, 2012; Liu, Pohl,
Woodruff ve Chen, 2011; Hinterwirth vd., 2010). Bu tiir sabit fazlar, genellikle silika
veya polimer esash tasiyicit ylizeylerin tiizerine farkli kimyasal ozelliklere sahip
fonksiyonel gruplarin yiizeye tutturulmasi yoluyla elde edilmekte olup; hidrofobik,
hidrofilik, iyonik, elektrostatik ya da n-m etkilesimleri gibi ¢esitli etkilesim tiirlerini ayni
anda biinyesinde barindiracak sekilde tasarlanmaktadir. Boylece hem polar hem de apolar
karakterdeki analitlerin tek bir sistemde yiiksek secicilikle ayrilmasi miimkiin hale gelir.
Karma mod sistemlerde ayirma basarisi, sabit faz ile analit arasinda en az iki farkli ve
baskin etkilesim tiiriiniin ayn1 anda aktif rol oynamasina baglidir. Bu ¢oklu etkilesim
prensibi, Ozellikle kompleks icerikli numunelerde bulunan bilesiklerin ayirt edici
ozelliklerine gore segici tutulmasini saglayarak, klasik tek modlu fazlarla elde edilemeyen
ayirma performansini miimkiin kilar. Dolayisiyla bu sabit fazlar, hem alikonma
mekanizmasinin ¢esitliligini artirmakta hem de genis analit spektrumuna sahip drneklerin
ayriminda esneklik sunarak modern HPLC uygulamalar1 i¢in 6nemli bir alternatif

olusturmaktadir (Zhao vd., 2015).

2.1.1.1. Karma mod sabit fazlarin sentezinde kullanilan yaklasimlar

Karma mod sabit fazlarin iiretiminde en kritik adimlardan biri, inorganik silika
matrisi ile fonksiyonel organik reaktifler arasinda uygun bir baglayici yap1 olugturmaktir.
Bu baglamda, terminal gruplar igeren silan tiirevleri yaygin olarak kullanilmakta olup;
propiltrimetoksisilan (PTMS), 3-aminopropiltrimetoksisilan (APS) (Li vd., 2011), 3-
merkaptopropiltrimetoksisilan (MPS) (Qiao vd., 2015) ve 3-kloropropiltrimetoksisilan
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(CPS) (Sun vd., 2013) gibi reaktifler sik¢a tercih edilmektedir. Genel anlamda bu sabit

fazlarin hazirlanmasinda ii¢ temel sentetik yaklagim 6ne ¢ikmaktadir.

2.1.1.2. Terminal fonksiyonlu reaktiflerle 6n modifikasyon yontemi

Bu yontemde, oncelikle organik olarak islevsellestirilmis reaktiflerin, terminal
grubunda trimetoksisilan iceren PTMS ile tepkimeye sokulmasi yoluyla trimetoksisilil ug
gruplarina sahip yeni organik bilesikler sentezlenir. Ardindan bu tiirevler dogrudan silika
ylizeyine tutturulabilir (Aral vd., 2015). Ancak bu sliregte ¢esitli ara iirlinler olustugundan
dolay1 saflastirma ve izolasyon asamalar1 ¢cogu zaman zorunlu hale gelir. Ayrica, olusan
yeni reaktiflerin ¢oziiniirliikk karakteristikleri genellikle dnceden belirlenemediginden,

uygun ¢oziicii segimi konusunda siirliliklar olusabilir (Zhang vd., 2014).

2.1.1.3. Silika yiizeyinin ptms ile modifikasyonu sonrasi asilama

Bu yontemde, silika matrisi dncelikle PTMS ile yiizeysel olarak modifiye edilir
ve sonrasinda islevsel gruplar i¢eren organik reaktifler dogrudan bu yiizeye asilanir. Bu
yontemde en sik kullanilan PTMS tiirevi APS’tir. Reaktif anhidrit (Li vd., 2011), metil
ester (Hu vd., 2013), karboksilik asit (Ray, Takafuji ve Thara, 2012) veya epoksi (Li vd.,
2014) gruplar iceren organik molekiiller, APS-modifiye silikanin ylizeyine dogrudan
baglanabilir. Bu ydntemin avantaji, yalnizca ilk basamakta susuz kosullara ihtiyag

duyulmasi nedeniyle daha basit ve uygulanabilir olmasidir (Zhang vd., 2015).

2.1.1.4. Mps yiizey modifikasyonu ve tiklama tabanh polimerizasyon

Silika, dnce MPS ile modifiye edilir. Daha sonra alil ya da vinil fonksiyonel
gruplar igeren organik reaktifler, ya “tiol-en” tiklama reaksiyonu (Qiao vd., 2014) ya da
ylizeyden baslatilan radikal zincir transfer polimerizasyonu (Qiu vd., 2012) yoluyla
merkaptosilika ylizeyine baglanir. Bu strateji, ikinci yontemle benzerlik tasisa da
MPS'in ¢oklu baglanma bolgeleri sayesinde daha yiiksek yiikleme kapasitelerine
ulagilabilmektedir. Her bir merkaptogrup, birden fazla reaktifin polimerizasyonuna
imkan taniyarak baglanma oranini artirir. Ayrica bu yontem, klasik alkin-azid Huisgen
tiklama kimyasina kiyasla metal iyonu kalintisi riskini ortadan kaldirarak daha temiz sabit

fazlar elde edilmesine olanak tanir (Liu vd., 2012). Bununla birlikte, en &nemli
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dezavantaji polimerlesme derecesinin hassas sekilde kontrol edilmesinin zorlugudur.
Buna ek olarak, merkaptogrup ile alken gruplar1 arasinda istenmeyen ekleme

reaksiyonlar1 da meydana gelebilmektedir (Shi vd., 2015; Liu vd., 2012).

2.1.2. Karma Mod Sabit Fazlarin Yapisal Ozellikleri

Karma mod kromatografik sabit fazlar, genellikle birden fazla tiirde kimyasal
grubu ayni1 yapida birlestirerek ¢cok yonlii etkilesim mekanizmalar1 olusturacak bigimde
tasarlanmaktadir. Bu sabit fazlar, farkli alikonma modlarin1 bir araya getirerek hem
seciciligi artirmakta hem de genis analit yelpazesine sahip karmasik numunelerde yiiksek
ayirma verimliligi saglamaktadir. Hidrofilik etkilesim sivi kromatografisi (HILIC)
mekanizmasina uygun olarak calisan fazlarda, yiizey modifikasyonu genellikle polar
fonksiyonel gruplar aracilifiyla gerceklestirilir. Bu tiir fazlarda yaygin olarak kullanilan
gruplar arasinda polar amid bilesenleri (Aral vd., 2015; Ohyama vd., 2015), anilin
tiirevleri (Iverson ve Lucy, 2014), kuaterner amonyum iyonlar1 (Aral vd., 2015; Li vd.,
2011; Liu vd., 2015; Qiao vd., 2015), amino asit yapilart (Li vd., 2011), cesitli
polisakkaritler (Qiao vd., 2014; Sun vd., 2013) ve hidroksil iceren fonksiyonel gruplar
(Wangvd., 2015) yer almaktadir. Ters fazli sivi kromatografi (RPLC) modunda ¢alisan
sabit fazlar ise daha ¢ok apolar/hidrofobik karakterde gruplar icermektedir. Bu yapilarin
tasariminda kullanilan bilesenler arasinda uzun zincirli alkan gruplart (Qiao vd., 2015;
Wang vd., 2015; Cai vd., 2012), aromatik 6zellik gosteren imidazol halkalar1 (Liu vd.,
2015; Sun vd., 2014), azobenzen tiirevleri (Qiu vd., 2013) ve bosluklu yapiya sahip kaliks
(Zhao vd., 2014) aren sistemleri (Hu vd., 2013; Lu vd., 2014) siklikla tercih edilmektedir.
Iyon degisim kromatografisi (IEC) 6zelliklerine sahip karma mod sabit fazlarda ise,
genellikle yiizeyde bazik karakterli ii¢linciil amin veya kuaterner amonyum iyonlar1 (Jin
vd., 2015; Sun vd., 2011; Ldmmerhofer vd., 2008; Zimmermann vd., 2015) ya da asidik
karboksilik gruplar (Cai vd., 2012; Yang vd., 2015) bulunur. Bu gruplar, iyonik yiik
dengesine bagli olarak analit ile sabit faz arasinda elektrostatik ¢ekim olusturarak
alikonmay1 saglar. Ozetle, karma modlu sabit fazlar genellikle birden fazla alikonma
mekanizmasin etkin héle getirmek amaciyla farkli fonksiyonel gruplar ile modifiye
edilir. Boylece hem hidrofilik hem hidrofobik hem de iyonik 6zellikteki analitler icin

esnek ve gli¢lii bir ayirma sistemi sunulmus olur.

13



2.1.2.1. Parcacik tabanh karma mod sabit faz sistemleri

Son yillarda, pargacik bazli karma mod sabit fazlara yonelik literatiirde dnemli
ol¢iide artis gézlenmistir. Bu tiir sabit fazlarin biiylik ¢ogunlugu, kimyasal dayanikliligi,
yiiksek mekanik kararlilig1 ve iyi ylizey modifikasyon potansiyeli nedeniyle silika jel
esasli malzemeler kullanilarak gelistirilmistir. Kullanilan ayirma modlarina gore

siniflandirildiginda, bu fazlar {i¢ ana kategoride degerlendirilebilir:
* Ters faz / hidrofilik etkilesimli fazlar (RPLC/HILIC)
* Ters faz / iyon degisim fazlar1 (RPLC/IEC)
» Hidrofilik etkilesimli / iyon degisim fazlar1 (HILIC/IEC)

Bu yapilarin her biri, belirli analit tiirlerine ve ayirma kosullarina uygun sekilde
coklu etkilesim mekanizmalari sunarak HPLC uygulamalarinda genis kapsamli ¢oziimler

sunmaktadir.

2.1.2.2. RPLC/HILIC karma mod sabit fazlarinin gelistirilmesi

Ters fazli sivi kromatografi (RPLC) ¢ogunlukla orta ve zayif polariteye sahip
analitlerin ayrimi i¢in tercih edilirken, hidrofilik etkilesimli s1vi kromatografi (HILIC)
yiiksek polar bilesiklerin ayirimi i¢in daha uygundur. Bu baglamda, RPLC ve HILIC
mekanizmalarini ayni anda barindiran karma mod sabit fazlar gelistirilmistir (Gargano
vd., 2013). Amino asit ve peptit modifikasyonuna dayali silika bazl fazlar, RPLC/HILIC
karma mod sabit fazlarinin genis bir sinifin1 olusturur (Ray, Takafuji ve Thara, 2012).
Ornegin, Zhang ve ¢alisma arkadaslar1 (Li vd., 2011), yiizeyine poli-L-lizin asilanmis bir
silika sabit faz gelistirmistir. Bu faz, hem terminal amin gruplar1 gibi polar yapilara hem
de alkil zincirlerinden kaynaklanan hidrofobik karaktere sahiptir ve boylece hem RPLC
hem de HILIC modlarinda etkin ayirma imkani1 sunar. Bu yapi, fenolik bilesikler, anilinler
ve hidrofilik yapilar i¢in bagarili ayirma saglamistir. Surfaktin, yedi amino asit ve bir -
hidroksi yag asidinden olusan dongiisel bir heptapeptit olup, amfifilik yapist nedeniyle
RPLC/HILIC modlarinda kullanilabilecek sabit fazlarin gelistirilmesinde degerlidir.
Kuroda ve ekibi (Ohyama vd., 2014), surfaktin modifikasyonu ile elde edilen silika fazi,

aminosilika ve karboksil gruplar1 arasinda amid bagi olusturarak hazirlamistir. Bu
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yontem, biyostirfaktanlarin kullanildigi ilk sabit faz uygulamasi olup, devaminda poli(L-
laktik asit) ile modifiye edilen alternatif bir yap1 da gelistirilmistir (Ohyama vd., 2015).
S6z konusu yapi, karboksil gruplarinin n—r etkilesim kabiliyetiyle, 6zellikle polisiklik
aromatik hidrokarbonlarin (PAH) ayrimi i¢in etkili bulunmustur. Glikozit yapilar da
karma mod sabit faz gelistirme stratejilerinde yer almistir. Liang ve arkadaglar (Liang
vd., 2015), rebaudioside A ile modifiye edilmis sabit fazlar1 "tiol-en" tiklama kimyasiyla
hazirlamis ve bu yapilarin yiiksek hidrofiliklik ve alternatif secicilik sundugunu
gostermistir. Bu sabit fazlar, bitkisel kokenli oligosakkaritlerin ayriminda iistiin
performans gostermistir. Son donemde, iyonik sivilarin (IL) sabit faz modifikasyonunda
kullanim1 yayginlagmistir. Zhang ve arkadaslar1 (Li vd., 2011), imidazolin tipi iyonik
stvilarla modifiye ettikleri sabit fazlari hem aromatik bilesiklerin hem de suda ¢6ziinen
vitaminlerin ayrimi i¢in gelistirmistir. Benzer sekilde, 1-vinil-3-oktilimidazolyum L-
laktat'in merkaptosilika yiizeyine asilanmasiyla, Trichoderma gibi mikroorganizmalarin
sekonder metabolitlerinin ayrimi i¢in uygun bir faz olusturulmustur (Qiao vd., 2015). Bu
kolonlar, ticari C8 kolonlara kiyasla daha yiiksek secicilik sunarak 10'a yakin farkli
bilesigi basariyla ayirabilmistir. Ayrica, imidazolyum gdmiilii N,N-dimetilaminopropil
fonksiyonlu silika sabit fazlar gelistirilerek, hem polar hem de apolar yapilarin ayrimi
gerceklestirilmistir. Bu fazlar, niikleozid ve baz ayrimi i¢in 58.000 plaka/m verimlilige
ulagmistir (Liu vd., 2015). Monokatyonik yapiya kiyasla dikasyonik ve trikatyonik iyonik
stvilar, daha genis fizikokimyasal 6zellik araligi sunmakta ve c¢oklu yiik birimleriyle
etkilesim kapasitesini artirmaktadir. Bu kapsamda Shi ve ¢aligma arkadaslari, trikatyonik
tyonik sivilarla modifiye edilmis silika sabit fazlar gelistirerek flavonoidlerin ayrimi igin
yiiksek verimlilik elde etmistir. Flavonoidler, benzer yapiya sahip ¢ok sayida glikozit ve
seker siibstitiiesi i¢erdiginden, bu yapilarin ayirimi geleneksel kolonlarda olduk¢a zordur.
Yeni gelistirilen faz, 6zellikle soya fasulyesi ekstraktlarindan elde edilen flavonoidlerin
ayriminda iistiin performans gdstermistir. Imidazolyum bazli iyonik siv1 igeren fazlarm
ayirt edici ozelliklerinden biri, diizlemsel ve sekil segiciligidir. Ornegin, 1-vinil-3-
oktilimidazolyum L-laktat modifiyeli faz ile o-terfenil, m-terfenil ve trifenilen 6 dakika
icinde yiiksek ¢oziintirliikkle ayrilabilmistir (Qiao vd., 2015). Ayni ayirim, ticari C8
kolonla gerceklestirildiginde yalnizca sinirli bir ayrim saglanabilmistir. Benzen tiirevleri
de karma mod sabit fazlarin gelistirilmesinde degerlendirilmektedir. Qiu ve ekibi (Qiu
vd., 2013), siilfonik azobenzen grubu ile fonksiyonlandirilmis silika faz tasarlamis ve bu
yapilarin hem steroid hem de niikleozit bazlarinin ayrimi i¢in etkili oldugunu gostermistir.

Liu ve arkadaslar1 (Lu vd., 2014) ise kaliks[4]aren-tiirevli kitosan modifikasyonu ile
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silika bazl1 bir sabit faz gelistirerek, monostibstitiie benzenlerin ve fenollerin ayiriminda
basarili sonuglar elde etmistir. Diger yandan, Iverson ve Lucy (Iverson ve Lucy, 2014),
anilin modifikasyonuna sahip gozenekli grafit karbon (PGC) matrisli bir sabit faz
olusturarak, HILIC ve zayif RPLC alikonma modlarini birlikte sunan hibrit bir yap1
ortaya koymustur. Bu kolon, 0-14 pH aralifinda stabil calisabilmekte ve yiliksek pH
kararlilig1 ile dikkat ¢ekmektedir. Shi ve arkadaslar1 (Wang vd., 2015), ¢ift fonksiyonlu
reaktifler ile modifiye edilmis (C18-Diol) sabit fazlar gelistirmistir. Bu yapilar, %100 su
bazli mobil faz kosullarinda ¢alisabilmekte ve 6zellikle bazik analitlerin ayriminda pik

seklini iyilestirerek {istiin ayrim kabiliyeti sunmaktadir.
2.1.2.3. RPLC/IEC karma mod sabit fazlarimin gelistirilmesi

Iyon degisim kromatografisi (IEC), iyonik bilesiklerin ayrilmasi i¢in yaygin
olarak kullanilirken, RPLC/IEC modunun kombinasyonu ozellikle proteomik
arastirmalar i¢in potansiyel sunmaktadir (Qiao vd., 2011). Genellikle RPLC/IEC sabit
fazlarinin hazirlanmasinda, RPLC yiizeylerine elektrostatik etkilesim saglayan iyonik
gruplar eklenir. RPLC/anyon degisim kromatografisi (AEX) ve RPLC/katyon degisim
kromatografisi (CEX) bazli sabit fazlar bu dogrultuda gelistirilmistir. Imidazol tiirevleri,
RPLC/AEX sabit fazlarmin hazirlanmasinda yaygin olarak tercih edilmektedir. Liu ve
arkadaglar1 (Sun vd., 2009), terminal trimetoksisilil grubu igeren poli(1-alilimidazol)'i
sentezlemis ve dogrudan silika ylizeyine asilamistir. Bu yapi, imidazol azotu ile silanol
gruplar1 arasinda hidrojen baglar1 olusturarak, sterik engel sayesinde daha iyi pik simetrisi
saglamistir. Bu sabit faz ayrica AEX modunda inorganik anyonlarin ayrimi igin
kullanilmistir. Aymi arastirma grubu, benzimidazol ile modifiye edilmis sabit faz1 da
sentezleyerek kolon verimliligini 67.200 plaka/m'ye ulastirmistir (Sun vd., 2013). Luo ve
calisma arkadaslar1 (Sun vd., 2014), dikatyonik imidazolyum iyonik siv1 (IL) kullanarak
RPLC/AEX sabit fazi1 gelistirmistir. Bu yapi, klasik monokatyonik iyonik sivilara kiyasla
daha fazla etkilesim bolgesi sunmus ve PAH'lar, anilinler ile organik ve inorganik
anyonlarin ayrimi i¢in etkinlik saglamistir. Kaliksaren bazli fazlar da RPLC/AEX
uygulamalarinda dikkat ¢gekmektedir.

Zhao ve arkadaslari, L-fenilalanin metil esterle fonksiyonlandirilmig kaliks aren
modifiye silika faz1 gelistirerek, kalint1 silanol etkisini baskilamis ve bazik bilesikler i¢in

istiin pik simetrisi elde etmistir (Zhao vd., 2014). Bu yapi, melaminin bebek
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mamasindaki belirlenmesi gibi spesifik analizlerde iyon c¢ifti reaktifi gerekmeden
kullanilabilmistir. Aym1 grupta, bis(tetraoksakaliks aren) triazin modifikasyonuyla
hazirlanan yapi, c¢oklu etkilesim mekanizmalar1 sayesinde flavonoidler ve benzen
tiirevleri gibi genis bir bilesik grubunun ayrimint miimkiin kilmigtir (Zhu vd., 2013; Hu
vd., 2014). Ldmmerhofer ve arkadaslar1 (Nogueira vd., 2005; Ldmmerhofer vd., 2011),
N-undecenil-3-aminoquinuclidine tiirevli silika faz gelistirerek hem RPLC hem de AEX
etkilesimlerini tek bir yapida toplamistir. Bu fazlar, peptitlerin yan iirtinleriyle birlikte
saflagtirllmasinda, vitamin ve oligoniikleotidlerin ayrilmasinda etkili olmustur (Dabre
vd., 2011; Zimmermann vd., 2014). Ek olarak, alilsiilfonik asit ve 3-butenoik asit gibi
fonksiyonlarla katyonik ve anyonik u¢ gruplarla modifiye edilmis sabit fazlar yapilarak,
MS uyumlu diistik iyonik giicte analiz miimkiin hale getirilmistir. Bai ve arkadaslari
(Zhao vd., 2015), 3-dietilamino-1-propin fonksiyonlu silika yiizeyi gelistirerek, yeni bir
cevrimdist 2D-LC sisteminde yiiksek geri kazanimli protein ayrimi elde etmislerdir. Liu
ve ekibi (Jin vd., 2015), XCharge C8SAX sabit fazi1 kullanarak Lycium ruthenicum Murr.
bitkisinden alt1 farkli antosiyanini saflastirmis ve bunlardan besinin ilk kez tanimlandigini
bildirmistir. RPLC/CEX sabit fazlar1 da karistk mod uygulamalar1 arasinda yer
almaktadir. Carr ve arkadaslar1 (Zhang ve Carr, 2011), polistiren ag1 ile modifiye silika
faz gelistirerek, 43 bazik ilacin ayriminda farkli secicilik profili sunmustur. Bu yaps,
polimer ag yapisi sayesinde yiiksek hidrolitik stabilite gostermistir. Zhang ve arkadaslari
(Cai vd., 2012), OTS ve 3-siyanopropiltriklorosilan kullanarak karboksil iceren bir
RPLC/CEX sabit fazi hazirlamistir. Bu faz, RPLC/CEX-RPLC 2D-LC sistemlerinde
basarili protein ve peptit ayrimlarina olanak saglamistir. Ayrica, interferon-y
saflastirilmast i¢in mikrokiirelere dayali ¢ift fonksiyonlu fazlar da gelistirilmistir (Yang

vd., 2015).

2.1.2.4. HILIC/IEC karma mod sabit fazlarinin gelistirilmesi

Ik kez Hodges ve arkadaslari (Zhu vd., 1991), HILIC sabit fazlarmin ayni
zamanda iyon degisim kromatografisi (IEC) alikonma mekanizmasina da sahip
olabilecegini ortaya koymuslardir. Bu bulgunun ardindan, HILIC/IEC kavrami
gelistirilmis ve polar/hidrofilik bilesiklerin ayrilmasi amaciyla kullanilmaya baglanmaistir.
HILIC/IEC, geleneksel kromatografik modlara etkili bir tamamlayici nitelik tasimaktadir.
Yang ve ¢alisma arkadaglari, HILIC/AEX karma mod sabit fazlarinin gelistirilmesine

yonelik ¢esitli ¢aligmalar yiiritmiislerdir. Bu kapsamda, alkin-azid Huisgen reaksiyonu
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(Liu vd., 2012) araciligiyla propargilaminin azid-silika ylizeyine asilanmasiyla amino
modifiyeli bir sabit faz hazirlanmistir. Bu faz, serbest amino grubu ve triazol halkas1
sayesinde, geleneksel amino fazlara gore daha iistiin performans sergileyerek inorganik
anyonlarin ayriminda yiiksek kolon verimliligi (71.000—74.000 plaka/m) saglamistir.
Ayrica, bu yap1 polar niikleozidler, organik asitler ve bazlarin ayriminda da etkili
olmustur. Ayni1 aragtirma grubu, asparagin temelli amid modifikasyonu ile benzer bir yap1
daha gelistirerek alkin-silika iizerine basaril1 bir sekilde tutturmustur (Shen vd., 2013).
Shi ve calisma arkadaslar1 (Qiao vd., 2014), glukaminyum bazli iyonik sivilart (IL)
kullanarak yenilik¢i bir HILIC/AEX sabit fazi tasarlamiglardir. N,N-dialil-N-metil-D-
glukaminyum bromiir bilesigi, alil bromiir ve N-metil-D-glukaminin reaksiyonu ile
sentezlenmis, ardindan dogrudan merkaptosilika yiizeyine baglanmistir. Bu yapida yer
alan kuaterner amonyum grubu ve glikoz halkasi, sabit faza yiiksek hidrofiliklik
kazandirmis ve sitidin ayrimi ig¢in 80.000 plaka/m gibi yiiksek bir verimlilik saglanmistir.
Ayrica, 16 farkli flavonoid ile gesitli niikleozid fosfat bilesiklerinin ayrimi da basariyla
gerceklestirilmistir. Guo ve arkadaglar1 (Shen vd., 2013), dogal olarak hidrofilik bir
tripeptit olan glutatyonu kullanarak, “tiyol-en” tiklama kimyasiyla vinil-silika yiizeyine
baglamiglardir. Gelistirilen bu sabit faz, serbest amino ve karboksil gruplari sayesinde
HILIC, CEX ve HILIC/CEX modlarinda yiiksek ayirma verimliligi gostermistir.
Ozellikle bazik kitooligosakkaritler, notr fruktosanlar ve asidik karragenan
oligosakkaritlerin ayrimi basarili sekilde gerceklestirilmistir. Fruktosanlarin ayriminda,
polimerizasyon derecesi 2 ile 48 arasinda degisen bilesenlerin keskin ve simetrik piklerle

tanimlanabildigi gézlemlenmistir.
2.1.2.5. Coklu modlarda ¢ahsabilen karma sabit fazlarin gelistirilmesi

Thara ve arkadaslar1 (Qiu vd., 2012), imidazolyum temelli iyonik sivilardan elde
ettikleri monomeri iki agamal1 bir sentez ile hazirlayarak, silika ytlizeyine poli(iyonik siv1)
kapl bir sabit faz kazandirmistir. Akriloil kloriir ve 11-bromo-1-undekanol baslangi¢
maddeleriyle yiiriitiilen bu siire¢ sonucunda, katyonik imidazolyum birimi, karboksil
fonksiyonlar1 ve hidrofobik alkil zincirlerinden olusan ¢ok yonlii etkilesim bdolgeleri
barindiran bir yapi elde edilmistir. Bu yap1 sayesinde, RPLC, HILIC ve AEX modlarinda
yuksek secicilikle ayrim gerceklestirilebilmistir. Chen ve arkadaslar1 (Li vd., 2014),
ardisik amin-epoksi reaksiyonlari yoluyla sentezledikleri dendritik polimer yapisini silika

ylizeyine tutturarak ¢oklu etkilesim saglayan yeni bir sabit faz tasarlamiglardir. Kuaterner
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amonyum gruplari, fenil halkalar1 ile hidroksil ve eter fonksiyonlar1 sayesinde, bu yap1
RPLC, HILIC ve AEX modlarinda c¢alisabilmekte ve hem iyonik hem de polar

bilesiklerin ayriminda basarili sonuglar vermektedir.

Feng ve arkadaslart (Cheng wvd., 2013), dietil vinilfosfonatin
merkaptopropiltrietoksisilan ile reaksiyonundan elde ettikleri ara {iriin ile silika ylizeyini
modifiye ederek fosfat ester igeren yeni bir sabit faz (PES) gelistirmistir. PES sabit fazi,
komplekslesme ve hidrofobik etkilesimleri temel alarak hem fenolik bilesiklerin hem de
niikleobaz ve niikleozidlerin ayriminda iistiin performans sergilemistir. Gelistirilen kolon,
RPLC ve HILIC kosullarinda yiiksek verimlilik géstermistir. Luo ve arastirma grubu (Sun
vd., 2014), kinolinyum tabanli iyonik s1v1 i¢eren sabit faz hazirlayarak, RPLC, AEX ve
NPLC modlarinda ¢aligabilecek yeni bir yapr gelistirmistir. Bu sabit faz, kinolinin 3-
kloropropil silika yiizeyine tek adimda baglanmasiyla elde edilmistir. Imidazolyum
tiirevleriyle karsilastirildiginda, daha biiylik iyonik boyutu sayesinde daha gii¢lii n—n
etkilesimi saglayan bu yapi, organik bilesiklerin (6rnegin PAH’lar, fenoller, parabenler)
yani1 sira suda ¢oziinebilen inorganik anyonlarin da basarili sekilde ayrilmasint miimkiin
kilmistir. Yu ve ekibi (Zhou vd., 2015), N-ferrosenil(benzoil)amino asit esterini
kullanarak, dogrudan aminosilikaya baglanan bir sabit faz liretmistir. Bu faz, RPLC ve
NPLC modlarinda ¢oklu etkilesim mekanizmalartyla (hidrofobik transfer, asit-baz
etkilesimi, m—m istifleme, hidrojen bagi, dipol-dipol etkilesimleri) yiiksek ayirma
kabiliyeti gostermistir. Gelistirilen yapi, Ozellikle fenoller, aromatik bilesikler ve
pestisitlerin, 6zellikle de sebze 6rneklerindeki organofosforlu pestisit kalintilarinin etkin

sekilde ayrilmasinda basariyla kullanilmistir.

2.2. Karma Modlu Sivi Kromatografisi i¢in Gelistirilen Sabit Faz Tiirleri

2.2.1. Silika bazhh karma modlu sabit fazlarim siniflandirilmasi

Karma modlu sivi kromatografi (Mixed-Mode Chromatography, MMC)
sistemlerinde kullanilan sabit fazlarin ¢ogu, kimyasal olarak islevsellestirilmis silika
partikiilleri lizerine insa edilmistir. Silika temelli materyaller, sahip olduklar1 genis
spesifik yiizey alani, yliksek mekanik dayanim, kolay islenebilirlik ve fonksiyonel grup
baglanmasina uygun silanol (—Si—OH) vylizey yapisi sayesinde kromatografik
uygulamalarda yaygin bi¢imde tercih edilmektedir. Bu yiizeylere tutturarak edilen ¢esitli

fonksiyonel gruplar, hem polar hem apolar hem de iyonik karakterde etkilesimlere olanak
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saglayarak, ayn1 anda birden fazla ayirma mekanizmasini aktive edebilen hibrit sabit

fazlarin gelistirilmesine zemin hazirlamaktadir.

Karma modlu sabit fazlar, tek bir kromatografik mekanizmayla agiklanamayacak
derecede kompleks alikonma davranisi sergilerler. Bu sabit fazlar iizerinde, elektrostatik
cekim/itme kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler, hidrojen baglari, dipol-dipol etkilesimler
ve ylizey komplekslesmeleri gibi ¢oklu kuvvetler sinerjik bigimde etki eder. Bu sayede,
birbirine yakin polariteye ya da yapiya sahip analitlerin yiiksek ¢oziiniirliikte ayrimi
miimkiin hale gelir. Ozellikle biyolojik 6rnekler, ilag etken maddeleri, cevresel kirleticiler
ve metabolitler gibi karmasik yapili hedef analitlerin se¢ici ayriminda bu sabit fazlar

Oonemli avantajlar sunar.

Silika yiizeyinin kimyasal olarak modifikasyonu genellikle kovalent baglanma
yoluyla gergeklestirilir ve bu siirecte farkli yapisal 6zelliklere sahip ligandlar yiizeye
sabitlenir. Bu ligandlar, sabit fazin toplam polaritesini, ylizey ylk yogunlugunu ve
etkilesim kabiliyetini belirleyen temel parametrelerdir. Silika bazli karma modlu sabit
fazlar, ylizeye baglanan ligandlarin dogasina, baglanma topolojisine, islevsel grup

sayisina ve dagilimina bagli olarak ¢esitli siniflara ayrilmaktadir.
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Tablo 2.1: Silika bazli karma modlu sabit fazlarin siniflandirilmasi
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2.2.2. Polimerik karisik modlu sabit fazlar

Polimerik karisik modlu sabit fazlar, sivi kromatografi sistemlerinde kompleks
matrislerden gelen ¢ok cesitli bilesiklerin etkin sekilde ayrilmasi amaciyla gelistirilen,
cok fonksiyonlu ileri seviye duragan faz materyalleridir. Bu fazlar, c¢ogunlukla
fonksiyonel monomerlerin uygun oranlarda ¢apraz baglayict ajanlar (Ornegin
divinilbenzen, etilen glikol dimetakrilat) ile radikalik polimerizasyon yoluyla olusturdugu

i¢ boyutlu, ag yapili bir polimerik matrise sahiptir.

Polimerik yapilar, konvansiyonel silika bazli fazlara kiyasla daha genis pH
araliginda (genellikle 1-13) kararlilik gdsterir ve ayrica kimyasal direng, termal stabilite
ve mekanik dayaniklilik bakimindan da istiin 6zellikler sergiler. Bu yapilar ilizerine
hidrofobik (6rnegin Cs, Cis zincirleri), iyonik (6rnegin siilfonik asit, kuaterner amin),
hidrojen bagi yapict (6rnegin iire, amid) veya zwitteriyonik (6rnegin betain tiirevleri)
gruplar kovalent olarak yiizeye tutturulur. Boylece sabit faz, ayn1 anda birden fazla
ayirma mekanizmasini ters faz (RP), hidrofilik etkilesim kromatografisi (HILIC), iyon
degisimi kromatografisi (IEC), iyon-cifti etkilesimi ve m-m konjugasyonlar1 aktif hale
getirebilir. Ayrica, bu fazlar yiiksek porozite ve genis ylizey alanina sahip olmalar
sayesinde, difiizyon sinirlamalarini minimize eder ve 6zellikle yiiksek akis hizlarinda bile
etkin kiitle transferine imkéan tanir. Bu da daha kisa analiz siireleriyle yiiksek ayirma
kapasitesi elde edilmesini saglar. Sentetik kontrollere agik olmalari, polimerik sabit
fazlarin tasariminda 6nemli bir avantajdir. Fonksiyonel gruplarin yiizey yogunlugu,
dagilim1 ve faz i¢i etkilesim giicli molekiiler diizeyde ayarlanabilir. Bu sayede hedeflenen
analit grubu icin Ozel etkilesim alanlar1 olusturularak analitik secicilik ve ayirma

¢Oziinilirliigl optimize edilebilir.

Ozellikle ilag etken maddeleri, metabolitler, polipeptitler, fosfopeptitler, organik
asitler ve ¢evresel kirleticiler gibi bilesiklerin analitik ¢oziimlemesinde, polikapasiteli
karma mod sabit fazlarin ¢ok yonlii ayirma kapasitesi, onlar1 {istiin kilmaktadir. Ayrica
biyolojik sivilar ve kompleks 6rnek matrisleri gibi zorlu analizlerde, matriks etkisinin

azaltilmas1 ve segici alikonma profili olusturulmasi agisindan kritik bir rol oynarlar.
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Tablo 2.2: Polimerik karigik modlu sabit fazlar
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Tablo 2.2’nin devamu...
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2.2.3. Hibrit karma modlu sabit fazlar

Hibrit karma modlu sabit fazlar, sivi kromatografi uygulamalarinda hem silika
hem de organik polimer yapilarin avantajlarim1 bir araya getiren ileri diizey duragan
fazlardir. Bu fazlar, genellikle organik-inorganik hibrit destek materyalleri kullanilarak
sentezlenir. En yaygin 6rneklerden biri olan bridged ethylene hybrid (BEH) yapilar, silika
iskeletine organosilan tiirevlerinin kovalent baglanmasiyla olusturulur. Bu yap1 sayesinde
sabit faz, hem mekanik dayaniklilik hem de genis pH araliginda kimyasal stabilite

kazanir.

Hibrit sabit fazlar, klasik silika bazli fazlarin hidrolitik kararsizlik ve dar pH
aralig1 gibi sinirlamalarini ortadan kaldirirken, ylizey modifikasyonlar araciligryla birden
fazla ayirma mekanizmasinin ayni platformda ¢alismasina olanak tanir. Bu fazlar lizerine
hidrofobik zincirler (6rn. Cis), iyonik gruplar (6rn. —SOsH, —NRs"), hidrojen bag1 yapici
fonksiyonlar veya zwitteriyonik yapilar yiizeye tutturulabilir. Bu sayede ters faz (RP),
hidrofilik etkilesim (HILIC), iyon degisimi (IEC) ve n—n etkilesimleri gibi mekanizmalar

ayni1 sabit faz lizerinde eszamanli ya da ardisik olarak islev gorebilir.

Ayirma kapasitesi ve segicilik, ylizeye tutturulan fonksiyonel gruplarin yilizey
tizerindeki dagilimi, yogunlugu ve mekansal yerlesimine baglidir. Bu nedenle, hibrit sabit
fazlarin tiretiminde cok asamali yiizey miihendisligi yontemleri ve hassas kontrollii
modifikasyon protokolleri tercih edilir. Ayrica, bu fazlar yiiksek sicakliklarda (> 60 °C)
ve genis bir pH aralifinda (yaklasik 1-12) ¢alisma olanagi sunarak biyolojik drneklerin

ve karmasik matrislerin analizi i¢in uygun hale gelir.

Bunlara ek olarak, hibrit yapili sabit fazlar diisiik taneler arasi basing farki, yiiksek
yilizey homojenligi ve kii¢iik partikiil boyutu sayesinde UHPLC (Ultra Yiiksek Basingh
S1vi Kromatografisi) sistemlerinde yiiksek verimli analizlerin gergeklestirilmesine imkan
tanir. Gelistirilen yeni hibrit fazlarda, grafen oksit, zirkonya, iyonik siv1 gruplar1 veya
organik-inorganik kompozit bilesenlerle yapilan modifikasyonlar, elektrostatik ve m—mn
etkilesimleri yoluyla ¢ok yonlii alikonma mekanizmalari saglayarak daha yiiksek secicilik

ve ayirma verimliligi sunmaktadir.
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Tablo 2.3: Hibrit karma modlu sabit fazlar
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2.2.4. Monolitik karma modlu duragan fazlar

Monolitik karma modlu sabit fazlar, sivi kromatografisinde yiiksek hizda ve
verimli ayirma saglayan, gozenekli ve siirekli bir iskelet yapisina sahip ileri nesil
duragan faz materyalleridir. Geleneksel partikiil dolgulu kolonlardan farkli olarak,
monolitik fazlar tek parca halinde sentezlenmis ve hem makro gozenekli (akis
kanallar1)) hem de mikro gbzenekli (yiiksek ylizey alami saglayan yapilar) bir i¢
mimariye sahiptir. Bu ¢ift gézenekli yapi, diisiik basing diisiisii ile yiiksek gecis
hizlarinda ¢aligmaya olanak tanirken, analit-matris etkilesimleri agisindan genis

ylizey alani sunar.

Karma modlu 6zellik kazandirmak amaciyla monolitik iskelet, genellikle
silika veya organik polimer bazli yap1 iizerine iyonik, hidrofilik, hidrofobik ya da
zwitteriyonik gruplarin kovalent baglanmasiyla modifiye edilir. Bu modifikasyonlar
sonucunda ayni sabit fazda ters faz (RP), hidrofilik etkilesim kromatografisi (HILIC),
iyon degisim (IEC) ve n—n etkilesimleri gibi ¢oklu ayirma modlarinin bir arada
calismast mimkiin hale gelir. Ayirma verimliligi, silika yiizeyine tutturulan
fonksiyonel gruplarin kimyasal yapisina, yiik dagilimina ve ylizey yogunluguna bagl
olarak optimize edilebilir. Monolitik karma modlu fazlar, &zellikle biyolojik
orneklerde proteinler, peptitler, ilag metabolitleri ve diger polar/non-polar bilesiklerin
hizli ve secici ayriminda One c¢ikar. Ayrica, gozenekli yapilari sayesinde viskoz
orneklerin islenmesinde tikanma riski minimaldir ve uzun siireli stabilite sunarlar. Bu
ozellikler, monolitik fazlart hem analitik hem de preparatif kromatografi

uygulamalari i¢in uygun hale getirir.

Son yillarda, molekiiler baskilanmis polimerler (MIP), iyonik sivilar, karbon
nanoyapilar ve metal-organik kafes (MOF) yapilarla hibritlenen monolitik sabit fazlar
gelistirilmis; bu yapilar sayesinde yiiksek secicilik, hedef analite 6zgiil baglanma
kapasitesi ve ¢ok yonlii etkilesim mekanizmalart elde edilmistir. Bu gelismeler,
monolitik karma modlu fazlarin ileri diizey kromatografik uygulamalarda kullanim

potansiyelini 6nemli 6l¢iide artirmaktadir.
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Tablo 2.4: Monolitik karma modlu duragan fazlar
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2.3. HILIC Sabit Fazlarinin Gelistirilmesindeki Ilerlemeler

2.3.1. Silika jeli ve kimyasal olarak baglanmis silika tabanh sabit fazlar

Silika sol taneciklerinin kontrollii kosullar altinda bir araya gelerek olusturdugu
ve pH 9 seviyesine kadar stabilitesini koruyabilen yiiksek safliktaki "sil-gel" tipi B sinifi
kiiresel silika partikiilleri, HILIC kromatografisinde halen en yaygin kullanilan kolon
materyalleri arasinda yer almaktadir. Ciplak silika partikiilleri, ¢esitli polar bilesiklerin
etkin bicimde ayrilmasina olanak tanirken, bu partikiillerin boyutunun kiictilmesiyle
birlikte ayirma verimliligi de artmaktadir. Son yillarda, 2 mikrometreden daha kiiclik
tamamen gdzenekli UHPLC (Ultra Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi) partikiillerinin
HILIC modunda kullanimi yayginlagsmistir (Ahn vd., 2010; Lurie vd., 2011; Novakova
vd., 2014). Ozellikle polar ve bazik bilesiklerin ayrilmasinda, ¢cekirdek-kabuk (core-shell)
yapisina sahip sub-2 mikrometre silika partikiillerinin, ayn1 boyuttaki tamamen gozenekli
yapidaki partikiillere gére daha yiiksek verim sagladigi bildirilmistir. Bu iyilesme,
partikiil i¢i difiizyon mesafesinin azalmasi ve bu sayede 6rnek transfer direncinin (van
Deemter C-terimi) diismesiyle aciklanmaktadir (Heaton ve McCalley, 2014). Ayrica,
alikonma kuvveti ve seciciligi artirmak amaciyla, silika ylizeyleri cesitli polar
fonksiyonel gruplarla kimyasal olarak modifiye edilmektedir. Bu amagla kullanilan
baslica gruplar arasinda diol, amino, amid, siklodekstrin, iyon degisim, zwitteriyonik,
poli(2-hidroksietil aspartamid) ve poli(siiksinimid) gibi fonksiyonel yapilar yer
almaktadir (Alpert, 1983).
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2.3.2. Amino asit ve amid bagh sabit fazlar

A .
gro—gi_~ N o
o OH o

Sil-cys
i T A=
sli—o s(v\” s
o HO OH o
Si—O———Si N S
I I H
o OH Sil-(cys),

Sekil 2.1: Sistin (Sil-(cys)2) ve sistein (Sil-cys) bagli silika sabit fazinin yapilar1 (Ohyama vd.,
2008; Xue vd., 2009).

"Tiyol-ene" klik reaksiyonlari, hem basitlikleri hem de yiiksek verimlilikleri
sayesinde, amino asit tiirevli sabit fazlarin segici bicimde sentezlenmesine olanak
sunmaktadir. Vinil triklorosilanin yatay polimerizasyonu yoluyla modifiye edilmis silika
jel ylizeylerinin, sistin (Xu vd., 2014) ya da sistein (Shen vd., 2012) ile gerceklestirdigi
reaksiyonlar sonucunda, tuz igeren mobil fazlar kullanilarak niikleozitlerin, sulfadiazin,
sulfisoksazol ve benzoik asit tiirevlerinin etkili bir bicimde ayrilabildigi sabit fazlar elde
edilmistir (Sekil 2.1). Bu tiir amino asit fonksiyonlu sabit fazlarda, alikonma
mekanizmasinda iyonik etkilesimlerin énemli Ol¢iide rol oynadig: literatiirde yaygin

olarak vurgulanmaktadir.

2.3.3. Peptit ve siklopeptit fonksiyonlu sabit fazlar

Silika ylizeyine tutturulan dogrusal peptitler, cok sayida amid bagi icermeleri
nedeniyle belirgin hidrofilik karakter sergilemekte ve genellikle yapisal benzerlige sahip
bilesiklerin sivi kromatografisinde tercih edilmektedir. Bu tip peptit bazli sabit fazlar;
HILIC modunda kiral bilesiklerin ayrilmasi, DNA'nin fraksiyonlanmasi ile peptit ve
proteinlerin saflagtirilmasi, ayristirilmast ve izolasyonu gibi bir¢ok uygulama alaninda

kullanilmaktadir (Kikta ve Grushka, 1977; Shundo vd., 2009; Ohyama vd., 2008).
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Sekil 2.2: Ayni amino asit dizilimine sahip (-alanin-alanin-alanin-glutamik asit) dogrusal peptit
(I-pep) ve siklopeptit (c-pep) fazlarimin yapilar1 (Li vd., 2013; Ohyama vd., 2008; Xue vd., 2009)

“Klik-dipeptit” sabit fazi ise, a-azido-L-fenilglisin dipeptidinin alkilen-silika
yiizeyine klik kimyasi ile baglanmasi yoluyla hazirlanmis olup; hidrojen baglar1 ve n-n
etkilesimleri sayesinde aromatik bilesikler i¢in yiiksek secicilik, 1y1 pik simetrisi ve
yuksek ayirma verimliligi sunmaktadir (Xue vd., 2009). Zhang ve ¢alisma arkadaglari,
ayn1 amino asit dizilimine (-alanin-alanin-alanin-glutamik asit) sahip dogrusal (I-pep) ve
siklik (c-pep) peptit sabit fazlarint HILIC sisteminde niikleik bazlar, niikleozitler,
siilffonamidler ve benzoik asit tiirevlerinin ayrimi agisindan karsilastirmiglardir (Sekil
2.2). Bu calismada c-pep fazinin, I-pep fazina kiyasla polisiklik aromatik hidrokarbonlar
icin belirgin boyut seciciligi gosterdigi, ancak kuvvetli polar bilesikler i¢in daha diisiik
hidrofilik etkilesim sergiledigi rapor edilmistir. Ayrica, diisitk pH ve yiiksek iyonik gii¢
kosullarinda yalnizca asidik bilesiklerin alikonmasi iyon degisim mekanizmasi nedeniyle

azalmis, bazik bilesikler ise biiylik oranda etkilenmemistir (Li vd., 2013).

Leu /LeU_O C12H24

o | /
|

N Asp
— —NH
0 o Val
N 0}
Leu _Glu
O\| Leu |
Si— (CH,),—NH
2’3
o~ _y)

Sekil 2.3: Bacillus subtilis tarafindan iiretilen dongiisel heptapeptit yapisindaki biyosiirfaktan
surfaktin bagh silikanin yapisi (Cameotra & Makkar, 1998; Ohyama vd., 2014).
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Diger taraftan, Bacillus subtilis tarafindan sentezlenen bir biyosiirfaktan olan
dongiisel heptapeptit surfaktin, B-hidroksi yag asidi grubunu icerecek sekilde APS
(aminopropil silika) ylizeyine amidik bagla tutturulmustur. Bu yeni yapidaki sabit faz,
HILIC modunda niikleik asitler, niikleozitler, vitaminler ve ksantinlerin ayriminda klasik
APS kolonlarindan farkli segicilik profili gostermistir (Sekil 2.3). Ug farkl1 piirin tiirevi
icin ise karistk RP/HILIC (Ters Faz/Hidrofilik Etkilesimli Sivi Kromatografi)
mekanizmasinin etkin oldugu gézlemlenmistir (Ohyama vd., 2014; Arima, Kakinuma ve

Tamura, 1968; Cameotra ve Makkar, 1998).

2.3.4. Zwitteriyonik ve karisik modlu silika tabanh sabit fazlar

o
\Si /\/\NH/\/NH2

Sekil 2.4: Zwitteriyonik amino-fosfat bagl silika sabit fazinin yapis1 (Cheng vd., 2013).

Hem pozitif hem de negatif yiiklii fonksiyonel gruplar iceren silika bazli
zwitteriyonik sabit fazlar, HILIC uygulamalarinda yaygin olarak tercih edilmektedir
(Jiang vd., 2006; Boersema vd., 2007; Zhang vd., 2012). Amino asitlerin silika jel
ylizeyleriyle reaksiyona girmesiyle elde edilen peptit-tabanli zwitteriyonik fazlar,
inorganik anyon ve katyonlarin hizli ayriminda kullanilabilmektedir. Bu tiir fazlar,
siklikla mobil faz bilesimine bagli olarak ¢ift modlu bir alikonma davranigi (HILIC/ters
faz) sergiler. Anyon-katyon degisim ile hidrofilik etkilesimli sivi kromatografiyi
birlestiren karisik modlu (ACE/HILIC) sabit fazlar, iyonik ve polar etkilesimleri entegre
ederek kiigiik molekiillii ilaglarin segici ayriminda 6nemli avantajlar sunmaktadir (Zhu,
Mant ve Hodges, 1991; Strege vd., 2000). Amino-fosfat zwitteriyonik sabit fazi, negatif
yiikli fosfat grubuyla birlikte pozitif yiiklii diamino grubu igerir (Sekil 2.4) (Cheng vd.,
2013). Bu faz ile vitaminler, niikleozitler, deoksiniikleozitler, niikleobazlar ve aromatik
asitlerin ayrimi, sulu asetonitril igeren amonyum format mobil fazi kullanilarak basariyla
gerceklestirilmistir. Bazik bilesiklerin alikonma kapasitesi, pH arttik¢a ytikselirken;
nikotinamid gibi yiiksliz bilesiklerin alikonmasi, pH degisiminden biiyiik Olgiide
etkilenmemektedir. Glutamin temelli, karisik modlu ve silika yiizeyine bagl bir baska
sabit faz, bir amino alkol grubu ile iki amid grubu (biri polar bas grup, digeri aromatik
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halka iginde) igererek; polar, orta polariteye sahip ve apolar analitlerin alikonmasina
imkan tanimaktadir (Aral T. vd., 2015). Bu yap1, zwitteriyonik fazlara benzer sekilde,
HILIC ve iyon degisim mekanizmalarini bir arada barindirarak ¢ift yonlii etkilesim saglar.
Bu kolon kullanilarak alt1 farkli niikleotid, pH 3,25 fosfat tampon kosulunda HILIC
modunda 10 dakika i¢inde ayrilmis; bitki hormonlar1 ve fenolik bilesikler ise ters faz

kosullarinda ayristirilmistir.

OH
o\
w
/ HN
i o
\/\SH /\81§ OH
P
. I O—Si\—/\s/\COOH
~= 5
o Si/ﬁ
e N
o e \OH
OH
(Sekil 2.5) (Sekil 2.6)

Sekil 2.5: Glutatyon bazli karisik modlu HILIC/katyon degisim mekanizmasina sahip bagl silika
sabit faz1 (Alpert, 2008; Shen vd., 2013).

Sekil 2.6: Thiol-Click-COOH bagl silika sabit fazinin yapisi (Liang vd., 2015).

Ayrica, glutatyon bazli karisik modlu HILIC/katyon degisim sabit faz1 (Sekil 2.5),
hidrofobik ve hidrofilik o6zellikler ile iyonik yiik farki tasiyan peptitlerin ayrimi i¢in
kullanilmistir. Bu fazla, nétr fruktosan bilesikleri bazik kitooligosakkaritlerden; kuvvetli
asidik oOzellik tasiyan karagenan oligosakkaritleri ise basartyla ayrilmistir (Shen vd.,
2013). Elde edilen bu ayrim davranisi, diisiik tampon konsantrasyonu igeren mobil
fazlarda elektrostatik itme temelli ERLIC mekanizmasi ile agiklanmaktadir (Alpert,
2008). Tiyol-ene klik reaksiyonu, alken ile tiyol arasindaki hidrotiyolasyon temelli
baglanmaya dayanmakta olup yiiksek verimlilik ve stereoselektif iirlin olusumu
saglamaktadir (Lowe, 2010). Ornegin, vinil grubu tasiyan silika yiizeyine baglanan
tioglikolik asit, tiyol-Click-COOH kolonunun olusmasin1 saglar (Sekil 2.6). Bu faz, saf
silikaya kiyasla daha yiiksek hidrofiliklik gostererek; 13 niikleozit ve baz ile dort suda

¢Oziinebilen vitaminin segici olarak ayrimini gergeklestirmistir. Bu ayrim performansi,
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HILIC bolinme mekanizmasi ile iyon degisim mekanizmasinin sinerjik etkisine

atfedilmektedir (Peng vd., 2013).
2.3.5. Polimer kaph ve polimerik yapida sabit fazlar

Polisakkarit bazli sabit fazlarin HILIC ayirimlar1 i¢in kullanimi son yillarda artis
gostermektedir. Gozenekli (FRULIC-N) (Qiu vd., 2011; Padivitage vd., 2013) ve
ylizeysel gozenekli cekirdek-kabuk yapili (Dolzan vd., 2014) silika partikiillerine
kimyasal olarak baglanan dogal siklofruktan-6 (CF6), yalnizca HILIC modunda degil,
ayn1 zamanda saf organik c¢oziiciilii normal faz kosullarinda da ¢esitli biyolojik ve
farmasotik molekiillerin (niikleik bazlar, niikleozitler, niikleotidler, ksantinler, [-
blokerler, fenolik asitler, karbonhidratlar vb.) ayriminda kullanilmaktadir. Karbonil
diimidazol (CDI) ile aktive edilmis silika yiizeyine baglanan dekstran, hem hidrofilik
etkilesimleri artirmakta hem de silikanin mekanik dayanimini1 korumaktadir (Sheng vd.,
2014). Bu yap1, sekerler, seker alkolleri, oligosakkaritler ve glikosillenmis peptitlerin
ayrimi i¢in uygundur ve mobil fazdaki tuz konsantrasyonunun degistirilmesiyle alikonma
kontrolii saglanabilir. Bu sabit fazlar 6zellikle glikobiyoloji ve proteomiks alanlarinda

potansiyel tasimaktadir.

Hidrofilik bir aminoglikozid olan neomisin, ¢ok sayida amino, hidroksil ve
glikozidik oksijen grubu igerir ve silika yiizeyine basartyla tutturulmustur. Neomisin bazl
sabit faz, tamponlanmis sulu asetonitril mobil fazinda niikleozitler, sitokininler ve
siilfonamidler gibi polar bilesiklerin HILIC modunda ayriminda etkili olmustur (Ortel
vd., 2004; Peng vd., 2013). Ayrica karisik modlu hidrofilik/iyon degisim mekanizmalari
ile organik asitler gibi yiikli bilesiklere yonelik ilave segicilik saglamaktadir.
Rebaudioside A (RA), dort seker birimi ve hidrofobik aglikon igeren bir diterpen
glikozittir ve tiyol-ene klik reaksiyonu ile silika yiizeyine tutturulmustur (Liang vd.,
2015). Bu yap1 sayesinde elde edilen HILIC/RPLC karigik modlu sabit faz, su orani
arttikca sekerlerin alikonmasinda azalma gostermistir; bu durum HILIC mekanizmasi ile

uyumludur. Yiiksek oranda sulu mobil fazlarda ise RP mekanizmasi devreye girmektedir.
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Sekil 2.7: Aromatik dortlii amonyum iyonlar1 i¢ceren dallanmis birimlerin tekrariyla olusturulmus
dendritik polimer sabit fazinin yapisi; bu polimerler silika jel iizerine baglanmigtir. Dallar
tizerindeki dolu daireler fenil-amonyum gruplarini temsil etmekte, daireler arasindaki ¢izgiler ise
gorselin sag alt kdsesinde gosterilen yapiy1 ifade etmektedir. Dortlii amonyuma baglanma noktasi
bir yildiz isareti (*) ile gdsterilmistir (Shon,2010;Livd.,2014).

Dendritik polimerler, merkezden dallanarak yayilan ¢ok sayida aktif uca sahip
yapilardir ve silika ylizeyine amin-epoksi reaksiyonlar1 ile baglanabilir. Sekil 2.7'de
gosterildigi gibi, aromatik dortlii amonyum iyonlar iceren tekrar eden birimlere sahip bu
yapilar, ¢esitli alikonma mekanizmalarini (hidrofobik, anyon degisim, hidrofilik) ayni
anda sunabilmektedir (Shon, 2010; L1 vd., 2014). Niikleik bazlar (urasil, sitozin, guanin)
ve bunlarin niikleozit tiirevleri (uridin, sitidin, guanozin), pH 5’e ayarlanmis ve %98
asetonitril igeren mobil faz kosullarinda basartyla ayrilmistir. Polivinil alkol (PVA) ile
kaplanmis silika sabit fazlar1 (PVA-Sil), ¢iplak silikaya gore daha yiiksek pH stabilitesi
saglamakta ve bazik analitlerle istenmeyen elektrostatik etkilesimleri azaltmaktadir (Ji
vd., 2014). PVA c¢ozeltisine fonksiyonel katki maddeleri eklenerek farkli islevsellige
sahip sabit fazlar elde edilebilir. Bu kolonlarda niikleozitlerin gii¢lii alikonma gosterdigi
ve yaklagik 57.000 teorik plaka verimlilige ulasildig1 bildirilmistir. Asetonitril orani
diisiiriilen gradyan yonteminde sekiz farkli sefalosporin ayni anda ayrilmistir. Ayrica,
gozenekli grafitik karbon yiizeyinin PVA ile kaplanmasi sonucunda elde edilen yeni nesil

bir sabit faz, pH 12’ye kadar stabil olup HILIC karakteri gostermektedir (Hou vd., 2016).

Son olarak, 0,1 mm i¢ capindaki gozenekli kiiresel silika partikiilleri, yiikli
organik polimer nano-boncuklarla kaplanarak ¢ift fonksiyonlu bir yapiya
doniistiiriilmiistiir. I¢ gdzenek alani, ters faz ve zayif anyon degisim &zellikleri
gosterirken; dis ylizey, kuvvetli katyon degisim gruplari ile donatilarak asidik, bazik ve
notr bilesiklerin es zamanli ayrimini miimkiin kilmistir (Liu ve Pohl, 2010). Bu sabit faz,
yiiksek asetonitril igeren sistemlerde hidrofilik ilaglarin ve bunlarin karsit iyonlarinin

(6rnegin, potasyum tuz formundaki penisilin) etkili sekilde ayriminda kullanilmistir.
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fyonik sivilar (IL), 100 °C’nin altinda eriyen, oda sicakligina yakin sivi halde
bulunabilen ve oldukca diisiik buhar basinci, yiiksek termal stabilite ile genis ¢6ziindiirme
kabiliyetine sahip 6zel tuzlardir. Silika yiizeyine baglanan iyonik sivilarda genellikle
yalnizca katyon tutturuldugu i¢in, bu fazlar teknik olarak “serbest” iyonik sivilar olarak
siniflandirilmaz. Iyonik sivilarin fizikokimyasal 6zellikleri; katyon ve anyon tiirlerinin
degistirilmesi veya islevsel gruplarin modifikasyonu yoluyla istenilen sekilde
ayarlanabilmektedir (Silvester, 2011; Opallo ve Lesniewski, 2011). Katyonik merkezlere
gore imidazolyum, amonyum, fosfonyum, piridinyum ve guanidinyum temelli iyonik s1v1
yapilart literatiirde yaygin sekilde siniflandirilmistir (Qiao vd., 2013; Qiu vd., 2011; Shen
vd., 2011; Bicker vd., 2011). HPLC’de ilk olarak bazik analitlerin silika yiizeyindeki
rezidiel silanol gruplan ile etkilesimini azaltmak amaciyla mobil faz katki maddesi
olarak kullanilan iyonik sivilar, glinlimiizde HILIC ayirimlarinda sabit faz bileseni olarak

da uygulanmaktadir (He vd., 2003; Ruiz-Angel vd., 2006).
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Sekil 2.8: Bromiir ve bis (trifloro metan siilfonil)imid anyonlar1 ile kombinasyon halinde, 1,4-
bis(3-alilimidazolyum) biitan ve 1,8-bis(3-alilimidazolyum) oktan bazli di-katyonik iyonik
stvilara dayali silika bagli sabit fazlarin yapisi (Li vd., 2014).

Sekil 2.9: Farkli uzunluklarda bagh zincirler i¢eren di-katyonik iyonik sivilarin baglandig: silik
asabit fazlar1 (Qiaovd.,2014).

Sekil 2.10: L-laktat anyonu ile birlikte imidazolyum igeren C8-silika sabit fazinin yapisi (Qiao
vd., 2015).

Shi ve arkadaslar1, bromiir ve bis (trifloro metansiilfonil)imid anyonlariyla eslesen
1,4-bis(3-alilimidazolyum)biitan ve 1,8-bis(3-alilimidazolyum)oktan tabanli ¢esitli di-
katyonik iyonik sivilar sentezlemislerdir (Sekil 2.8) (Qiao vd., 2014). Bu yapilar, tiyol-
ene klik tepkimesi araciligiyla 3-merkaptopropil ile modifiye edilmis silika yiizeyine
baglanmistir. Zincir uzunluklar1 farkli olan bu di-katyonik iyonik siv1 yapilarindan elde
edilen sabit fazlar (Sekil 2.9), HILIC ve anyon degisim mekanizmalarinin birlikte etkili
oldugu karisik modlu bir alikonma profili sergilemistir. Niikleozitlerin ayriminda yiiksek
verimlilik ve secicilik saglanirken, benzer yapili monokatyonik iyonik sivi sabit fazlarda
diistik alikonma davranisi gozlemlenmistir. Ayrica, imidazolyum gomiilii C8 yapisinda

ve L-laktat anyonu igeren sabit faz (Sekil 2.10), polisiklik aromatik hidrokarbonlar, anilin

40



tiirevleri ve Trichoderma tiiriine ait ikincil metabolitlerin HILIC/RPLC karigik modda
ayrimi i¢in basarili bir sekilde uygulanmistir (Qiao vd., 2015). Polaritesi genis aralikta
degisen bu bilesikler, metanol/su (70/30) mobil fazi ile temel ¢izgiden ayrilacak bigimde
etkili sekilde ayrilmistir. Etkili bir glukaminyum tabanli iyonik sivi sabit fazi ise N,N-
dialil-N-metil-D-glukaminyum bromiiriin tiyol-ene klik kimyas1 yoluyla silika ylizeyine
tutturulmasi ile hazirlanmistir (Qiao vd., 2014). Bu sabit fazda, substitiie benzoik asitlerin
alikonmasi, anyon degisim ve HILIC etkilesimlerinin birlikte kontrol ettigi karma
mekanizmayla ac¢iklanmaktadir. Diisiik pH kosullarinda asitlerin disosiyasyonu azaldig:

icin iyonik etkilesimler de zayiflamaktadir.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC), farmasotik ve cevresel
izlemeden biyoteknoloji ve gida giivenligine kadar cesitli alanlarda yiiksek hassasiyeti,
duyarliligr ve cok yonliiligl ile deger verilen hayati bir analitik teknik olarak 6ne
cikmaktadir (Sykora vd., 2018; Zhou vd., 2020). HPLC'nin son on yillardaki evrimi, sabit
faz malzemelerindeki yenilikler tarafindan dnemli dl¢lide yonlendirilmistir (Hosseini ve
Tabar Heydar, 2021; Yang vd., 2023). Ters fazl1 sivi kromatografisi (RPLC), hidrofilik
etkilesim s1vi kromatografisi (HILIC) ve iyon degisim kromatografisi (IEC) gibi yerlesik
tek modlu yontemlerin birgok ayirma zorlugu icin etkili oldugu kanitlanmis olsa da,
karmasik numunelerle karsilastiklarinda genellikle zorluklarla karsilasirlar. Spesifik
olarak, genis bir polarite spektrumuna sahip bilesenler igeren karigimlarin analizi, bu tek
modlu yaklagimlarin i¢sel sinirlamalarini vurgulama egilimindedir (Dembek ve Bocian,
2023).

Bu zorluklarin iistesinden gelmek i¢in karma modlu Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi (MHPLC) yaklasimi giderek daha umut verici bir strateji haline gelmistir.
Cesitli ayirma mekanizmalarini tek bir kolonda birlestirerek ¢alisir (Zhou vd., 2022). Bir
yontemde, duragan fazlar, silika veya polimer desteklerin yiizeyine fonksiyonel ligandlar
eklenerek modifiye edilir. Bu ligandlar, hidrofobik, hidrofilik, elektrostatik ve hatta n-n
etkilesimler gibi farkli sekillerde etkilesime girecek sekilde tasarlanmistir (Jiang vd.,
2023; Zheng vd., 2021). Bu etkilesim c¢esitliligi sadece ayirmanin segiciligini artirmakla
kalmaz, aym1 zamanda farkli analitlerin ¢oziiniirliigiinii iyilestirmeye de yardimer olur
(Wolrab vd., 2021). Bu yaklasimin iyi bir 6rnegi, sekil seciciligini artiran ve silanol
aktivitesini azaltan, dokosil u¢lu poliamin-tabanli amfifil bir ligandla modifiye edilmis
sabit fazin kullanilmasidir. Bu, yapisal olarak benzer bilesikleri etkili bir sekilde ayirmak

icin 6zellikle yararli hale getirir (Zhang vd., 2016). Bu islemin bagka bir versiyonu, silika
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veya polimer desteklerinin ayni etkilesim araligini sunan ligandlarla islevsellestirilmesini
igerir (Han vd., 2019; Mumin vd., 2022). Ornegin, bir ¢alisma, dokosil ile sonlandirilmis
bir poliamin amfifil bagl fazin kullanilmasinin sekil seciciligini iyilestirdigini ve silanol
aktivitesini azalttigin1 ve benzer molekiillerin daha iyi ayrilmasina yol agtigini
gostermistir (Zhang vd., 2021). Ek olarak, imidazolyum iyonik sivilarin bir poli(kinin) ile
modifiye edilmis silika matrisine dahil edilmesiyle kromatografik sistemin ¢ok yonliiliigii
onemli Olgiide genisletilir. Bu modifikasyon, sistemin ters faz, HILIC ve iyon degistirme
modlarinda ¢alismasina izin vererek kullanighiligini1 daha da artirir (Zhou vd., 2020).

Son arastirmalar, hem polar hem de polar olmayan islevleri entegre eden ve ¢esitli
analitler arasinda dengeli alikonma saglayan karma modlu sabit fazlar gelistirmeye
odaklanmistir (Aral vd., 2017; Gao vd., 2020). Bunlar arasinda, PEI ile modifiye edilmis
fazlar, karmasik biyolojik ayrilmalar1 kolaylastirarak hidrofilik etkilesimleri ve anyon
degisimini artirir (Gao vd., 2020; Liu vd., 2020; Yang vd., 2023). Benzer sekilde, COF
ile modifiye edilmis fazlar, yiiksek gozeneklilik ve coklu etkilesim modlarindan
yararlanarak MHPLC yeteneklerini daha da genisletir ve bu da onlar1 zorlu matrisler i¢in
ozellikle uygun hale getirir (Hu vd., 2020; Zeng vd., 2016; Zheng vd., 2021). Ayrica, [2-
(3,4-epoksisikloheksil)etil Jtrimetoksisilan kullanmak gibi yeni sentetik stratejiler, RPLC,
HILIC ve IEC kosullarinda sorunsuz g¢alismayi saglayarak hem verimliligi hem de
esnekligi onemli 6l¢iide artirir (Mumin vd., 2022). Bu gelismelerin yani sira, geleneksel
tek modlu sistemlere kiyasla karma modlu fazlarin performansini degerlendirmek i¢in
artan arastirma ¢abalar1 ayrilmistir. Coklu etkilesim mekanizmalarmi akillica
birlestirerek, MHPLC fazlar, kiigiik organik molekiillerden karmasik biyomolekiillere
kadar ¢ok ¢esitli analitler icin iistiin segicilik ve hassasiyet gostermistir (Wan, 2021;
Wang vd., 2016; Zhang vd., 2016). Wang ve ark., s1vi kromatografisi i¢in silika bazli,
dikasyonik iyonik sivilarla modifiye edilmis karisik modlu bir sabit faz gelistirdi. Bu
karma modlu sabit faz, cesitli gida katki maddelerinin ayrilmasi ve tespitinde 1yi
performans ve geri kazanim oranlar1 gostermistir (Wang vd., 2024). Benzer sekilde, yakin
tarihli bir ¢alisma, silikanin polietilenimin (PEI) ve zein ile modifiye edilmesiyle
olusturulan yeni bir PEI/Zein ¢ekirdek-kabuk kompozit sabit fazini tanitti. Bu yenilik¢i
faz, yalmizca ters faz modunda hidrofobik flavonlarin ve hidrofilik etkilesim modunda
niikleositlerin ve antibiyotiklerin etkili bir sekilde ayrilmasini kolaylastirmakla kalmaz,
ayn1 zamanda karmasik numuneler i¢in segiciligi ve ayirma verimliligini de artirir (Shen
vd., 2024). Bu gelismeler, gesitli etkilesim mekanizmalarinin arastirilmasiyla birlikte,

RPLC/HILIC (Sun vd., 2023), HILIC/RPLC/iyon degisim kromatografisi (IEX) (Chen
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vd., 2021) ve HILIC/RPLC/IEX/normal fazli sivi kromatografisi (NPLC) (Chen ve Chen,
2018) dahil olmak iizere karmasik numunelerin analizi i¢in ¢esitli karma modlu sabit
fazlarin tasarimina yol agmustir.

Kantitatif yapi-alikonma iliskisi (QSRR) caligmalari, kromatografik ayirmayi
yoneten etkilesimler hakkindaki anlayisimizi derinlestirmistir (Yang vd., 2023; Kaliszan,
2007). Bolme katsayisi (logP), dagilim katsayis1 (logD) gibi parametreler, karma modlu
duragan fazlarda alikonma davranisi ile etkili bir sekilde iliskilendirilmis ve yeni
malzemelerin rasyonel tasarimi i¢in bir tahmin araci sunulmustur (Charifson ve Walters,
2014; Lemasson vd., 2018). Bu tiir caligmalar yalnizca kolon performansini optimize
etmeye yardimci olmakla kalmaz, ayn1 zamanda karma modlu kromatografinin temelini
olusturan molekiiler diizeydeki mekanizmalar hakkinda kritik bilgiler saglar (Svrkota vd.,
2023; Dinh vd., 2011).

Bu c¢alisma, hem hidrofilik hem de iyon degisim Ozellikleri kazandiran
dietanolamin'den tiiretilen yeni bir¢ok islevli duragan fazi tamitmaktadir. [2-(3,4-
epoksisikloheksil)etil Jtrimetoksisilan ile reaksiyonu, silika substrat ile saglam bir
kovalent bag olusturarak HILIC, RPLC ve IEX kosullar1 altinda sorunsuz calisan ve
geleneksel tek modlu sistemlerin siirlamalarinin {istesinden gelen bir malzeme verir.
Ozellikle, sentez son derece pratik, uygun maliyetli ve tekrarlanabilirdir. Epoksit halka
acma reaksiyonu, solvent igermeyen bir ortamda gerceklestirilmis ve yalnizca 2 saat
icinde tamamlanarak yontemin hem verimliligini hem de Olgeklenebilirligini ortaya
koymustur. Element analizi, FTIR, SEM ve BET ile kapsamli karakterizasyon, kimyasal
bilesiminin, morfolojisinin ve yilizey alanmin kapsamli bir sekilde anlagilmasin
saglarken; performansi, yiiksek polar niikleobazlardan/niikleositlerden hidrofobik
alkilbenzenlere, PAH'lara, Sudan boyalarina, anilin, siibstitiie edilmis fenollere ve
benzoik asitlere kadar ¢esitli analitlerin ayrilmasiyla gosterilir.

Ayrica, bu cok islevli duragan fazin alikonma mekanizmalari, kromatografik
davranigini yoneten temel etkilesimleri aydinlatmak i¢in alikonma verilerini logD ve pKa
degerleri ile iliskilendiren QSRR parametreleri araciligiyla sistematik olarak incelenir.
Bu biitiinlesik yaklasim sadece tasarimi dogrulamakla kalmaz, ayn1 zamanda karmasik
numune analizi i¢in uyarlanmis yeni nesil malzemelerin gelecekteki gelisimi i¢in bir
cerceve olusturur. Karma modlu sabit fazlar, HPLC’de ¢oklu etkilesimlerle segiciligi ve

verimliligi artirir.
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3. YONTEM

3.1. Malzemeler

Yiiksek saflikta kiiresel silika jel (Kromasil 5-100 SIL, 5 pm, 100 A, 324 m?¢"!)
Nouryon Chemical Company (Isvec) tarafindan tedarik edildi. HPLC i¢in kullanilan
asetonitril (ACN), metanol (MeOH) ve izopropanol (IPA) HPLC sinifindaydi ve Merck
tarafindan saglandi. Bu ¢aligsmada kullanilan tiim analitler (Sekil 4.1, Sekil 4.4, Sekil 4.5,
Sekil 4.9, Sekil 4.11, Sekil 4.13 ve EK-12, Ek Malzemeler) ve diger tiim reaktifler ve
¢oziiciiler Sigma-Aldrich (ABD) veya Merck tarafindan saglanmistir. Sentezde kullanilan

tiim reaktifler, aksi belirtilmedikge reaktif derecesindeydi.

3.2. Enstriimanlar

Paslanmaz ¢elik HPLC kolonlari, Cin menseli HPLC iireticileri tarafindan tedarik
edildi. Chromtech pompa, rezervuar iinitesi ve aparatlarindan (ABD) olusan kolon
paketleme sistemi ile kolonlar paketlenmistir. Kizilotesi spektrumlar Mattson 1000 FTIR
spektrometresi (Mattson, ABD) kullanilarak o6l¢iildii. Element kompozisyon analizi,
Thermo Scientific FLASH 2000 cihazi (Thermo Fisher Scientific, ABD) ile
gerceklestirilmistir. Iyonlardan arindirilmis su, bir Millipore Milli-Q sistemi (Merck,
ABD) ile aritildi. Taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri, Dicle Universitesi
Merkez Laboratuvari'nda bulunan SEM Laboratuvari'nda Quanta FEG 250 sistemi (FEI
Company, ABD) kullanilarak elde edildi. Dokusal analiz, otomatik bir adsorpsiyon
sistemi kullanilarak 67 K'da nitrojen adsorpsiyonu ile gerceklestirildi (Micromeritics,
ASAP 2020). BET yiizey alan1 (SBET), toplam g6zenek hacmi (VT) ve gézenek boyutu
dagilimi, Quantachrome yazilimi kullanilarak nitrojen adsorpsiyon-desorpsiyon

izotermlerinden hesaplandi.
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3.3. HPLC Kosullan

Kromatografik analizler, bir kuaterner pompa, gaz giderici, otomatik numune
alma cihazi, diyot dizi dedektorii (DAD) ve termostatlt bir kolon bdlmesi (Agilent,
Almanya) igeren bir Agilent 1260 HPLC sistemi kullanilarak gergeklestirildi. Ters fazli
s1vi kromatografisi (RPLC) i¢in analitlerin standart ¢ozeltileri, asetonitril (ACN) i¢inde 1
mg/mL konsantrasyonlarda hazirlandi. Hidrofilik etkilesim sivi kromatografisi (HILIC)
icin analitler, suda 0.1 N NaOH i¢inde hazirlanan guanin hari¢, bir analit suda
¢Oziinmedigi siirece suda veya bir su-etanol karisiminda ¢6ziildii. Tiim ¢ozeltiler, her
analit i¢in 0.05 mg/mL'lik nihai konsantrasyonlar elde etmek icin su veya ACN ile
seyreltildi ve 4 ° C'de sakland1. On testler de dahil olmak iizere tiim deneyler i¢in tampon
¢oOzeltiler, amonyum format, amonyum asetat, potasyum monohidrojen fosfat ve
potasyum dihidrojen fosfat kullanilarak yapildi. pH, gerektigi gibi %2,5 amonyak
cozeltisi, 0.1 M KOH veya 0.1 M asit kullanilarak ayarlandi. Ek kromatografik

parametreler ilgili boliimlerde 6zetlenmistir.

3.4. Kromatografik Kolonun Paketlenmesi

Kolonlar (250 x 4,6 mm, paslanmaz ¢elik), hem bulamag¢ hem de itme ¢oziiciileri
olarak IPA/MeOH (50/50) karisimi kullanilarak 450 bar'lik bir basing altinda yeni sabit
fazlarla dolduruldu. Toplam 3.7 g sabit faz, 50 mL IPA / MeOH (50/50) icinde dagitildi
ve ultrasonik bir banyoda 10 dakika boyunca soniklestirildi. Daha sonra bulamag,
pompaya bagli 50 mL'lik bir rezervuara dokiildii ve rezervuar baglantilar1 giivenli bir
sekilde kapatildi. itme ¢oziiciisii daha sonra 50 bar'dan baslayarak pompalandi. Basing,
her adimda 1 dakikalik bir alikonma ile 50 bar'lik artislarla kademeli olarak artirild1 ve
10 dakika i¢inde 450 bar'a ulasti. 450 bar't 20 dakika beklettikten sonra, ¢oziicii bir
MeOH/IPA (70/30) karisimi kullanilarak 15 dakika daha pompalandi ve ardindan 10
dakika saf MeOH uygulandi. Kolon daha sonra HPLC sistemine baglandi ve 1 saat
boyunca 0,5 mL/dk akis hizinda MeOH ile sartlandirildi. Daha sonra, kolon MeOH / su
(50/50), ACN/su (10/90), ACN/su (50/50) ve ACN/su (90/10) ile sirali sartlandirmaya
tabi tutuldu ve her karigim 1 saat boyunca uygulandi. Son olarak, kolon, ilk testler

sirasinda prob olarak adenin ve butilbenzen kullanilarak test edildi.
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3.5. Yeni Duragan Fazin Sentezleri

Sentezin ilk asamas1 solvent icermeyen bir ortamda gerceklestirildi. 50 mL'lik
yuvarlak tabanli bir reaksiyon balonuna, 3 g (12.51 mmol) [2- (3,4-
epoksisikloheksil)etil Jtrimetoksisilan ve 1.57 g (15.01 mmol, 1.2 esdeger) dietanolamin
eklendi. Karistm 100 ° C'de 2 saat boyunca karistirildi ve ilerleme ince tabaka
kromatografisi (TLC) kullanilarak izlendi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra (silan
bilesigi reaksiyon ortaminda tamamen tiiketildiginde), 40 mL toluen ve 6 g silika jel
(Kromasil silika 5-100) ilave edildi. Elde edilen siispansiyon 120 ° C'de 96 saat boyunca
karistirildi. Daha sonra karigim siiziildii ve modifiye edilmis silika malzeme, reaksiyona
girmemis reaktifleri uzaklagtirmay1 amaglayan, 24 saat boyunca 200 mL kloroform ile
siirekli ekstraksiyon i¢in bir Soksilet aparatina yerlestirildi. Ekstraksiyonu takiben,
modifiye edilmis silika, 7 saat boyunca standart basing altinda bir doner buharlastiricida
sitilarak kurutuldu. Element analizi sonuclari: C, %18.75; H, %3.50; N, %1.82 . SEM,

BET ve FTIR sonuglari, karekterizasyonlar boliimiinde sunulur ve tartigilir.

3.6. QSRR Degerlerinin ve Kromatografik Parametrelerin Hesaplanmasi

logD, logS ve pKa degerlerini hesaplayarak duragan faz ile analitler arasindaki
etkilesim mekanizmasini tartigsmak i¢in bir QSRR kurulmustur. Tiim analitlerde tutarliligi
saglamak i¢in bu degerler ChemAxon'un Chemalize yazilimi kullanilarak hesaplandi.
EK-1'de sunulan logD ve logS degerleri, her analit grubu i¢in en uygun pH kosullar
altinda belirlenmistir. Ek olarak, hem niikleobazlar/niikleositler hem de benzoik asitler
icin logD ve logS'nin pH ile degisimini gdsteren grafikler olusturuldu ve tiim analitler
icin teorik plaka sayist (N) ve pik asimetri faktorii (As) hesaplanmistir. Teorik plaka
say1si(N) denklem 3.1 kullanilarak hesaplandi. Her analit grubunun teorik plaka

hesaplarinin sonuglart EK-1’de verilmistir.

N =5.54 x (RT / Ws0)? (Denklem 3.1)

3.7. Sentezler

Dietanolamin, ucuz ve kolayca bulunabilen bir baslangic malzemesidir. Yapisi,
apolar alifatik metilen zincirlerine ek olarak iki polar hidroksil grubu ve ikincil bir amin
grubu igerir. Bu ¢alismada sentezlenen duragan fazin tasariminda amag, hem yiiksek
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polar hidroksil gruplarini hem de apolar kisimlar1 ayni yapi1 i¢ine dahil etmektir. Bu
yaklagim, analitleri genis bir polarite aralifinda (polar, orta polar ve apolar bilesikleri
kapsayacak sekilde) ayirabilen karma modlu bir sabit faz gelistirme amacina
dayanmaktadir. Cesitli bilesik smiflart ile etkili etkilesimleri miimkiin kilmak igin,

duragan fazin farkli molekiiler yapilarla uyumlu fonksiyonel gruplari icermesi gerekir.

Sentez prosediiriiniin bir bagka avantaji basitligidir: Silika yiizeyinde sadece tek
asamali bir reaksiyon igerir, ilk adimda ¢6ziicli gerektirmez ve siiresi nispeten kisadir. Bu
faydalara dayanarak, baslangic reaktifleri olarak dietanolamin ve [2- (3,4-
epoksisikloheksil) etil] trimetoksisilan secildi. Dietanolamin, yalnizca iki hidroksil grubu
aracilifiyla yiiksek polarite saglamakla kalmaz, ayni zamanda amin grubunun
protonasyonu nedeniyle pH 10'un altinda katyonik bir karakter benimser. Bu, giiclii
hidrojen baglarinin yani sira iyon-¢ift (anyon-katyon) etkilesimleri kurmasima izin
vererek anyon degisim yeteneklerine katkida bulunur. Sonug olarak, bu polar etkilesimler
yoluyla polar analitler i¢in yiiksek seg¢icilik hedeflendi. Bu ¢alismanin dikkate deger bir
yont, silan birlestirme reaktifi olarak [2- (3,4-epoksisikloheksil) etil] trimetoksisilanin
kullanilmasidir ve bu da kromatografik sabit faz sentezinde nadir bir se¢im. Bu bilesik,
hem bir alifatik sikloheksil halkast hem de reaktif bir epoksi grubu iceren yapisal
bilesenleri icin se¢ilmistir. Epoksi kismi, aminler gibi niikleofillerle kolayca reaksiyona
girer ve halka acildiktan sonra bir amino alkol olusturur. Bu amino alkol islevselligi,
duragan fazin —OH ve —NH: gruplar1 araciligiyla hidrojen baglari, iyon-dipol, dipol-dipol
ve hatta iyon ¢ifti etkilesimleri olusturmasini saglar. Ayrica, silan birlestirme maddesinin
hacimli sikloheksil ve etil gruplari, nihai yapiya hidrofobik 6zelliklere katkida bulunur.
Kisacasi, kuplaj reaktifinin kendisi polar ve apolar fonksiyonel gruplarin bir
kombinasyonuna sahiptir. Dietanolamin ile reaksiyona girdikten sonra, ortaya ¢ikan yapi,
daha genis bir kromatografik etkilesim yelpazesini destekleyerek daha fazla cesitlilik ve

gelismis polarite kazanir.
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Sekil 3.1: Yeni karma modlu sabit fazin sentezi

Calismanin ilk asamasinda, tasarlanan duragan fazin sentezi gercgeklestirilmistir
(Sekil 3.1). Sentezin ilk adiminda, dietanolamin ve [2- (3,4-epoksisikloheksil) etil]
trimetoksisilan, ¢oziicli igermeyen kosullar altinda 100 © C'de 2 saat boyunca reaksiyona
sokuldu. Bu reaksiyon sirasinda, silan birlestirme maddesindeki epoksi halkas1 acildi ve
Si-CH-DEA bilesigi elde edildi. Reaksiyonun ilerlemesi, ince tabaka kromatografisi
(TLC) 1ile izlendi. 2 saat sonra birlestirme reaktifinin tam tiikketiminin onaylanmasi
izerine, karisima toluen ve yliksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) dereceli
kiiresel silika jel (Kromasil 5 um, 100 A) ilave edildi. Elde edilen siispansiyon 120 °C'de
96 saat karigtirildi. Filtrasyonu takiben, elde edilen sabit 