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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.
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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.

29



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
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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
42



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 faz malzemesi, reaksiyona
girmemis bilesenleri silika matrisinden ¢ikarmak icin 24 saat boyunca kloroform ile
Soksilet ekstraksiyonuna tabi tutuldu. Yeni duragan fazin yapisal analizi ve
karakterizasyonu, element analizi, Fourier doniisiimii kizil6tesi (FTIR) spektroskopisi,
Brunauer-Emmett-Teller (BET) ylizey alan1 6l¢iimii ve taramali elektron mikroskobu

(SEM) kullanilarak gerceklestirildi.
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3.8. Silika Uzerindeki Karbon Yiikiiniin Optimizasyonu

Ligand yiiklemesinin kolon performansi tizerindeki etkisini degerlendirmek ve
kullanilan ligand miktarini optimize etmek icin, farkli miktarlarda birlestirme reaktifleri
kullanilarak ti¢ farkli sabit faz sentezlendi. Her reaksiyon 4 g silika jel ile baslatild1 ve
SPA, SPB ve SPC olarak adlandirilan sabit fazlar, sirasiyla 2.5, 2.0 ve 1.5 g [2- (3,4-
epoksisikloheksil) etil] trimetoksisilan ile reaksiyona sokularak hazirlandi. Elde edilen
malzemelerin temel bilesimleri Tablo 3.1'de verilmistir. Bu duragan fazlar, ayn1 prosediir
kullanilarak kolonlara paketlendi ve ilk performans testlerine tabi tutuldu. {1k analit olarak
adenin kullanilmis, siiresi, teorik plaka sayisi (N) ve asimetri faktorii (As) hesaplanmis
ve karsilagtinnlmistir (EK-12). Sonuclar, SPB'nin 27.000 N / m degerine ve 1.05 As
degerine sahip oldugunu, SPA'nin ise 22.000 ve 1.25 sergiledigini ve SPC'nin 6.000 N ve

1.6 As ile 6nemli 6lcilide daha diisiik performans gosterdigini gdsterdi.

Daha kapsamli bir karsilagtirma yapabilmek amaciyla, bes bilesenli bir
alkilbenzen karisimi (Sekil 3.2) ile dokuz bilesenli bir niikleobaz/niikleosit karigimi (Sekil
3.3), her bir kolon kullanilarak analiz edilmistir. Her iki analit grubunda da SPA, SPB'ye
kiyasla biraz daha uzun siireleri sergiledi, ancak daha genis ve daha az simetrik piklere
sahipti ve bu da ayirma segiciliginin azalmasina yol acti. SPC en kisa analiz siirelerini
sunmasina ragmen, ayni zamanda diisik N ve As degerleri ile diisiikk verimlilik ve
secicilik gosterdi. Bu bulgular, yetersiz ligand kapsaminin, bloke edilmemis silanol
gruplariin aktif kalmasina neden oldugunu ve bunun da pik distorsiyona ve bozulma
ayirma performansina katkida bulundugunu agik¢a gdstermektedir. Ayrica, azaltilmis
ligand yogunlugu seciciligi olumsuz etkiler. Ote yandan, en yiiksek ligand yiiklemesine
sahip olan SPA, SPB ile karsilastirilabilir segicilik gosterdi, ancak muhtemelen yiizey
diizensizlikleri veya asir1 ligand birikimine bagli kontaminasyon nedeniyle pik
deformasyonu gozlenmistir. Sonug olarak, 1.5 g birlestirme reaktifi tam silanol kapsami1
icin yetersizken, 2.5 g asir1 oldugunu kanitladi. Bu nedenle, 2.0 g birlestirme reaktifi ve
4.0 g silika ile hazirlanan sabit faz SPB, gelismis ayirmalar i¢in en uygun olarak kabul

edildi. Bu optimize edilmis kolon DEA-Mix-SP olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.2: SPA-C i¢in ilk testler. Alkilbenzler karisimi. Kosullar: Mobil faz; ACN/su: 40/60, akis
hizi: 1 mL/dak, sicaklik: 20 °C, enjeksiyon hacmi: 2 ul, dedeksiyon dalga boyu: 210 nm.
Analitler: 1) Benzen, 2) Toliien, 3) Etilbenzen, 4) Kiimen, 5) Biitilbenzen.
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Sekil 3.3: SPA-C i¢in ilk testler. Niikleobazlar/niikleositler. Kogullar: Mobil faz; ACN/su: 10/90,
akis hizi: 0,8 mL/dak, sicaklik: 20°C, enjeksiyon hacmi: 2 pL, dalga boyu: 265 nm. Analitler: 1
Timin, 2 Urasil,3 Uridine, 4 Adenosine, 5 Sitozin,6 Adenin ,7 Sitidin, 8 Guanin, 9 Guanosin
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3.9. Karakterizasyonlar

Ik olarak, sentezlenen ii¢c duragan fazin temel bilesimi incelendi, ardindan FTIR
analizi yapildi. Tablo 3.1'de gosterildigi gibi, SPA ve SPB'deki karbon ve nitrojen
ylzdeleri oldukca benzerdi, SPA en yiiksek seviyeleri ve SPC en diisiik seviyeleri
gosteriyordu. Segilen kolon olan SPB'yi referans alirsak, %18,75 karbon ve %1,97
nitrojenin varligy, silikanin etkili ylizey modifikasyonunu agikg¢a gosterir. Bu sonug, FTIR

verileriyle de desteklenmektedir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4: SP1A-C'nin FTIR spektrumu

Ug sabit fazin FTIR spektrumlari, sirasiyla 2960, 2965 ve 2970 cm"de karakteristik
—CH»>— germe sinyalleri gosterdi. Bos silika spektrumunda gozlemlenen 1657 cm"'deki
belirgin bant, SPA-C'de neredeyse yoktu, bu da silika ylizey kimyasinda 6nemli bir
degisiklik oldugunu gosteriyor. Beklendigi gibi, tiim spektrumlarda —OH sinyalleri
mevcuttu. Bu sinyaller, silika yiizeyindeki kalint1 silanol gruplarindan veya sabit faz
yapisina dahil edilen hidroksil islevlerinden kaynaklanabilir. Ozellikle, —OH band1 bos
silikada yogundu, ancak SPA-C'de 6nemli 6lgiide daha zayif goriiniiyordu.

Toplamda, elementel ve FTIR analizleri, {i¢ sabit fazin da basariyla sentezlendigini
gostermektedir. SEM ve BET ylizey alani analizi de dahil olmak iizere daha ileri

karakterizasyon teknikleri, yalnizca SPB sabit fazi i¢in gergeklestirilmistir.
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Tablo 3.1: Hazirlanan duragan fazlarin temel bilesimi

Oge Element bilesimi %

C H N

Bos silika | 0 0.01 |1 0
SPA 22.6 421 ]2.19
SPB 19.34 | 3.61 | 2.02
SPC 13.45 [ 2.53 | 1.36

Tablo 3.2: DEA-Mix SP'nin BET yiizey karakterizasyonu

BET Analizi Bos Silika DEA-Karisim SP (B)
BET yuzey alani (m2/g) 320 141

Toplam gozenek hacmi (cm3/g) 0.9 0.26207

Ortalama gozenek capi (A) 110 76

Uriin sertifikasinda verilen nitrojen adsorpsiyon verilerine gore, modifiye
edilmemis Kromasil silika, 320 m?/g yiizey alani, toplam 0,90 mL/g gézenek hacmi ve
ortalama 110 gbzenek capi sergiler. Bununla birlikte, organik bir ligand ile yiizey
modifikasyonundan sonra, bu parametrelerde 6nemli bir azalma gozlenmistir (Tablo 3.2).
Modifikasyonu takiben, yiizey alan1 141 m?%g'ye diistii, toplam gézenek hacmi 0.26 mL /
g'ye diistii ve ortalama gozenek cap1 76'ya diisiirtildii. Bu sonuglar, modifikasyon islemi
sirasinda organik ligandin gézenek ylizeylerine basarili bir sekilde sabitlendigini ve i¢
gozenekli yapiy1 kismen doldurdugunu gostermektedir. Ozellikle, gézenek hacmindeki
yaklasik %70'lik azalma, gdzenek boslugunun énemli bir boliimiiniin ligand molekiilleri
tarafindan kaplandigini ve bazi gozeneklerin tamamen tikanmig olmasimin muhtemel
oldugunu gostermektedir. Ayrica, ortalama gozenek capindaki azalma, gdzeneklerin
tamamen yok olmadigini, aksine daraldigini ima eder, bu da ligandin agirlikli olarak
gbzenek duvarlar1 boyunca biriktigi bir biriktirme modeline isaret eder. Bu davranis,
modifikasyon isleminin silika yiizeyi boyunca nispeten homojen bir kaplama ile
sonuclandigt ve malzemenin i¢ yapisini etkili bir sekilde degistirdigi fikrini
desteklemektedir. Birlikte ele alindiginda, bu bulgular, yiizey modifikasyonunun sadece
silikanin fiziksel Ozellikleri ilizerinde degil, ayn1 zamanda go6zenekliligi {lizerinde de
belirgin bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Bu degisikliklerin kapsami,
islevsellestirme igleminin verimliligini agikca gdsterir ve organik ligandin silika matrisine

basarili bir sekilde dahil edildigini dogrular.
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Bu calismada kullanilan silika jel, dizgin sekilli, kiiresel pargaciklar ile
karakterize edilen HPLC kalitesindeydi. Kimyasal yiizey modifikasyonlari, pargacik
parg¢alanmasi, asimetri veya boyuttaki degisiklikler gibi morfolojik deformasyonlara
neden olma potansiyeline sahip oldugundan, modifikasyon isleminden kaynaklanan
herhangi bir yapisal degisikligi degerlendirmek i¢in SEM kullanilmistir. EK-2'de
gosterildigi gibi, hem modifiye edilmemis ticari silikanin (A) hem de modifiye edilmis
DEA-Mix SP varyantinin (B) SEM mikrograflari, partikiil morfolojisinin bozulmadan
kaldigin1 ortaya koymaktadir. Herhangi bir bozulma, toplanma veya Onemli boyut
degisikligi belirtisi gozlenmedi. Sekil ve dagilimdaki bu tutarlilik, kimyasal
modifikasyonun silika parcaciklarinin fiziksel biitlinliigiinii olumsuz etkilemedigini

dogrular ve boylece islevsellestirme yaklasiminin glivenilirligini ve basarisini destekler.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. HPLC Degerlendirmeleri

4.1.1. HILIC kosullar altinda niikleobazlarin HPLC degerlendirmesi

& NH, CHy O
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AN SN Nk, < 6" N )\ z
NS
N N H 0 o) N
Guanin Adenin Sitozin Timin Urasil
NH, HO NH,

OH o “=~OH *~oH

Sitidin Uridin Adenozin Guanozin

Sekil 4.1: Bu calismada incelenen niikleobazlarin/ntikleositlerin yapilari

Niikleobazlar ve niikleositler, nispeten gii¢lii polariteye sahip bilesiklerdir, bu da
zay1f hidrofobik etkilesimler nedeniyle geleneksel RPLC kolonlar1 kullanilarak etkili bir
sekilde tutulmalarim1 ve ayrilmalarini dogal olarak zorlastirir. Buna karsilik, hidrofilik
etkilesim s1vi (HILIC), bu tiir yiiksek polar analitleri ayirmak i¢in daha uygun bir platform
saglar. Bu nedenle, niikleobazlar ve niikleositler, HILIC kosullar1 altinda karma modlu
duragan fazlarin performansini degerlendirmek icin gilivenilir model bilesikler olarak

yaygin olarak kabul edilmektedir.

Bu calismada, bu polar analitler, yeni gelistirilen kolon DEA-Mix SP duragan
fazinin alikonma davranigini aragtirmak i¢in seg¢ilmistir. Sekil 4.1'de gosterildigi gibi,
timin, urasil, liridin, adenin, adenosin, guanin, guanozin, sitozin ve sitidin iceren dokuz

bilesenli bir karisim, DEA-Mix SP kolonu kullanilarak analiz edildi. Izokratik kosullar
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altinda, dokuz bilesigin tiimii 2 mL/dk'lik bir akis hizinda 92/8 oraninda asetonitril ve
fosfat tamponundan (5 mM, pH 7.5) olusan bir mobil faz kullanilarak 15 dakika i¢inde
basaril bir sekilde ayrildi (Sekil 4.3). Ayn1 ayirma islemi fosfat tamponu olmadan, sadece
asetonitril ve su kullanilarak gerceklestirildiginde, analiz 12 dakika iginde
tamamlanmistir (Sekil 4.3). Bununla birlikte, tampon igeren mobil faz kullanildiginda
daha keskin pik sekilleri ve iyilestirilmis ¢Oziiniirlik goézlemlendi, bu da bu kosullar

altinda daha verimli bir ayirma oldugunu gdésteriyor.

Bununla birlikte, yesil analitik kimyanin artan énemi goz Oniine alindiginda,
yalnizca su ve asetonitrilden olugsan tamponsuz bir mobil fazin kullanilmasi da ¢evresel
acidan deger tagimaktadir. Bu nedenle, her iki ayirma kosulu da optimize edilmis
secenekler olarak sunuldu. EK-1'de gosterildigi gibi, niikleobazlar ve niikleositler i¢in
normallestirilmis teorik plaka sayilar1 (N/m) 26.000 ile 33.000 arasinda degisirken, pik
simetri degerleri ¢ogunlukla 1.00'e yakind1 ve 1.00 ile 1.17 arasinda degisiyordu. Bu
kromatografik parametreler, yeni gelistirilen DEA-Mix SP kolonunun miikkemmel ayirma

verimliligini ve analitik giivenilirligini agik¢a vurgulamaktadir.

DEA-Mix SP kolonundaki analitlerin alikonma siireleri ile polariteleri (logD)
arasinda agik ve tutarh bir iliski gézlenmemistir. Alikonma siireleri (EK-1), logD (EK-
18) ve logS degerleri (EK-19) ile karsilastirildiginda, anlamli bir korelasyon
kurulamamigtir. Ornegin, en diisiik logD degerine (-2.80) sahip en hidrofilik analit olan
sitidin, yedinci dereceden ayrildi. Benzer sekilde -2.42'lik nispeten diisiik bir logD ile
iiridin ikinci sirada yer alirken, guanozin (-2.71) en son ortaya ¢ikan oldu. Bununla
birlikte, liridin ve adenosin harig, niikleositler, karsilik gelen niikleobazlardan daha uzun
stire kolon tlizerinde kalma egilimindedir gibi genel bir egilim ortaya ¢ikar. Bu, hidrofilik
riboz kismimin, sabit faz ile hidrojen bagi yoluyla alikonmay:1 artirabilecegini
diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, 6nemli kanitlar, alikonma siirelerini yoneten birincil
etkilesimin riboz grubundan ziyade piirin ve pirimidin halkalarmi igerdigini
gostermektedir. Ornegin, adenozin, bir riboz parcasina sahip olmasma ragmen,
adenin'den Once aynstirilir, bu da ribozun tek basina alikonmayr 6nemli Olgilide
etkilemedigini ima eder. Ayrica, guanin, guanozin, sitozin ve sitidin en gii¢lii tutulan
analitler arasinda olup Sekil 4.2'de "A" olarak etiketlenmis ortak bir yapisal motifi
paylasir. Bu motif muhtemelen goézlemlenen gii¢lii baglamaya onemli bir katkida

bulunuyor. Adenin bir karbonil grubundan yoksun olsa da, yapis1 hidrojen bag1 yapabilen
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nitrojen atomlar1 igerir ve potansiyel olarak benzer etkilesimlere girmesine izin verir.
Ozellikle, bir riboz birimi icermeyen guanin, hala ikinci en yiiksek alitkonmay1 sergiledi
ve sekizinci oldu, aromatik baz yapisinin duragan faz ile etkilesimdeki merkezi roliinii

giiclendirdi.

A: Analitin bolgesi B: Sabit fazin bolgesi

Sekil 4.2: DEA-Mix SP ile niikleobazlarin/niikleositlerin bazi analitleri i¢in Onerilen etkilesim
mekanizmasi

Sekil 4.2'de gosterildigi gibi, bu yapisal birim hem laktam tipi bir amid grubu hem
de bir ekzosiklik birincil amin igerir. Karbonil oksijen, birincil amin ve amid nitrojeni,
sabit faz ile potansiyel bir ii¢ noktali etkilesim olusturuyor gibi goriinmektedir. Hidroksil
gruplar1 yoluyla hidrojen bagi iyi kurulmus olsa da, merkezi etkilesim ya hidrojen bagi
ya da iyonik ¢ekim icerebilir. Bu, duragan fazdaki amino grubunun yaklasik 3-4'lik bir
pKa'ya sahip oldugu ve pH 7.5'te tamamen protonlanmasini sagladigi goz Oniine
alindiginda 6zellikle akla yatkindir. Bu arada, A {initesinin amid yapisindaki nitrojen, 4-
5 araliginda bir pKa'ya sahip bir proton tasir, bu da aynm kosullar altinda biiyiik ol¢iide
protondan arindirilacagi anlamina gelir. Bu nedenle, bu iki bolge arasinda giiglii bir iyonik
etkilesim olmasi muhtemeldir. Ister iyonik kuvvetler ister hidrojen bagi tarafindan
yonlendirilsin, boyle bir {i¢ noktali etkilesim, ozellikle gii¢lii alikonma davranisi ile

sonuclanacaktir.

Ek olarak, sabit faz ayrica {iglinciil hidroksilleri ve diger hidrofilik fonksiyonel
gruplart igerir. Benzer sekilde, analitler, analite 6zgii ikincil etkilesimlere katilabilen
cesitli polar ve polar olmayan kisimlar1 icerir. Ornegin, adenin ve adenosin arasindaki
alikonma farki, duragan faz ile dogrudan etkilesimlerinden ziyade mobil fazdaki
coziinlirliik 6zellikleriyle daha iyi agiklaniyor gibi goriinmektedir. Adenin, adenozine
(logS=-1.31) kiyasla suda (logS =—1.74) 6nemli 6l¢giide daha diislik ¢oziintirliige sahiptir

(EK-19). Her iki bilesik de asetonitrilde az ¢oziliniir olmasina ragmen, adenozin biraz daha
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1yi ¢Ozliniirlik gosterir. Sonug olarak, her iki molekiiliin de duragan faz ile benzer ve zay1f
bir sekilde etkilesime girdigi gbz Oniine alindiginda, alikonmadaki fark, ACN/su mobil
faz karisimindaki ¢oziiniirliiklerine baglanabilir. Daha iyi ¢6ziinmiis adenozin, duragan

faz ile etkilesimin azalmasi nedeniyle daha erken ortaya ¢ikar.

Tim bu ¢oklu etkilesimlerde, analitlerin giiglii bir sekilde etkilesime girdiklerinde
uzamsal konumlar1 ve konformasyonlar1 biiyilk 6nem tasir. Etkilesimin ayni anda
meydana geldigi noktalarin sayisi, ilgili atomlar ve birlikte meydana gelen etkilesim
tirleri, biiylik olasilikla analitlerin bu uzamsal konumlarint ve konformasyonlarini
belirler. Bu nedenle, etkilesim mekanizmasinin yalnizca logD ve logS ile
aciklanamayacak kadar karmasik oldugu, birden fazla eszamanh etkilesimi igerdigi ve
klasik RPLC veya HILIC yontemleriyle uyumlu olmadigi agiktir. Bu yeni karma modlu
kolonun etkilesim mekanizmasinin ayrintili bir incelemesi asagidaki boliimlerde

sunulmustur.

Niikleobaz ve niikleosit ayrimlari ile ilgili literatiiriin gozden gegirilmesi, en etkili
kolonlarin tipik olarak 5 ila 9 analiti § ila 15 dakika i¢inde ¢6zdiiglinii ortaya koymaktadir
(Dinh vd., 2011; Kotani vd., 2012; Lemasson vd., 2018; Liu, S. vd., 2015; Wang vd.,
2016). Bununla birlikte, baz1 raporlar énemli 6l¢iide daha uzun ayirma siirelerine isaret
etmektedir. Ornegin, 25 dakikada bes analit (Li vd., 2016), 25 ila 35 dakikada sekiz analit
(Wang vd., 2016; Zhang vd., 2016) ve 40 dakikaya kadar siiren dokuz analit (Wang vd.,
2015). Arastirma grubumuz daha Once cesitli yeni gelistirilen karisik modlu duragan
fazlar1 kullanarak niikleobaz / niikleosit karigimlarinin basarili bir sekilde ayrilmasin
saglamistir (Aral vd., 2015, 2017; Miimin vd., 2022). Bunlar arasinda en verimli sonuglar,
alt1 analitin 10 dakika i¢inde, yedi analitin ise 22 dakika i¢inde ayrildig1 bir ¢calismada
elde edildi. Gua ve Gaiki, 10 mM amonyum asetat ile 85/15 ACN/su mobil fazi, 30 °C'lik
bir kolon sicakligi, 1.5 mL/dk'lik bir akis hiz1 ve 248 nm'de UV tespiti kullanarak dort
farkl: ticari HILIC kolonunda niikleobaz/niikleosit karisimlarinin alikonma davranisini
degerlendirdi (Guo ve Gaiki, 2005). Calismalarinda, bes ila alt1 analit 7-12 dakika i¢inde
ayrildi. Bu ¢aligmada degerlendirilen dort kolonun da en iyi bilinen ticari HILIC kolonlar1
arasinda yer aldigini belirtmekte fayda var. 2023 yilinda yapilan bir ¢aligmada, Zhou ve
ark. polar gomiilii bir fenil-dendritik sabit faz sentezledi ve bunu c¢esitli polar ve polar
olmayan bilesiklerin ayrilmasi igin test etti. Bu ¢alismada, bes bilesenli bir niikleobaz /

niikleosit karigimi yaklasik 15 dakika i¢inde ayrildi. Benzer sekilde, Wang ve ark. 2024'te
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yapilan bir arastirma, karisik modlu alikonma davranisini kesfetmek icin Iki katyonlu bir
iyonik s1vi1 ile modifiye edilmis yeni bir sabit faz sunulmustur. Bulgularinda, alt1 bilesenli

bir niikleobaz / niikleosit karisimi1 20 dakika i¢inde ayrildi.

Birlikte ele alindiginda, bu literatiir bulgular1 yeni gelistirdigimiz DEA-Mix SP
sabit fazimizin yiiksek performansinin altini ¢izmektedir. 9 bilesenli bir niikleobaz /
niikleosit karigimini sadece 12 (veya 15) dakikada basarili bir sekilde ayirirken, etkileyici
teorik plaka sayilart (26.000-33.000) ve neredeyse ideal pik simetrileri elde etmesi,
oldukca umut verici bir sonucu temsil ediyor. Kapsamli incelememize dayanarak, DEA-
Mix SP, niikleobaz/niikleosit ayrimlar1 i¢cin mevcut en etkili kolonlardan biri olarak

giivenle kabul edilebilir.
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Sekil 4.3: DEA-Mix SP ilizerindeki niikleobazlarin/niikleositlerin iki farkli optimum kosul
altinda ayrilmasi. Kosullar: ACN/su ve ACN/tampon (5 mM, pH 7.5 fosfat):92/8, 2.0 ml/dk, 10
°C, 2 uL, 265 nm.Analitler: 1; Timin, 2; Urasil, 3; Uridin, 4; Adenosin, 5; Sitozin, 6; Adenin, 7;
Sitidin, 8; Guanin, 9; Guanozin.
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4.1.1.1. Mobil faz iceriginin etkisi

Mobil fazin bilesimi, analit-duragan faz etkilesimlerinin anlasilmasinda ve ayirma
kosullariin optimize edilmesinde ¢ok dnemli bir rol oynar. Bu, suda iyi ¢oziiniirliige
sahip yiiksek polar bilesikler i¢in 6zellikle 6nemlidir, ¢iink{i mobil fazdaki su ve organik
¢oOziicii arasindaki denge, hem alikonma davranisini hem de ayirma verimliligini
dogrudan etkiler. Bu calismada, yeni gelistirilen karma modlu sabit fazin ayirma
performansini daha iyi degerlendirmek i¢in, mobil fazdaki ACN igerigi sistematik olarak
%80 ile %92 arasinda degistirildi. Bu, mobil faz bilesiminin hem etkilesim
mekanizmalarim1 hem de kromatografik seciciligi nasil etkilediginin ayrintili bir

incelemesine izin verdi.

Bu yeni karma modlu HPLC sabit faz1 kullanilarak, dokuz bilesenli bir niikleobaz
ve niikleosit karistmi basariyla ayrildi. Degisen ACN igerikleri altinda elde edilen
kromatogramlar (EK-13), alikonma stiresi egilimleri (EK-3) ile birlikte, analit-sabit faz
etkilesimlerinin mobil faz bilesiminden nasil etkilendigini agik¢a gdstermektedir. Mobil
fazdaki ACN orani azaldik¢a, analitlerin ¢oziiniirliigii, 6zellikle suda yiiksek oranda
¢Oziiniir olanlarda artmistir. Bu, hidrofilik duragan faz icin baglanma egilimlerini azaltti

ve daha kisa alikonma siirelerine neden oldu.

Diisiik ACN kosullar1 altinda kaydedilen kromatogramlar, daha yakin aralikli
zirveler ve daha kisa eliisyon siireleri gosterdi. Bu davranis, suda daha fazla ¢6ziiniir olan
analitlerin, duragan faz ile daha az giiclii etkilesime girdigini ve daha hizli bir sekilde
aynistirildigini gostermektedir. Buna karsilik, ACN igeriginin arttirtlmasi, mobil fazdaki
su oranini azaltti, bdylece analit ¢ozlinlirliigiini diisiirdii ve sabit faz ile etkilesimlerini

artirdi. Sonug olarak, alikonma siireleri uzadi ve bitisik pikler arasindaki mesafe artti.

Ozellikle, alikonma siireleri arttikga, genel eliisyon sirast tutarli kaldi. Bununla
birlikte, pik noktalar1 arasindaki daha biiylik bosluk, ayirma segiciliginin artmasina yol

act1 ve bu da sistemin yiiksek ACN kosullar1 altinda daha secici hale geldigini gosterdi

Grafiksel verilerin (EK-3) ve iist liste binen kromatogramlarin (EK-13) analizi, en
yiiksek siirelerinin %92 ACN iceren mobil faz kosulu altinda goézlendigini ortaya
koymustur. Bu kosullar altinda, pikler aras1 mesafe artarak maksimum diizeye ulagsmis ve

pik ¢oziiniirliglinde belirgin bir iyilesme saglamistir. Sonug olarak, analitler arasindaki
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girisimler en aza indirildi ve genel segicilik belirgin sekilde iyilestirildi. Bu kromatografik

davranig, HILIC ayirma mekanizmasinin bilinen 6zellikleri ile gii¢lii bir uyum i¢indedir.

Ozetle, mobil fazdaki ACN/su orani, analit-duragan faz etkilesimlerinin dogasini
ve giiciinli yoneten kritik bir faktor olarak ortaya ¢ikmaktadir. ACN igeriginin arttirilmast,
hem seciciligi hem de en yliksek c¢oziiniirliigii artirirken ayn1 anda daha uzun alikonma
stirelerine yol agti. Optimum ayirma performansi, %92 ACN kosulu altinda elde edildi.
Bu sonug, yeni gelistirilen karma modlu sabit fazin, karmasik analit karisimlarinin ytiksek
¢Oziiniirliikli ve secici olarak ayrilmasini saglayarak, HILIC ve RPLC 6zelliklerini etkili

bir sekilde dengeleme yetenegini vurgulamaktadir.

Genel olarak, bu bulgular, ayirma kalitesi ve verimliligi agisindan 6nemli faydalar
saglayabileceginden, Ozellikle yiiksek suda ¢Oziniirliige sahip polar bilesiklerle
ugrasirken, mobil faz bilesiminin dikkatli bir sekilde optimize edilmesinin Onemini

vurgulamaktadir.
4.1.1.2. Akis hizinin etkisi

Optimum mobil faz bilesiminin (ACN/su, 92:8 v/v) belirlenmesinin ardindan, bir
sonraki adim akis hizinin optimize edilmesini i¢eriyordu. Mobil faz ve kolon sicakligi
sabit tutulurken (ACN/su 92:8 v/v, 20 °C), 0,2 mL/dk'lik artislarla 0,8 ila 2,0 mL/dk
arasinda degisen yedi farkl akis hizinda bir dizi analiz gergeklestirildi (EK-14). Elde
edilen veriler, alikonma davranisinin akis hizinin bir fonksiyonu olarak nasil degistigini

arastirmak icin ¢izilmistir (EK-4).

Hem EK-4 hem de EK-14'te gosterildigi gibi, akis hizindaki bir artig, alikonma
siirelerinde bir azalmaya yol agar. Ozellikle, bu diisiis dogrusal bir egilim izlemez, daha
ziyade iistel bir model sergiler. 0,8 ila 1,4 mL/dk arasinda, alikonma siireleri hizla diiser;
bununla birlikte, 1.4 mL/dk'nin 6tesinde, azalma hiz1 6nemli 6l¢iide yavaglar ve bu da
kinetik veya kiitle transfer smirinin yaklastigim diisiindiiriir. Ornegin, toplam analiz siiresi
0.8 mL/dk'da 29 dakikadan 2.0 mL/dk'da sadece 12 dakikaya diisiiriildii. Ilging bir
sekilde, en yiiksek akis hizinda bile, dokuz analitin tiimiiniin tam olarak ayrilmasi,
secicilik veya pik c¢oziiniirliigiinde herhangi bir kayip olmadan siirdiiriildii. Bu,
niikleobazlar ve niikleositler icin DEA-Mix SP kolonunun iistiin ayirma kabiliyetini gii¢lii

bir sekilde dogrular. Onemli 6lciide kisaltilmis analiz siiresi ve korunan kromatografik
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performans sayesinde, sonraki sicaklik optimizasyon c¢aligsmalari i¢in en uygun akis hizi

olarak 2,0 mL/dk se¢ilmistir.

4.1.1.3. Sicakhi@in etkisi

Karigik modlu duragan fazlarda, analitlerin alikonma mekanizmalari hem apolar
hem de polar etkilesimlerin bir kombinasyonu ile sekillendirilir. Bu nedenle, sicaklik
degisimlerinin alikonma tizerindeki etkisi daha da kritik hale gelir. Sicaklik, mobil fazin
viskozitesinden analit-faz etkilesimlerine kadar birgok parametreyi etkiler ve
kromatografik ayirmay1 dogrudan yonlendirir. Bu calismada, yliksek polar 6zelliklere
sahip yeni gelistirilen karma modlu bir kolon iizerindeki niikleobazlarin sicakliga bagl
alikonma davranis1 ayrintili olarak incelenmistir. Bu amagla, 10°C ile 70°C arasindaki
yedi farkli sicaklikta (EK-15) elde edilen alikonma faktorii (k) degerleri Van't Hoff
denklemi kullanilarak degerlendirilmistir. Van't Hoff denklemi su sekilde verilir.

Ink =-AH° /RT + AS°/RT (Denklem 4.1)

Denklemde 4.1°de Ink, alikonma faktoriiniin dogal logaritmasini temsil eder; T,
Kelvin cinsinden sicakliktir; R evrensel gaz sabitidir ve AH® ve AS® sirasiyla entalpi ve

entropi degisimlerini temsil eder.

Tablo 4.1: "Van't Hoff denkleminden elde edilen AHe ve ASe degerleri

Analitler RT siparisi DHO DSO
Timin 1 -65,83 -0,24
Urasil 2 -66,61 -0,21
Uridin 3 -88,26 -0,22

Adenozin 4 -88.3 -0,14
Sitozin 5 -67,54 -0,04
Adenin 6 -90,29 -0,01
Sitidin 7 -98,16 -0,11
Guanin 8 -80,33 -0,02

Guanozin 9 -96,22 -0,06

Denklem, In(k) ve 1/T arasinda dogrusal bir iligkinin beklendigini ve bu iligkiden
tiretilen egim ve kesisim degerlerinin AH® ve AS°'yi hesaplamak i¢in kullanildiginm
gostermektedir. Van't Hoff grafiklerine (EK-5) ve elde edilen termodinamik

parametrelere (Tablo 4.1) dayanarak, AH® degerlerinin tiim analitler i¢in negatif oldugu
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gbzlemlenebilir. Bu, alikonma igleminin ekzotermik oldugunu ve sicaklik arttikca
alikonma egiliminin azaldigim1 gosterir. Kolonun 6zellikle polar bilesiklerle giiclii
etkilesimler sergiledigi ve bu da onu sicaklik degisimlerine karsi oldukg¢a hassas hale

getirdigi agiktir.

Saklama sirasin1 degerlendirirken, timin once ylikselirken, guanozin en son
yiikselir. Termodinamik agidan bakildiginda, timin -65.83 kJ/mol'de en diisiik entalpi
degisimini sergilerken, sitidin -98.16 kJ/mol'de en yiiksek mutlak entalpi degisimini
gosterir. Adenin, sitidin ve guanozin dahil olmak iizere daha sonra eliite olan analitler, -
90 kJ/mol'den daha biiyiik entalpi degisiklikleri gosterir, bu da kolonun bu bilesiklerle
daha gii¢lii etkilesime girdigini gosterir. En zayif etkilesim timin ile gézlenir. Ek olarak,
tiridin, sitidin ve guanozin gibi niikleosit yapisina sahip bilesikler, timin, adenin ve guanin
gibi niikleobazlara kiyasla daha yiliksek AHe degerleri gosterir. Bu, kolonun 6zellikle
hidroksil gruplar1 iceren polar molekiillerle daha giiclii etkilesimler kurdugunu

gostermektedir.

Tiim analitler icin ASe degerleri negatiftir, bu da alikonma sirasinda sistem
bozuklugunda bir azalma oldugunu gosterir. Erken eliite olan ilk dort analit i¢in entropi
degisimi, diger analitlere kiyasla Onemli Olgiide daha negatiftir. Bu, kolonla
etkilesimlerinin daha az ve daha spesifik baglanma bolgeleri ile daha diizenli oldugunu
gostermektedir. Ote yandan, adenin ve guanin gibi daha biiyiik analitler i¢in daha diisiik
ASe degerleri, baglanmalarinin daha ¢ok noktali ve daha az diizenli oldugunu gosterir.
Ilging bir sekilde, adenin ve sitidin, guanine kiyasla AHo agisindan daha yiiksek baglanma
enerjilerine sahip olmalarina ragmen, daha erken eliite olurlar. Bu, alikonma davranisinin
yalnizca entalpideki degisikliklerle agiklanamayacagi anlamina gelir. Adenin daha
yluksek bir negatif AHo'ye sahipken, guanin daha negatif bir ASe'ye sahiptir. Daha negatif
entropi degerleri, molekiiller arasi etkilesimlerin daha organize, kararli ve yapilandirilmig
oldugunu gostermektedir. Bu durumda, baglama daha zay1f olmasina ragmen, siire¢ daha
"diizenli" hale gelir ve bu da sistemin serbestlik derecelerinde bir azalmaya yol acar.
Adenin baglanmasi daha giiclii bir molekiiler etkilesim yaratsa da baglanma sirasinda
daha ¢ok noktali ve diizensiz bir yapr olusturur. Ozetle, adenin baglanmasi, guanine
kiyasla daha karmasik ancak esnek etkilesimler igerirken, guanin, genel baglanmanin
daha zayif olmasina ragmen kolonla daha diizenli ve kararli etkilesimler gosterir. Ek

olarak, guanin, tiim niikleobazlar/niikleositler arasinda mobil fazda en diisiik ¢oziiniirliige
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sahiptir. Bu nedenle, guaninin daha sonraki eliisyonu ve sicaklik degisikliklerine daha
fazla tepkisi (EK-15, EK-5), baskin roliin analit-duragan faz etkilesiminden ziyade analit-

¢oziicli etkilesimi tarafindan oynandigini gostermektedir.

Sonug olarak, bu ¢alismada test edilen niikleobaz/niikleosit bilesikleri ile DEA-
Mix SP karma modlu kolon arasindaki alikonma davranisinin, entalpi ve entropi
arasindaki denge tarafindan yonlendirildigi bulunmustur. Kolonun ytiksek polar karakteri
nedeniyle, 6zellikle niikleosit bazli analitler ve biiyiik fonksiyonel gruplara sahip olanlar
ile giiclii etkilesimler olusturdugu gosterilmistir. Cok noktali esnek etkilesimlere ek
olarak, diizenli ve kararli ¢ok noktali etkilesimler akilda alikonma davranisinda 6nemli
bir rol oynar. Bu baglamda, bu tiir kolonlar i¢in sicaklik optimizasyonunun sadece analiz
stiresi icin kritik olmadigi, ayn1 zamanda segicilikte de ¢cok onemli bir rol oynadigi

sonucuna varilmistir.

4.1.1.4. Tampon konsantrasyonunun etkisi

Mobil faz pH'min alikonma davranis1 iizerindeki etkisini arastirmak igin,
kullanilacak uygun tampon konsantrasyonunun belirlenmesi gerekir. Hem tampon
konsantrasyonunun ayirma ve alikonma davranisi iizerindeki etkisini incelemek hem de
pH optimizasyonu i¢in optimal tampon konsantrasyonunu belirlemek i¢in, analizler 5, 10,
20 ve 40 mM konsantrasyonlarda 90/10 vv'de gergeklestirildi: ACN/(amonyum asetat pH
5.0) 1 mL/dk akis hizinda ve 20 °C'de mobil faz (EK-16), ve tampon konsantrasyonunun
etkisi grafiksel olarak analiz edildi. Tampon ve pH optimizasyonlar1 2.0 mL/dk akis
hizinda degil, 1.0 mL/dk'da gerceklestirildi. Bunun nedeni, saf su/ACN mobil faz ile 2,0
mL/dk akis hizinda optimum kosullarin zaten elde edilmis olmasi ve bunun sonucunda
son derece kisa bir analiz siiresi elde edilmesiydi. Bu nedenle, bu kosul altinda
optimizasyona devam etmek yerine, daha ideal bir ayirma elde edilmesi beklentisi ile 1.0

mL/dk akis hizinda tampon konsantrasyonu ve pH optimizasyonlar1 gerceklestirilmistir.

EK-6'da goriildiigii gibi, tampon konsantrasyonunun tiim analitlerin siireleri
tizerindeki etkisi tek tip degildi. Konsantrasyon arttik¢a, adenin daha hizli sizdi. Bu etki
ozellikle 0-5 mM ve 30-40 mM araliklarinda daha belirgindi. Cogu analitin siireleri bir
dereceye kadar artarken, adenin siiresi azalmigtir. Boylece, adenin ve sitozin arasindaki
secicilik azald1 (EK-16). 10 mM'lik bir tampon konsantrasyonunda, bu iki analitin pik
noktalar1 tamamen Ortiislirken, 40 mM'de adenin sitozinden biraz daha erken eliite olmaya
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basladi. Kolonda en c¢ok tutulan analit olan guanozinin siiresi, artan tampon
konsantrasyonu ile dnemli 6l¢iide artmistir. 0 mM'de (tamponsuz) 17 dakika olan analiz

stiresi, 40 mM tampon konsantrasyonunda 22 dakikaya yiikseldi.

Tampon konsantrasyonunun artmastyla analiz siirelerindeki artig, iki potansiyel
etkiye baglanabilir. Birincisi, olas1 tuzlama etkisidir. Sulu fazda artan iyonik kuvvet,
analitlerin etrafindaki su molekiillerini azaltarak ACN'ye dogru go¢ etmelerine neden
olur. Bu polar bilesikler ACN'de zayif ¢oziiniirliige sahip olduklarindan, dogal olarak
duragan faz ile daha fazla etkilesime girerler ve bu da daha uzun alikonma siirelerine yol
acar. Adenin alikonma siiresindeki azalma ki bu tam tersi bir egilimdir, bu tuzlanma etkisi
(Salting-out effect) ile de agiklanabilir. Yiiksek logD degerine (-0.58) sahip olan adenin,
daha sonra eliite olan diger analitlere gore ¢ok daha diisiik polariteye sahiptir. Ayrica suda
diger analitlere gore daha diisiik ¢ozilniirliige sahiptir. Analitlerin ACN'ye kaymasina
neden olan tuzlanma etkisi, adenin'in eliisyon sirasini degistirmis ve daha erken eliite
olmasina yol agmis olabilir. Diger bir olasi etki, artan tampon konsantrasyonu nedeniyle
sabit fazin ylizeyinde daha kalin bir tabaka olugmasidir (Bui, Verhage ve Irgum, 2010).
Artan tampon konsantrasyonu, polar sabit fazin yiizeyindeki hidrolitik tabakayi
kalinlastirir ve bu da sabit fazin polar karakterini arttirir. Sonug olarak, bazik polar ve

bazik analitler kolon tizerinde daha fazla tutulur ve daha sonra eliite edilir.

Sonug olarak, tampon konsantrasyonunun hem siireleri hem de segicilik iizerinde
onemli bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Optimizasyon c¢aligmalarina dayanarak, 5
mM'lik bir tampon konsantrasyonunun pH optimizasyonu i¢in daha uygun oldugu
sonucuna varilmistir. Bunun nedeni, diger konsantrasyonlarda sitozin ve adenin
zirvelerinin tamamen Ortiismesi, 5 mM'de ise heniiz Ortlismemis olmalardir.
Konsantrasyonun arttirilmasinin olumlu bir etkisi olmadigindan, daha fazla tuz

kullanmanin gereksiz oldugu sonucuna varildu.

4.1.1.5. pH'1n etkisi

Polar duragan bir fazin etkilesim mekanizmasini arastirmanin ve anlamanin en iyi
yolu, pH degisikliklerine yanit olarak etkisini incelemektir. Bu, hem analitler hem de
duragan faz polar oldugunda oOzellikle 6nemli hale gelir ve pH'a gore davranisini
incelemeyi kaginilmaz kilar. Bu ¢alismada, DEA-Mix SP'min degisen pH kosullar1 altinda
niikleobazlara/niikleositlere gore davranisi, 3.0 ile 8.0 arasindaki pH seviyelerinde, 5 mM
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tampon konsantrasyonu, 1 ml/dk akis hizi ve 20°C sicaklik ile incelenmistir. Elde edilen
kromatogramlar iist iiste bindirildi (EK-17) ve sonuglar grafiklendirildi (EK-7). Adenin
hari¢, pH diistikce analiz siirelerinin azaldigi ve adenin hari¢ tiim analitler ic¢in
maksimum siiresinin pH 4.0'da meydana geldigi bulunmustur. PH 3.0'da, siireleri tekrar
biraz azalmaya basladi. pH 6.5 ile 8.0 arasinda, adenin hari¢ tiim analitler i¢in siireleri
neredeyse sabit kalirken, pH 5.75 ile 4.0 arasinda analiz siirelerinde 6nemli bir artis
gozlenmistir. Ozellikle, kolon iizerinde en ¢ok tutulan guanozin, guanin ve sitidinin
stireleri, diger analitlere kiyasla pH 5.0 ile 4.0 arasinda ¢ok daha hizli degisimler
gostermistir. Adenin'in diger analitlere zit davranmasi ilging olsa da, adenin'in dnceki
optimizasyon deneylerinde farkli davranislar sergiledigi géz Oniine alindiginda, bu
sagirtict bir sonug degildi. Adenin'in bu farkli davranisi, pH 4.0'da adenozin ve pH 5.0'da
sitozin ilebirlikte eliisyonuna yol agti. PH 5.0 ve 8.0 arasinda, adenin ve sitozin zit
yonlerde hareket etti, bu da aralarindaki mesafeyi arttirdi ve bdylece seciciligi artirdi.
Sonug olarak, en iyi ayirma pH 7.5'te elde edildi ve pH 7.5 ile 8.0 arasinda 6nemli bir

fark gozlenmedi.

pH diistiikce bazik analitlerin analiz siirelerinin artmasi ilging bir sonugtur. Bu
siif analitlerle daha dnce yaptigimiz caligsmalarda pH ile paralel olarak analiz siirelerinin
de arttig1 gézlenmistir (Aral vd., 2015, 2017). Diisiik pH'ta, bu bazik analitlerin suda daha
1yl ¢Oziinmesi ve sonug olarak kolondan daha erken ¢ikmasi beklenir. Bununla birlikte,
burada belirleyici bir rol oynayanin mobil faz ile etkilesim degil, duragan faz ile etkilesim
oldugu goriilmektedir. Bu ilging sonucun kaynaginin giiclii iyonik etkilesimler (katyon-
dipol, katyon-anyon) oldugu diisliniilmektedir. Diisitk pH degerlerinde, sabit faz
yapisindaki ti¢linciil amin grubu protonlanir. PH diistiikge, aminin protonasyonu daha
kolay hale gelir. 6-8 pH araligindaki bir mobil faz, sabit faz1 yeterince katyonik hale
getirmek i¢in yeterli degildir bunun aksine, duragan fazin katyonik dogasii bastirir.
Ayrica, Onceki boliimde belirtildigi gibi, duragan fazin ylizeyinde olusan hidrolitik
tabaka, duragan fazin bir pargast gibi davranir ve pH 3-5 aralifinda katyonlarla olan
etkilesim giiclinii artirirken, pH 6-8 araliginda bu etkilesimi baskilar. Bu nedenle, mobil
fazda yeterince protonlanmayan bazik analitler, pH 3-5 araligindaki iyonik etkilesimler
yoluyla duragan faz ile giiclii bir sekilde etkilesime girer ve daha sonra kolondan eliite

olur.
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Analitler neden duragan fazdaki amin grubu gibi protonlanmiyor? Numune
¢Ozeltisinin saf suda hazirlanmasi, mobil fazin sadece %10'unun sudan olusmasi ve
tamponun 5 mM'deki diisiik iyonik konsantrasyonu, analitlerin kisa bir siire i¢inde
tamamen protonlanmasini engelleyen bariyer gorevi goriir. Sonug olarak, analiz siiresi
toplam 15 dakikadir ve analitler, 5-15 dakika boyunca %10 seyreltilmis bir tampon iceren
ACN ile muamele edilirken, sabit faz saatlerce mobil faz ile sartlandirilir. Analiz, mobil
faz kolon lizerine iyice yerlestikten sonra baglar. Bu nedenle, 5 mM %10 sulu tampon-
ACN ¢oziiciisiiniin sabit faz iizerindeki protonlama etkisi 6nemlidir. Bu etki, duragan
fazda giiclii bir katyonik yapiya yol agar ve analitlerin kismen protonlanmasina ancak
yine de serbest amin gruplari tasimasina neden olur. Bu da analitler ve duragan faz

arasinda katyon-dipol etkilesimleri ile sonuglanir.

pH 5'ten 4'e hareket ettikge analiz stirelerindeki hizli artis, ek bir degisikligin
meydana geldigini gosterir. EK-1'de goriildiigii gibi, cogu analitin ilk pKa degerleri
yaklasik olarak 4 civarindadir. Bu nedenle, pH 5'in altinda, protonlanmig formlar baskin
olmaya baslar, bu da hem sabit fazin katyonik amini ile iyonik olarak etkilesime giren
aminlerin hem de anyonik ve/veya dipol etkilesimlerinin varligina ve ayrica analitlerdeki
katyonik gruplarin protonlanmis aminlerin oranindaki artigsa bagl olarak duragan fazin
hidroksil oksijen atomlar ile etkilesime girme olasiligima neden olur. Yani, pH 4-5
bolgesinde, ¢ift yonlii anyon-katyon, katyon-dipol ve hidrojen bag1 ayni anda meydana
gelebilir. pH 3.0'da, analitlerin protonasyonu daha belirgin hale geldiginde, duragan faz
ile anyon-katyon ve dipol-katyon etkilesimleri azalabilir ve hatta belki de katyon-katyon
itmeleri baglayabilir. Bu, pH 4.0'dan 3.0'a gecerken analiz siirelerinde hafif bir azalmaya

neden olabilir.

pH ile siirelerindeki degisiklikler ile logD (EK-18) ve logS (EK-19) degerleri
arasinda makul bir korelasyon yoktur. Analitlerin ¢ogunun logD ve logS degerleri 2-8 pH
araliginda degismezken, adenosin, adenin ve sitozinin logD degerleri pH 3-6 arasinda
azalir ve logS degerlerinde paralel bir artis olur. Kismen, sitidinin sadece logD ve logS
degerleri pH 3-4 araliginda degisiklikler gosterir. EK-18 ve EK-7'de acik¢a goriildiigii
gibi, pH degisikliklerinden en ¢ok etkilenen dort analit 6zellikle adenin'dir. PH 3-4
arasinda, guanin ve sitidin ile adenin ve adenosin Ortiisiir. Sitidin ve guanin pH 5'ten
baslayarak ayrilirken, adenozin-adenin-sitozin arasindaki etkilesim sadece pH 6.5'te sona

Crer.
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Bu sonuglar, pH degisikliklerinin etkilesim mekanizmasi iizerindeki etkisinin,
logD ve logS ile agiklanamayacak kadar karmasik oldugunu ve ¢esitli etkilesim tiirlerinin
rol oynadigin1 gostermektedir. Sabit faz, analit ve mobil faz arasinda siirekli bir etkilesim
vardir. Iyonik etkilesimler diisiik pH'ta baskinken, duragan fazin iyonik karakteri daha
yuksek pH'da bastirilir. Sonug olarak, en iyi se¢iciligi elde etmek i¢in en uygun kosul pH
7.5'tir. Bu kosul altinda, 9 analitin basariyla ayrildigi 20 dakikalik bir analiz siiresi
gozlendi. pH optimizasyon deneyleri 1.0 mL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir.
Tamponsuz mobil faz ile yapilan optimizasyon deneylerinde, akis hiz1 2.0 mL/dk olarak
secildi ve analiz siiresi 12 dakika oldu. Bu nedenle, 2.0 mL/dk'lik bir akis hizina sahip pH
optimizasyon deneylerinden elde edilen optimum kosul altinda yeniden analiz

gergeklestirildi ve sekil 4.3'te sunulan ikinci optimum kosul ile sonuglandi.
4.1.2. Alkilbenzenler, PAH'lar ve Sudan Boyalarin HPLC degerlendirme

05Ty

Benzen  Toluen Etilbenzen Izopropilbenzen Biitilbenzen Pentilbenzen

Naftalen Floren Antrasen Benzantrasen

Sekil 4.4: Bu caligmada incelenen apolar bilesiklerin (Alkilbenzenler ve PAH'lar) yapilar
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Sekil 4.5: Bu calismada incelenen Sudan boyalarinin yapilari

Alkil benzenler ve PAH'lar (Sekil 4.4), tamamen hidrofobik ve notr yapida olan
bilesik siniflaridir. Bu 6zelliklerinden dolay1, yeni gelistirilen kolonlarin ters faz
kromatografik davranisini degerlendirmek icin kullanilan birincil model analitler
arasinda yer alirlar. Bu bilesikler RPLC kolonlar1 kullanilarak etkili bir sekilde
ayrilabilirken, tamamen HILIC kolonlar1 tizerinde ayrilmalar1 6nemli 6l¢iide daha zordur.
Bu ¢alisgmada, DEA-Mix SP kolonunun ters faz performansini degerlendirmek igin
benzen, toluen, etilbenzen, kiimen, butilbenzen ve pentilbenzen olmak {izere alt1 farkl
alkilbenzen tiirevi i¢eren bir karisim kullanildi. Cesitli mobil faz bilesimleri, akis hizlar
ve sicakliklarla yapilan testlerin ardindan, 20 °C'de 40/60'lik bir ACN/su orani
kullanilarak, 210 nm'lik bir algilama dalga boyu ve 1.0 mL/dk'lik bir akis hiz1 kullanilarak
optimum ayirma elde edildi. Sekil 4.6'da gosterildigi gibi, bu optimize edilmis kosullar
altinda, alt1 alkilbenzen bilesiginin tiimii 13 dakika i¢cinde basariyla ayrildi. Analitlerin
ellisyon sirasi, daha fazla hidrofobik bilesigin (yani, daha yiiksek logD degerlerine sahip

olanlarin) kolon iizerinde daha uzun siire tutuldugu klasik ters faz kromatografi
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prensipleriyle tutarliydi (EK-1). Ek olarak, benzen halkasina bagli alkil zincirinin

uzunlugu arttikca, bilesiklerin alikonma siiresinin de arttig1 gézlemlenmistir.

mAU 2

728

40

6.545

7.314

20

5.065

Sekil 4.6: DEA-Mix SP sabit fazi lizerinde alkil benzenlerin ayrimi. Kogullar: Mobil faz; ACN/su:
40-60, akis hizi: 1.0 mL/dak, sicaklik: 20 °C, enjeksiyon hacmi: 3 pL, dedeksiyon dalga boyu:
210 nm. Analitler: 1; Benzen, 2; Toluen, 3; Etilbenzen, 4; Kiimen, 5; Biitilbenzen, 6;

Pentilbenzen.

Kolonun RPLC 6zelliklerini degerlendirmek icin kullanilan ikinci sinif analitler,
polisiklik aromatik hidrokarbonlardan (PAH'lar) olusuyordu. Bu bilesikler, ¢ok ytiksek
hidrofobiklik ile sonuclanan ¢oklu aromatik halkalar igerir. Sonug olarak, duragan faz
giiclii hidrofobik etkilesimler saglamadik¢a, bunlarin tutulmasi ve ayrilmasi oldukg¢a zor
hale gelir. Bu calismada naftalin, floren, antrasen ve benz[a]antrasen iceren bir test
karisimi kullanilmistir. Sekil 4.7'de gosterildigi gibi, ACN/su (55/45), 20 °C, 1.0 mL/dk
akis hiz1 ve 254 nm algilama dalga boyu kosullar1 altinda, bu dort bilesik 11 dakika i¢inde
basariyla ayrildi. Analitlerin eliisyon sirasi, klasik ters faz kromatografi mekanizmalari

ile net bir hizalama gostererek, ilgili logD degerleri ile tam korelasyon sergiledi.

DEA-Mix SP kolonunun RPLC performansini degerlendirmek icin kullanilan
ticlincii analit sinifi, Sudan boyalarindan olusuyordu (Sekil 4.5). Bu bilesikler yapilarinda
aromatik halkalar igerir ve sagliga zararli etkileri ile bilinir, ancak gida endiistrisinde

renklendirici olarak siklikla kullanilir. Yiiksek hidrofobik yapilar1 ve genis konjuge
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aromatik sistemleri nedeniyle, geleneksel ters fazli kolonlar kullanilarak kolayca
ayrilabilirler, ancak HILIC kolonlar1 kullanilarak ayrilmalar1 ¢cok zordur. Bu nedenle, bu
tir bilesikleri karistk modlu bir kolon kullanarak ayirma yetenegi biiyiik O6nem
tasimaktadir. Onceki ¢alismalarimizda, orta tip karma modlu kolonlarm (Aral vd., 2014;
Miimin vd., 2022) dort bilesenli bir Sudan I-IV karisimini1 12-13 dakika i¢inde basariyla
ayirdigin1  gosterdik. Ancak dortten fazla analitin ayrilmasi saglanamamistir. Bu
calismada, DEA-Mix SP'nin RPLC kabiliyetini daha fazla degerlendirmek ve ayirma
mekanizmasini1 daha iyi anlamak i¢in test karisimi olarak alt1 Sudan boyasi (Sekil 4.5)

secilmistir.

Deney kosullarinin optimizasyonunu takiben, alti Sudan boyasi, 15 ° C'de, 1.0
mL/dk'lik bir akis hizt ve 520 nm'de algilama ile bir gradyan mobil ACN / su faz1
kullanilarak yaklasik 20 dakika i¢inde basariyla ayrildi (Sekil 4.8). Eliisyon sirasi, logD
degerlerine uygun olarak, en hidrofobik bilesigin en son ayristirildig1 klasik ters faz
kromatografik davranisi ile tutarliydi. Bu sonuglar, DEA-Mix SP'nin bu yiiksek derecede
apolar bilesikleri klasik bir RPLC etkilesim mekanizmasi yoluyla ayirmada oldukga etkili

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.7: DEA-Mix SP sabit faz1 {izerinde PAH'larin ayrimi. Kosullar: Mobil faz; ACN/su:
55/45, sicaklik: 20 °C, akis hizi: 1.0 mL/dak, enjeksiyon hacmi: 3 uL, dedeksiyon dalga boyu:
254 nm. Analitler: 1; Naftalen, 2; Florén, 3; Antrasen, 4; Benz(a)antrasen.
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Kromatografik parametreler, yeni kolonun apolar bilesiklere karst yiiksek
performansini agik¢a gostermektedir. Alkil benzen grubunda, pentilbenzen ve
butilbenzen sirasiyla 18.871 ve 9.692 N/m teorik plaka sayilar1 sergilerken, geri kalan
analitler 30.000 ila 40.000 N/m araliginda degerler gosterdi. PAH'lar igin plaka
numaralart 20.000 ila 36.000 N/m arasinda degisirken, Sudan boyalar1 i¢in 16.000 ila
40.000 N/m arasinda degerler elde edildi. Genel olarak, N/m degerlerinin ¢ogu 30.000'1
asti ve bu da yiliksek kolon verimliligini gosterdi. Analitlerin butilbenzen hari¢ pik
asimetri (As) degerleri ¢cogunlukla 1.00 ile 1.20 arasindaydi ve ¢cogunlugu 1.10'un altina
diistiyordu. Sadece butilbenzen, 1.36 gibi nispeten yiliksek bir As degeri sergiledi.
Bununla birlikte, tek tek analiz edildiginde, butilbenzen 1.20'nin altinda As degerleri
verdi ve daha da yiiksek N / m degerleri gosterdi. Bununla birlikte, tutarliligi korumak
icin, sadece karisim i¢in kullanilan ayirma kosullar altinda elde edilen degerler EK-1'de
sunulmustur. Sonug olarak, 40.000'e ulasan teorik plaka sayilar1 ve 1.00'e yaklasan pik
simetri degerleri ile DEA-Mix SP kolonu, yiiksek apolar bilesiklerin ii¢ sinifina kars1 da
miikemmel performans gosterdi. Polar niikleobazlari/niikleositleri ayirmadaki olaganiistii
performansina ek olarak, bu apolar bilesikleri verimli bir sekilde ¢6zme yetenegi, kolonun

karisik modlu HILIC/RPLC islevselligini giiglii bir sekilde dogrular.

DAD1 A, Sig=520,4 Ref=360,100 (TUBITAK1001\S1G10268.D)
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Sekil 4.8: DEA-Mix SP sabit fazi {izerinde Sudan boyalarinin ayrimi. Gradyan kosullari: ACN/su:
50/50; 0-10 dk, 70/30; 10-20 dk, sicaklik: 15 °C, akis hizi: 1.0 mL/dak, enjeksiyon hacmi: 2 uL,
dedeksiyon dalga boyu: 520 nm. Analitler: 1; Sudan I, 2; Para Red, 3; Sudan II, 4; Sudan III, 5;
Sudan IV, 6; Sudan Red 7B.
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4.1.3. Fenollerin HPLC degerlendirmesi

OH HO = OH

2-Aminofenol Fenol 2-Metilfenol Salisilaldehit

on o
S
@ E; L,
G CH,
cHy OH CH
4-tert-Biitilfenol 4-Hidroksibenzaldelit 1-Naftol 2-Naftol

Sekil 4.9: Bu ¢alismada incelenen substitiie fenol bilesiklerinin yapilart.

Fenoller, zayif asitlik ve agirlikli olarak apolar davranis ile karakterize edilen orta
derecede polar aromatik bilesiklerdir. Bu 6zelliklerinden dolayi fenoller, yeni gelistirilen
duragan fazlarin ayirma performansini degerlendirmek i¢in en yaygin kullanilan model
bilesikler arasindadir (Aral, Celik, Altindag ve Aral, 2017). Bu baglamda, DEA-Mix SP
kolonunun bu tiir bilesikler i¢in ayirma kapasitesini degerlendirmek ve orta derecede
polar ve zayif asidik analitlere kars1 alikonma davranigini arastirmak icin, sekiz analitin
bir karisimi olan fenol, 2-aminofenol, o-kresol, 1-naftol, 2-naftol, 4-tert-butilfenol,
salisilazdehit ve 4-hidroksibenzaldehit test ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Asagidaki
kosullar altinda: tamponsuz ACN/su (22/78, h/v), 30 °C kolon sicakligi, 1.0 mL/dk akis
hizi, 5 pL enjeksiyon hacmi, 50 ppm analit konsantrasyonu ve 270 nm'de UV tespiti,
sekiz analit yaklasik 18 dakika i¢inde basariyla ayrildi. Yakin zamanda gelistirilen karigik
modlu kolonlarla karsilastirildiginda, DEA-Mix SP kolonu, fenollerin ve diger orta

derecede polar asidik bilesiklerin ayrilmasinda yiiksek verimlilik gdstermistir.
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Sekil 4.10: DEA-Mix SP  sabit fazi iizerinde tirev fenollerin  ayrimu.
Kosullar: Mobil faz; ACN/su: 22/78, sicaklik: 30°C, akis hizi: 1.0 mL/dak, enjeksiyon
hacmi:5 pL(50 ppm), dedeksiyondalgaboyu:270 nm. Analitler: 1; 2-aminofenol, 2; Fenol, 3; O-
krezol, 4; 4-hidroksibenzaldehit, 5; tert-biitilfenol, 6; O-hidroksibenzaldehit, 7; 1-naftol, 8; 2-
naftol.

Sekil 4.10'da sunulan kromatografik veriler, analitlerin eliisyon sirasi ile bunlara
karsilik gelen logD degerleri arasinda agik bir iliski oldugunu gostermektedir. Genel
olarak, daha yiiksek logD degerlerine sahip analitler, ters faz kromatografisinin
beklentileriyle iyi bir uyum saglayan kolon {iizerinde daha uzun siire alikonma
sergilemistir. Ornegin, en diisiik logD'ye sahip olan 2-aminofenol ilk dnce ayristirilirken,

her ikisi de 6nemli Sl¢iide daha yiiksek logD degerlerine sahip olan 1-naftol ve 2-naftol

daha uzun siire tutuldu ve daha sonra ayrigtirildi.

Bununla birlikte, 4-hidroksibenzaldehit ile dikkate deger bir istisna gdzlendi.
Nispeten diisiik logD degerine ragmen, bu bilesik 6nemli 6l¢iide uzun bir alikonma siiresi
gosterdi. Bu tutarsizlik, duragan fazin kutupsal ve iyonik bolgelerinde meydana gelen
etkilesimlerin, yalnizca hidrofobiklik tarafindan tahmin edilen alikonma egilimlerini
gecersiz kilabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle, 4-hidroksibenzaldehitin pKa'st
7.32'dir ve bu da onu karisimdaki en asidik bilesik yapar. Deneysel kosullar altinda (saf
suyun pH'min 7'ye yakin oldugu durumlarda), bu analitin yaklagik 50/50 notr / anyonik
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formlarda bulunmasi beklenir. Sonu¢ olarak, muhtemelen ayni anda elektrostatik

etkilesimler, hidrojen bagi ve duragan faz ile hidrofobik boliimleme ile mesgul olur.

Beklenmeyen bir baska bulgu, en yliksek logD degerine (3.21) sahip olan ve bu
nedenle en son eliite olmas1 beklenen 4-tert-butilfenol ile ilgiliydi. Sasirtic1 bir sekilde,
besincilikten kurtulurken, her iki naftol da daha sonra kurtuldu. Duragan faz herhangi bir
aromatik kisim igermemesine ragmen, naftolarin daha uzun siire tutulmasi yapisal
faktorlere baglanabilir. 4-tert-butilfenoldeki hacimli sikloheksil grubunun, diaksiyel itme
yoluyla sterik engel olusturan ve bdylece tutulmasim1i azaltan bir sandalye

konformasyonunu benimsemesi akla yatkindir.

Sabit faz i¢inde polar hidroksil gruplarinin, katyonik aminlerin, alifatik sikloheksil
kisimlarinin - ve diger karbon bazli islevlerin eszamanli varligi, alikonma
mekanizmalarinin karmasik bir etkilesimine katkida bulunur. Bu ¢ok yonlii etkilesimler,
logD ile siiresi arasindaki dogrudan iliskiyi karmasiklastirir ve sirayla, duragan faza
onemli bir secicilik kazandirir. Ornegin, 1-naftol ve 2-naftol ¢ok benzer logD degerlerine
ve kargilastirilabilir asitlige sahip olmasina ragmen, kolon bunlar1 belirgin bir sekilde
¢ozdii. Bu ayrim yalmizca pKa'daki kiiglik farkliliklarla agiklanamaz. Fenolik OH
grubunun konumsal izomerizminin, duragan faz ile hem ¢ekici hem de itici spesifik

etkilesimlerin modiile edilmesinde kritik bir rol oynamasit muhtemeldir.

Yukarida sunulan veriler, logD degerlerinin DEA-Mix SP kolonunda yontem
gelistirme sirasinda analit eliisyon davranigini tahmin etmek i¢in degerli bir parametre
olarak hizmet etmesine ragmen, tek basina disilintildiigiinde yetersiz oldugunu
vurgulamaktadir. Sekil 4.10'da gosterildigi gibi, alikonma davranis1 yalnizca
hidrofobiklik tarafindan degil, polar, iyonik ve hidrofobik kuvvetler dahil olmak iizere
coklu etkilesimlerin karmasik bir etkilesimi tarafindan yonetilir. Buna gore, bu kolon
tizerindeki kromatografik davranisin kapsamli bir sekilde anlasilmasi, analit yapist ve

pKa gibi ek molekiiler 6zelliklerin dikkate alinmasini gerektirir.

DEA-Mix SP kolonu, siibstitiie edilmis fenollerin etkili bir sekilde ayrildigin
gostermesine ragmen, gozlenen alikonma mekanizmalart geleneksel ters faz
etkilesimleriyle tam olarak tutarli degildi. Bu, muhtemelen kolonun karisik modlu ylizey

kimyasindan kaynaklanan ¢ok modlu davranislarin varligini gosterir.
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EK-1'deki destekleyici veriler bu gézlemi daha da dogrulamaktadir. Teorik plaka
say1s1 (N/m) ve pik asimetri faktorii (As) gibi parametreler, kolon verimliligi ve yontem
performansi hakkinda 6nemli bilgiler saglar. 2-Aminofenol, 38.929 N / m ve 1.03'lik
neredeyse ideal bir As degeri ile en yiiksek performansi sergiledi, bu da yiiksek verimli
ayirma ve simetrik pik seklini yansitiyor. Fenol ve o-kresol de sirasiyla 35,585 ve 35,456
N/ m degerleri ile iyi performans gosterdi; bununla birlikte, her ikisi de biraz daha genis
pikler gosterdi (As = 1.24), bu da kiiciik asimetriyi gosterir. Salisilaldehit, yiiksek bir
teorik plaka sayist (36,615 N / m) verirken, 1.29'luk bir As degeri ile pik seklinde daha
fazla sapma gosterdi. Buna karsilik, 4-tert-butilfenol daha diisiik bir verimlilik (28,281 N
/ m) sundu, ancak nispeten simetrik bir pik profilini korudu (As = 1.14). Kayda deger bir
aykirt deger, belirgin sekilde azaltilmis bir verimlilik (18.033 N/m) ve 6nemli pik
distorsiyonu (As = 1.94) gosteren 4-hidroksibenzaldehit idi ve bu da yontemin
giivenilirligini olumsuz yonde etkileyen 6nemli etkilesim karmasikliklarini diistindiirdii.
Bu arada, hem 1-naftol hem de 2-naftol, yiiksek plaka sayilar1 (sirasiyla 35.456 ve 35.023
N/m) ve milkemmel simetri (As = 1.14 ve 1.08) sergiledi ve bu da kolonun bu analitlerle

olan saglam performansinin altin1 ¢izdi.

Genel olarak, test edilen sekiz analit i¢in teorik plaka sayilar1 18.033 ila 38.929
arasinda degismekte ve pik simetri faktorleri 1.03 ila 1.94 arasinda degismektedir. Bu
bulgular, DEA-Mix SP kolonunun, bir sinif olarak siibstitiie edilmis fenoller i¢in yliksek
verimlilik ve yeterli pik sekilleri sagladigini dogrulamaktadir. Bununla birlikte, 4-
hidroksibenzaldehit gibi giiclii iyonik etkilesimlere sahip analitler, bu tiir bilesiklerle
ugrasirken ek yontem optimizasyonuna duyulan ihtiyacin altini ¢izerek performans

zorluklar1 sunabilir.
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4.1.4. Anilinlerin HPLC degerlendirmesi
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Sekil 4.11: Bu calismada incelenen siibstitiie anilinlerin yapilari

Anilinler, ters fazli sivi kromatografisi (RPLC) kullanilarak etkili bir sekilde
ayrilabilen, zayif bazik, orta derecede polar aromatik bilesiklerdir (Aral, Celik, Altindag
ve Aral, 2017). Bu orta polarite analitlerinin yeni gelistirilen karma modlu duragan
fazlarda nasil davrandigimi arastirmak, altta yatan alikonma mekanizmalari hakkinda
degerli bilgiler saglar. Bu dogrultuda, literatiirde yer alan bir dizi ¢alisma, siibstitiie
edilmis anilinlerin cesitli yeni fazlarda ayrilmasini incelemistir. Ornegin, 80 dakika icinde
13 anilin tiirevinin, 30 dakikada yedi tlirevin ve sadece 8 dakika i¢inde bes tiirevin
ayrilmasi rapor edilmistir (Aral, Celik, Altindag ve Aral, 2017). Daha yakin zamanlarda,
organik cergeve bazli bir sabit faz kullanan bir ¢alisma, 10 dakika icinde bes anilin

bilesiginin ayrilmasini saglamistir (Zheng vd., 2021).

Bu ¢alismada, DEA-Mix-SP duragan fazinin karma modlu (RPLC-IEX) alikonma
davranisin1 degerlendirmek i¢in dokuz siibstitiie edilmis anilin tiirevi (Sekil 4.11)
secilmistir. Sekil 4.12'de gosterildigi gibi, bu dokuz bilesik, 20 © C'de bir MeOH-ACN /
su mobil faz1 kullanilarak, 1 mL / dak akis hiz1 ve 240 nm'de UV tespiti ile gradyan
eliisyon kosullar altinda 23 dakika i¢inde basariyla ayrildu.
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Sekil 4.12: DEA-Mix SP sabit fazi iizerinde tiirev anilinlerin ayrimi.Kosullar: Eliient A;
MeOH/ACN: 90/10. A’nin sudaki yiizdesi: 0—7. dakikalar arasinda %7, 7-8. dakikalar arasinda
%27, 8-30. dakikalar arasinda %27. Sicaklik: 20 °C, akis hiz1: 1.0 mL/dak, enjeksiyon hacmi:
2 uL, dedeksiyon dalga boyu: 240 nm. Analitler: 1; 2-aminoanilin, 2; 3-aminoasetanilid, 3; 4-
aminoanilin, 4; anilin, 5; p-toluidin, 6; 2,4-dinitroanilin, 7; 4-biitilanilin, 8; 2-kloro-4-nitroanilin,
9; 4-kloro-2-nitroanilin.

EK-1, arastirilan anilin tiirevleri i¢in alikonma sirasini, logD degerlerini,
normallestirilmis teorik plaka numaralarii (N/m) ve pik asimetrisi (As) faktorlerini
ozetlemektedir. Genel olarak, daha diisiik logD degerlerine sahip bilesikler daha yiiksek
polaritenin gostergesi olup kolondan daha erken ayrilirken, daha yiiksek logD degerlerine

sahip daha hidrofobik bilesikler daha uzun alikonma gosterdi.

Analitler arasinda en hidrofilik 6zellik gdsterenler o-aminoanilin, p-aminoanilin
ve 3-aminoasetanilid olup, bu bilesikler kromatogramda ilk ii¢ sirada ayrilmistir. Tlging
bir sekilde, biraz daha diigiik bir logD'ye sahip olmasina ragmen, p-aminoanilin, o-
aminoanilin'den daha uzun bir alikonma siiresi sergiledi. Bu, para pozisyonundaki amino
grubunun, duragan faz ile daha giiglii hidrojen bagi veya dipolar etkilesimler
kurabilecegini, orto izomerin ise faz ile etkilesimini azaltan molekiil i¢i hidrojen baglari

olusturabilecegini diislindiirmektedir.
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Bununla birlikte, gézlemlenen alikonma davranisi, tek basina klasik bir ters faz
modeli ile tam olarak agiklanamaz. Ornegin, en yiiksek logD degerine (2.99) sahip olan
4-biitilanilin, giiclii hidrofobik karakteri nedeniyle en son eliie olmasi beklenir. Bunun
aksine, yedinci pozisyonda elendi. Bu anomali, sadece hidrofobik etkilesimlere degil,
ayni zamanda duragan faz ile polar veya iyonik etkilesimlere de katiliyor gibi goriinen
diger baz1 analitler lizerindeki kloro ve nitro siibstitiie edicilerinin varlifina baglanabilir.
Bu ¢ok yonlii etkilesimler muhtemelen 4-biitilaniline kiyasla uzun siireli tutulmalarina

katkida bulunmustur.

Teorik plaka numarasi (N/m) degerleri, her bir analitin ayirma kalitesi hakkinda
bilgi saglar. P-toluidin i¢in 18.449 degeri, analitin kolon {izerinde keskin ve iyi ¢ozlilmiis
pikler olusturdugunu gosterir. Buna karsilik, 6.521 degerine sahip o-aminoanilin,
nispeten daha diisiik bir kolon verimliligini gosterir. Diger analitler i¢in N/m degerleri
orta-yiiksek araliktadir. Bu, kolon performansi veya analitik kosullarla ilgili 6nemli bir
sorun olmamasina ragmen, bireysel analitler arasinda separasyon kalitesinde farkliliklar
oldugunu gosterir. Pik asimetrisi (As) agisindan, o-aminoanilin (0.69) degeri normal
araligin altindadir ve bu da bir 6n pik olusumunu diisiindiiriir. Bu, analitin erken
eliisyonuna bagl olabilir ve bu da solventin neden oldugu piklerle ortiismeye neden
olabilir. 3-aminoasetanilid (1.44), 4-aminoanilin (1.25) ve anilin (1.50) i¢in degerler daha
dengelidir ve simetrik zirveleri gosterir. 1.68 degerine sahip p-toluidin, hafif bir
kuyruklanma egilimi gosterir. Bu farkliliklar, analitlerin kolonla olan etkilesim
profillerinde, yapisal 6zelliklerinden kaynaklanan degisimlerin etkisini yansitmaktadir.
Genel olarak, egilimler biiylik Olgiide ters faz prensipleriyle uyumlu olsa da, bazi
analitlerde gozlemlenen sapmalar, analitler ve duragan faz arasindaki karmasik
etkilesimlerin (hidrofobik, iyon-dipol, hidrojen bagi, vb.) analit ayriminda 6énemli bir rol

oynadigini gostermektedir.
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4.1.5. Benzoik asitlerin HPLC degerlendirmesi
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Sekil 4.13: Calismada incelenen benzoik asitlerin yapilari

Benzoik asitler, aromatik yapilar1 ve orta polariteleri nedeniyle ters faz
kromatografi sistemlerinde kolayca ayrilabilen asidik bilesiklerdir. Ek olarak, belirli pH
araliklarindaki iyonlagsma ozellikleri, bu bilesikleri kromatografik analizlerde kullanim
icin avantajli kilmaktadir. Bu baglamda, DEA-Mix SP ad1 verilen yeni fazin hem ters faz
hem de iyon degisim 6zelliklerini anlamak i¢in benzoik asit tiirevlerinin model bilesik

olarak kullanilmas tercih edilmistir.

DEA-Mix SP'nin yapisindaki ikincil amin grubu, pH 10'un altinda protonlanir ve
amonyum iyonuna doniisiir. Bu nedenle, calisilan kosullar olan 2-8 pH araliginda
tamamen katyon olusturucu olmasi beklenir. Bu iyonik form, o6zellikle negatif yiiklii
molekiillerle giiclii elektrostatik etkilesimler kurarak anlamli bir anyon degisim kapasitesi
yaratir. Bu iki modlu (ters faz ve iyon degisimi) ayrilma potansiyelini degerlendirmek
icin, farkli yapisal 6zelliklere sahip bazi benzoik asit tlirevleri se¢ildi (Sekil 4.13). Bu
amagla siilfanilik asit , benzoik asit (BA), 3,5-dinitrobenzoik asit (3,5-DNB), 3,5-
dinitrosalisilik asit (3,5-DNS), p-aminobenzoik asik (PABA), 4-metilbenzoik (4-
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metilBA) asit ve salisilik asitten (SalA) olusan bilesiklerin bir karisimi hazirlanmis ve
DEA-Mix SP'nin ayirma performansi test edilmistir. Boylece hem hidrofobik hem de
iyonik etkilesimlere dayali olarak bu yeni fazin etkilesim mekanizmalar1 hakkinda daha

derinlemesine bilgi elde edilmesi amaglanmaktadir.
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Sekil 4.14: DEA-Mix SP sabit faz1 iizerinde benzoik asit tiirevlerinin optimum kosullarda ayrim.
Kosullar: Mobil faz; ACN/tampon (20 mM, pH 6.5 fosfat tamponu): 85/15, sicaklik: 40 °C, akis
hiz1: 1.0 mL/dak, enjeksiyon hacmi: 2 pL, dedeksiyon dalga boyu:240 nm.. Analitler: 1; 3,5-DNS,
2: 3,5-DNB, 3; SalA, 4; 4-NitroBA, 5; SulfaA, 6; 4-aminoBA, 7; BA, 8; 4-metilBA

Coziicli ve pH optimizasyon deneylerinde, analitlerin saf su/ACN karisiminda,
ACN konsantrasyonlar1 %100'e yaklassa bile kolondan eliie etmedigi gézlemlenmistir.
Benzer sekilde, pH 6'nin altinda, analitler kolondan eliie olmad1 veya ¢ikarilmasi ¢ok
zordu, ancak 6.00"1n tizerindeki pH degerlerinde eliie olmaya basladilar. Bununla birlikte,
pH 6'nin lizerinde bile, diisiik ACN konsantrasyonlarinda, analitler kolon {izerinde giiclii
bir alikonma sergiledi ve bu da analiz siiresini 6nemli 6l¢iide artirdi. ACN ve pH'm
etkileri sonraki boliimlerde daha ayrintili olarak tartisilmaktadir. Katyonik DEA-Mix SP
sabit fazinin, test edilen kosullar altinda, hidrojen bag1 ve hidrofobik etkilesimler yoluyla
hem anyonik hem de protonlanmis formlarda benzoik asit tiirevleri ile etkilesime
girdigine dikkat etmek 6nemlidir. Ek olarak, sabit faz, HILIC/RPLC/WAX o&zelliklerini
gosteren zayif anyon degistirme (WAX) ozellikleri sergiler. Sonug olarak, Sekil 4.14'te
gosterildigi gibi, bir ACN/fosfat tamponu (pH 6.5, 20 mM) kullanilarak: 85/15 mobil faz,
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40 °C sicaklik, 1 mL/dk akis hiz1 ve izokratik kosullar altinda 240 nm algilama dalga
boyu, sekiz benzoik asit tiirevi sadece 9 dakika i¢inde basariyla ayrildi. 50.000'e yaklagan
elde edilen N/m degerleri ve 1,05 ile 1,18 arasinda degisen t-pik asimetri (As) degerleri,

kolonun bu iyonik analitlere kars1 miikemmel performansini daha da dogrulamaktadir.

pH 6.5'te elde edilen optimum kosullarda, analitlerin kolon iizerindeki alikonma
siras1, logD degerleri ile yakin bir paralellik gosterir. EK-1'de sunulan verilere gore,
analitlerin logD degerleri, sabit faz iizerinde uyguladiklar1 hidrofobik etkilesim
kuvvetinin bir gostergesi olarak hizmet ederek, alikonma sirasi ile giiclii bir sekilde
iliskilidir. En diislik logD degerine sahip analit, —3.27 (3,5-dinitrosalisilik asit), ilk olarak
RT 1'de ortaya ¢ikar. Buna karsilik, en yiiksek hidrofobiklige sahip analit olan 4-
metilbenzoik asit (logD = —0.25), RT 8'de en son eliie eder ve bu da kolon iizerinde en
uzun alikonma siiresini gosterir. Saklama siras1 asagidaki gibidir: 3,5-DNS (LogD = —
3.27) < 3,5-DNB (LogD = —1.72) << SalBA (LogD = —1.46) < 4-NitroBA (LogD = —
1.33) <4-AminoBA (LogD =-0.95) <BA (LogD =-0.76) <4-MetilBA (LogD =-0.25).
Bu sira, klasik ters faz prensiplerine uygun olarak, daha yiiksek logD degerlerine sahip
tiirevlerin, duragan faz ile daha giiclii hidrofobik etkilesimler nedeniyle daha sonra eliie
oldugunu acik¢a gostermektedir. Bununla birlikte, ilging bir gdzlem, alikonma sirasinda
besinci sirada yer alan siilfanilik asidin konumudur. 3,5-dinitrobenzoik asit (—1.72) veya
SalA (—1.46) ile karsilastirildiginda —2.00 gibi daha diisiik bir logD degerine sahip
olmasina ragmen, Siilfanilik asid alikonma dizisinde daha sonra ortaya ¢ikar. Bu, ek polar
ve elektrostatik etkilesimlerin alikonma siiresini etkiledigini gostermektedir. Aslinda,
Siilfat yapisindaki {i¢ oksijen atomu, mezomerik etkiler nedeniyle kismi negatif yiikler
tasir ve bu da muhtemelen katyonik duragan faz ile daha giiclii anyon-katyon

etkilesimlerine neden olur.

Teorik plaka sayist (N/m) ve pik asimetrisi (As) degerleri, milkemmel ve ideale
yakin kolon performansini agik¢a gostermektedir. N/m degerleri, 3,5-DNS icin 26.360 ile
BA icin 49.493 arasinda degisir ve yiiksek teorik plaka numaralari, kolonun yiiksek
verimli ayirma sagladigim gosterir. Ozellikle, pik asimetrisi (As) degerleri 1.04 ile 1.18
arasinda degisir, bu da pik noktalarinin neredeyse simetrik ve ideal forma yakin oldugunu
gosterir. Ideal pik simetrisinin 1 civarinda olmas: beklendiginden, degerlerin buna bu

kadar yakin olmasi kolon iizerindeki ayrimin net ve keskin oldugunu gostermektedir. Bu,
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kolonun karma modlu WAX mekanizmasinin, analitlerin eliisyon profillerinde 6nemli

olumsuz yan etkiler yaratmadan yiiksek verimli ve simetrik pikler lirettigini gosterir.

4.1.5.1. Mobil i¢erigin etkisi

Mobil faz bilesiminin benzoik asit tiirevlerinin tutulmasi iizerindeki etkisini
degerlendirmek icin, %25 ila %90 arasinda degisen 10 farkli ACN konsantrasyonu ile
analizler yapildi ve kolon, mobil faz ve analitler arasindaki etkilesimlerin oldukca
karmasik oldugu ortaya ¢ikt1 (EK-20). Grafiksel olarak incelendiginde, tiim bilesikler igin
U seklinde bir alikonma davranisi gozlenmistir (EK-8). Disik ACN
konsantrasyonlarinda, 6zellikle %20-40 arali§inda, tiim bilesiklerin siirelerinin oldukca
yuksek oldugu bulundu, bu da polar etkilesimlerin ve elektrostatik bagin baskin bir rol
oynadigim gosteriyor. ACN konsantrasyonu %20'den %40'a ¢iktik¢a analiz siiresi kisaldi.
Bu aralik sirasinda, analitler genellikle ters faz davranisi gosterdi, ancak yiiksek alikonma

stireleri, zay1f iyonik etkilesimlerin (WAX) varligin1 gosterdi.

Bu baglamda, %45-55 ACN aralig1 daha kisa analiz siireleri gosterdi, ancak
bilesikler verimli bir sekilde ayrilmadi ve tiim analitler iist iiste bindi. Siirelerindeki
azalma ve bu araliktaki minimum segicilik, artan ¢6ziicii giicli ve analitlerin maksimuma
yakin ¢oziiniirliigii ile aciklanabilir. Sulu ¢ozeltide pH 6.5'te, tiim analitler agirlikli olarak
anyonik formdadir (yaklasik %100 iyonize olmus) ve EK-24'te agikca goriilebilecegi gibi
sudaki ¢oziiniirlikkleri maksimumdadir. Ayrica, incelenen benzoik asit tiirevleri agirlikli
olarak apolar bir karaktere sahiptir ve ACN'de yiiksek ¢oziiniirliik sergiler. Bu nedenle,
%350-60 ACN-su karistmi muhtemelen analitlerin  ¢oziiniirliigli i¢in en uygun

konsantrasyon araligini temsil eder.

Bu aralikta bazi analitlerin alikonma davranisi degismeye baslamistir. Ornegin,
%25 ACN'de en son ortaya cikan 3,5-DNS (1) ve yedinci olan SalA (3), ACN
konsantrasyonu arttik¢a 6nemli 6l¢iide ileri dogru hareket etti. Bu iki analit, muhtemelen
yiiksek asitliklerinden dolay1 ACN oranindaki degisikliklerden en ¢ok etkilenmistir. En
diisiik pKa degerlerine sahip olduklarindan, hem pH 6.5'teki sulu tampondan hem de
ACN igerigindeki degisimden daha hizli etkilenmislerdir.

Ote yandan, %65'in iizerindeki ACN konsantrasyonlarinda, bazi analitler icin

siirelerinde kademeli bir artig gozlenirken, 3,5-DNS (3) ve 3,5-DNB (2) gibi digerleri i¢in
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azalma devam etmistir. Boylece, %65'in iizerindeki ACN konsantrasyonlarinda, toplam
analiz siiresi artt1 ve secicilik artmaya basladi. Bu egilim, analiz siirelerinin 6nemli 6l¢iide
daha uzun oldugu %90 ACN'de ozellikle fark edilir hale geldi. Klasik ters faz
beklentilerinden sapan bu davranis, yiiksek miktarda ACN igeren mobil fazin ¢6ziinme
kapasitesindeki degisikliklerle aciklanabilir. Analitlerin anyonik formlarina gecisini
kolaylastiran sulu tampon oranindaki azalma, muhtemelen analitlerin ¢6ziiniirliigiini
azaltt1 ve duragan faz ile etkilesimlerini artirdi. Ayrica, sulu tampon ile daha zengin olan
mobil faz, duragan fazdaki iyonik etkilesimleri bastirmis olabilir. Sulu faz azaldikga, bu
bastirma etkisi muhtemelen azaldi ve analitlerin duragan faz ile bir kez daha daha giiglii

tyonik etkilesimler ve hidrojen baglar1 olugturmasina izin verdi.

Sonu¢ olarak, kolondaki karistk modlu yap1 ile analiz edilen benzoik asit
tiirevlerinin yapisal cesitliligi birlikte degerlendirildiginde, tiim analitlerin bazal diizeyde
ayrimi i¢in en uygun mobil faz bilesiminin %85 ACN orani oldugu belirlenmistir. Bu
bilesim, hem kisa analiz siiresi hem de ayirma verimliligi agisindan en uygun kosullar
saglar. Hem yiiksek hem de diisik ACN konsantrasyonlarinda gozlenen alikonma

artiglari, ¢oklu etkilesim mekanizmalarinin ¢6ziiciiye bagli olarak degistigini dogrular.

4.1.5.2. Sicakhgin etkisi

Sicakligin benzoik asitlerin alikonma davranisi lizerindeki etkisini arastirmak i¢in,
10 ila 40 °C arasinda degisen bes farkli sicaklikta analizler yapildi (EK-21). Sicakligin
alikonma tizerindeki etkisini degerlendirmek icin, analitlerin alikonma faktorleri (In k),
sicakligin tersine (1/T) kars1 ¢izilmistir (EK-9). Sabit entalpi (AH) ve entropi (AS)
degerlerini varsayan klasik Van't Hoff denklemine gore, In k ile 1/T arasinda dogrusal bir
iligski beklenir. Bununla birlikte, ortaya ¢ikan ¢izimler dogrusalliktan ziyade gozle gortiliir

bir egrilik sergiledi.

Bu dogrusal olmayan davranig, kolonun alikonma mekanizmasmin tek bir
termodinamik parametre ile yeterince tanimlanamadigini gosterir. Yeni gelistirilen karma
modlu kolon, polar etkilesimlerin, hidrojen bagmin, elektrostatik kuvvetlerin ve
hidrofobik etkilerin karmasik bir etkilesimini kapsar. Bu etkilesimlerin her birinin
katkisindaki sicakliga bagli degisim, sabit olmayan AH ve AS degerlerine yol agar ve bu

da klasik Van't Hoff analizinin 6ngérdiigii dogrusallig1 bozar.
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Incelenen sicaklik araligi boyunca termodinamik parametrelerdeki bu tiir
degiskenlik, lokalize termodinamik degerlendirmeler (yani, daha dar sicaklik
araliklarinda AH ve AS'nin belirlenmesi) kullanilarak alikonmanin daha ayrintili bir

aragtirmasinin gerekliligini vurgulamaktadir.

Sonug olarak, elde edilen veriler, kolon-analit alikonma etkilesimlerinin sicakliga
bagimliligmin karmasikligini acik¢a gostermektedir. Bu, analitik metot gelistirme
sirasinda sabit ve kontrollii bir sicaklik araliginin sec¢ilmesinin 6nemini vurgulamaktadir,
clinkli dar bir sicaklik penceresi i¢inde alikonma mekanizmasinin optimize edilmesi
gerekli hale gelmektedir. Dahasi, sonuglar klasik Van't Hoff yaklasiminin tiim sicaklik
aralig1 boyunca tek, tutarli bir entalpi ve entropi degeri saglayamadigini gdstermektedir.
Bunun yerine, termodinamik etkilesimlerin sicakliga bagli dogasi, bu varyasyonlari

aciklayan daha kapsamli modelleme yaklasimlarini gerektirir.
4.1.5.3. Tampon konsantrasyonunun etkisi

pH optimizasyonuna devam etmeden Once, alikonma davranisi ve ayirma
seciciligi iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in 5-30 mM araliginda bir tampon
konsantrasyon ¢alismasi yapilmistir. Analizler, pH 6.5'te bir fosfat tamponu kullanilarak
5, 10, 15, 20 ve 30 mM'lik tampon konsantrasyonlarinda, 65:35 oraninda bir ACN/su
(fosfat tamponu, pH 6.5) mobil fazi, 1 mL/dk'lik bir akis hizi ve 240 nm'de UV tespiti ile
gergeklestirildi. Sonuglar, tampon konsantrasyonunun arttirilmasinin tiim analitlerin

stirelerinde belirgin bir azalmaya yol agtigin1 agikca gostermektedir (EK-10 ve EK-22).

Bu gozlem, duragan fazin elektrostatik etkilesim kapasitesi ile dogrudan
iligkilidir. DEA-Mix SP kolonu katyonik bir karakter sergiler ve zayif bir anyon
degistirici gorevi goriir. Bu nedenle, negatif yiiklii benzoik asit tiirevleri ile giiclii
elektrostatik etkilesimler olusturur. Daha diisiik tampon konsantrasyonlarinda, mobil
fazdaki fosfat iyonlarinin sayis1 sinirlidir, bu da analitler ile sabit fazin pozitif yiikli
bolgeleri arasinda daha giiclii elektrostatik etkilesimlere neden olur. Bu, uzun alikonma

stirelerine yol agar.

Bununla birlikte, tampon konsantrasyonu arttik¢a, mobil fazin iyonik kuvveti de
artar ve bu elektrostatik etkilesimleri zayiflatir. Fazla fosfat iyonlari, etkilesim bolgeleri

icin analitlerle rekabet edebilir veya sabit faz iizerindeki pozitif yiikleri tarayabilir,

85



boylece alikonmayi azaltabilir. Sonug olarak, analitler duragan faz ile daha az giiglii

etkilesime girer ve daha hizli eliie olur.

DEA-Mix SP sabit fazi, iyon degistirme kapasitesine ek olarak, karisik modlu
dogasini yansitan hidrofobik ozelliklere de sahiptir. Bununla birlikte, bu c¢alismanin
deneysel kosullar1 altinda 6zellikle pH 6.5'te benzoik asit tiirevleri agirlikli olarak iyonize
formlarindadir ve benzer aromatik yapilar1 paylasir. Sonug olarak, elektrostatik
etkilesimlerin alikonma davraniglarinda baskin rol oynadigi goriilmektedir. Tampon
konsantrasyonundaki artig, oncelikle bu elektrostatik etkilesimleri zayiflatarak daha kisa
analiz siirelerine katkida bulundu. Bu, analitler ile pozitif yiikli sabit faz arasindaki
elektrostatik ¢ekimdeki bir azalmanin yani sira mobil faz igindeki iyonik rekabetin

artmasiyla agiklanabilir.

Ilging bir sekilde, tampon konsantrasyonunun arttirilmasi sadece alikonma
stirelerini kisaltmakla kalmadi, ayn1 zamanda ayirma segiciligini de iyilestirdi. 5 mM ile
20 mM arasinda segicilikte gézle goriiliir bir artis goézlendi ve en iyi ¢oziiniirlik 20 mM
fosfat tamponunda elde edildi. pKa degerleri 1.77 ila 4.77 arasinda degisen benzoik asit
tiirevleri, ortamin yiikselen iyonik kuvvetine farkli tepki verdi. Iyonik degisikliklere kars1
bu degisen hassasiyet dereceleri, analitler arasindaki alikonma farkliliklarini artirdi ve

sonucta kromatografik seciciligi artirdi.

4.1.5.4. pH"1n etkisi

DEA-Mix SP sabit fazinin benzoik asit tiirevlerine karsi alikonma davranislarini
arastirmak ve etkilesim mekanizmasi hakkinda daha derin bir bilgi edinmek i¢in, pH'in
etkisi 2.75 ila 7.50 aralifinda incelenmistir. EK-11"de gosterildigi gibi pH, benzoik
asitlerin kolon icinde tutulmasi lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. ACN igeriginin
ayirma tlizerindeki etkisi daha once ayrintili olarak tartisilmisti, burada anlamli ayirma ve
makul analiz siirelerinin yalnizca nispeten yiiksek ACN konsantrasyonlarinda elde
edilebilecegi gosterilmisti. Bu bulgular, analitler ve duragan faz arasindaki gii¢lii ve ¢ok
yonlii etkilesimleri vurgulamaktadir. Bu davranis Oncelikle sadece katyon-anyon
elektrostatik etkilesimlerinin varligina degil, ayn1 zamanda sistem i¢indeki hidrojen bagi
ve hidrofobik kuvvetlere de baglanabilir. pH'a kars1 siiresini gosteren grafik (EK-11), bu

coklu etkilesim mekanizmalarinin giiclinii ve karmasikligin1 daha da ortaya koymaktadir.
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Grafikte gosterildigi gibi, tiim analitler 6.0'm altindaki pH degerlerinde énemli
Olclide uzun siireli alikonma sergilerken, pH 6.0'in iizerinde alikonma stireleri sadece
hafif diisiislerle nispeten sabit kalmistir. pH diistiikce, genel analiz siireleri artt1 ve bazi
analitler pH 4 civarinda maksimum kaliciliklarina ulasti. Bu analitler, ters U seklinde bir
alikonma profili sergiledi. Digerleri, pH 2.75'e kadar uzun alikonma siireleri gostermeye
devam etti. Bu egilim, bu ¢calismada kullanilan benzoik asit tiirevlerinin yaklasik 1.5 ila

4.8 arasinda degisen farkli pKa degerleri ile yakindan baglantilidir (EK-1).

pH 6.0'm altinda, analitler tipik olarak protonlanmis (nétr) ve protondan
armdirilmig (anyonik) formlar1 arasinda bir dengede bulunur. Bu denge, hidrojen bagi ve
elektrostatik (anyon-katyon) etkilesimlerin bir arada bulunmasina izin verir ve her ikisi
de ayni anda alikonmaya katkida bulunur. Ozellikle, pH bir analitin pKa'sina yakin
oldugunda, bu iki form arasinda 50/50'lik bir dagilim beklenir ve bu da her iki etkilesimi
de yogunlastirir. Bu noktada, ¢ift modlu kutupsal etkilesimler zirveye ulasir ve bu da

kolon i¢ginde maksimum alikonma ile sonuglanir.

Deneysel bulgular bu agiklamay1 giiclii bir sekilde desteklemektedir. Ornegin,
pKa degerleri sirasiyla 4.2 ve 4.26 civarinda olan BA (7) ve 4-MBA (8), 4.0 ile 4.5
arasindaki pH degerlerinde en uzun kalicilig1 sergiledi. Bununla birlikte, kaliciliklar1 pH
2.75'te tekrar azaldi. Bu sonuglar, analit alikonma siiresinin esas olarak elektrostatik ve
hidrojen baglama mekanizmalarinin eszamanli katkis1 nedeniyle, pKa degerleri yakininda

belirgin sekilde arttigini dogrulamaktadir.

DEA-Mix SP sabit fazi, giiglii hidrojen bagi yapabilen hidroksil gruplari, bir
katyonik amin grubu ve Oonemli derecede hidrofobik karakter iceren karma modlu bir
ylizeye sahiptir. 6.0''m altindaki pH degerlerinde, analitler agirlikli olarak protondan
arindirtlmis karboksilat (-COO~) formunda bulunur ve sabit fazin pozitif yiiklii bolgeleri
ile glclii elektrostatik etkilesimleri tesvik eder. Bu iyonik etkilesimler, hidrojen
baglarindan 6nemli 6l¢iide daha giicliidiir ve uzun siireli tutulmaya katkida bulunur. Ek
olarak, benzoik asit tlirevlerinin aromatik dogasi, sabit faz {lizerinde polar olmayan
gruplarla hidrofobik etkilesimlere izin vererek ikincil bir alikonma mekanizmasi saglar.
Birlikte, bu etkilesimler analitlerin asidik kosullar altinda neden ¢ok daha uzun siire

tutuldugunu aciklar.
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PH, analitlerin ilgili pKa degerlerinin altina diistiiglinde, protonlanmis (nétr)
formlar baskin hale gelir. Bu gibi durumlarda iyonik etkilesimler azalir ve hidrojen bagi
ve iyon-dipol etkilesimleri daha belirgin hale gelir. Sonug olarak, belirgin olmasa da
alikonma siiresinde hafif bir azalma gozlemlenmistir. Tim analitlerin tam
protonasyonunun saglanabilecegi yeterince diisiik bir pH'da (6rnegin, 0 ile 2 arasinda)
caligmak deneysel olarak miimkiin olsaydi, iyonik etkilesimler tamamen bastirilirdi. Bu
kosullar altinda, yalmizca polar ve hidrofobik etkilesimler alikonmaya katkida
bulunacaktir ve muhtemelen 6nemli Olglide daha kisa analiz siireleri elde edilebilir.
Bununla birlikte, silika bazli kolonlarin sinirlt kimyasal stabilitesi nedeniyle, pH 2'nin

altinda calismak dogasi geregi risklidir ve pH 1'in altina inmek neredeyse imkansizdir.

Deneysel gozlemler bu yorumu giiclendirmektedir. Ornegin, BA (pKa 4.20), 4-
MBA (4.26), PABA (4.77) ve SulfaA (3.39) en uzun kaliciliklarini pH 4.0 civarinda
sergiledi, ardindan pH 2.75'te alikonma siiresinde bir diisiis izledi. Buna karsilik, 3,5-
DNS (pKa 1.57), 3,5-DNB (2.86), SalA (3.31) ve 4-NBA (2.79) gibi analitler, pH 2.75'te
bile artan kalicilik sergilemeye devam etti. Veriler daha da diisiik pH degerlerine
genisletilirse, 3,5-DNS hari¢ tiim analitler i¢in siirelerinin sonunda azalmasi ve 3,5-
DNS'nin potansiyel olarak pH 1.5 civarinda maksimum maksimumuna ulasmasi

muhtemeldir.

Ote yandan, analitlerin 6'min iizerindeki pH degerlerinde eliisyonu, yalnizca
iyonlagsma durumlarindaki degisikliklerle agiklanamaz, bu ayni zamanda mobil fazin
kimyasal bilesimindeki degisikliklerden de etkilenir. Daha yiiksek pH seviyelerinde,
mobil fazda bulunan tuzlar ve diger iyonik bilesenler, sabit fazin yilizeyindeki pozitif
yukleri kismen maskeleyebilir. Bu maskeleme etkisi, analit ile sabit faz arasindaki
elektrostatik c¢ekimi azaltir. Ayrica, pH arttikga, benzoik asit tiirevlerinin suda
¢ozlinlirliigi artar. pH 6'nin 6tesinde, bu ¢oziiniirliik, ¢oziiniirliigii artmaya devam eden
PABA digindaki tiim analitler i¢in bir platoya ulasir (EK-24). Bu gozlem, literatiirde tarif
edilen, gelistirilmis ¢oziiniirliigiin analitin duragan faz ile etkilesimini zayiflattigi ve daha

erken eliisyonu kolaylastirdig1 tuzlanma etkisi (salting-out effect) ile tutarhdir.

Bu nedenle, pH sadece analitlerin iyonlagma durumunu degil, ayn1 zamanda
¢Oziintirliiklerini ve sabit faz lizerindeki yiizey yiikleri ile etkilesime girme yeteneklerini
de etkiler. LogS (¢oziiniirliik) ve pKa gibi parametrelerin, pH seviyelerinde gzlemlenen

alikonma davranisini yorumlamada 6zellikle yararli oldugu kanmitlanmistir. Ornegin, 3,5-

88



DNS, pH 4.0 civarinda maksimum ¢6ziiniirliigiine (logS) ulasir ve ardindan ¢oziintirliik
stabilize olur. Bununla birlikte, logD degeri artmaya devam eder ve pH 6.0'a kadar
alikonma siiresinde keskin bir diisiisii yansitir, bunun 6tesinde daha fazla degisiklik
minimumdur. logD zaman zaman bir rol oynasa da, logS ¢ogu durumda baskin faktor gibi
goriinmektedir. Bununla birlikte, pKa, analitler ve yeni duragan faz arasindaki etkilesim

mekanizmalarini aydinlatmak i¢in en kritik parametre olmaya devam etmektedir.

Bu ¢ok boyutlu karma modlu etkilesim modeli, bekletme davraniginin tek bir
parametreye atfedilemeyecegini pekistirir. Bunun yerine, kapsamli bir anlayis iyonik
etkilesimleri, hidrofobik alikonmay1 ve analit-mobil faz uyumlulugunu dikkate almalidir.
Ornegin, SalA ve SulfaA'min tiim pH kosullarinda en yiiksek logS degerlerini
sergilemesine ragmen (EK-24), hicbir kosulda ilk veya son olarak ayrilmadi. Analit
eliisyon sirasi, 6.0-7.0 pH araligindaki logD degerleri ile 1y1 bir korelasyon gosterirken
ters faz davranisini diistindiiriir ve bu iliski diger pH degerlerinde giderek daha karmasik
hale gelir. Bu bulgular, pH'in yalnizca dogrudan iyonizasyon yoluyla degil, ayn1 zamanda
kromatografik sistem i¢indeki ¢ozliniirligii, yiikk maskelemeyi ve diger fizikokimyasal
etkilesimleri modiile ederek dolayli olarak da ayrilmayr etkiledigini agikca

gostermektedir.
4.1.6. Tekrarlanabilirlik calismalar

Kolonun tekrarlanabilirligini ve dayanikliligini ayni anda degerlendirmek i¢in, dokuz
niikleobaz ve niikleozitten olusan bir karisim asagidaki kromatografik kosullar altinda
analiz edildi: mobil faz ACN/su (10/90), 0,8 mL/dk akis hiz1 ve 20 °C'lik bir kolon
sicaklig1. Ayni analiz, kolon bir dizi asidik ve bazik stres kosuluna tabi tutulduktan sonra
tekrarland1 (EK-25). ilk kromatogrami takiben (EK-25-A), kolon 24 saat boyunca
ACN/su (50/50) i¢inde pH 5.0'a (20 mM amonyum asetat/asetik asit) maruz birakildi,

ardindan sistem orijinal analiz kosullarina geri dondiirtildii ve kromatogram B elde edildi.

Daha sonra, kolon 24 saat boyunca pH 3.0 (20 mM amonyum format/formik
asit)/ ACN (50/50) ile muamele edildi, kromatogram C iiretildi, ardindan pH 8.0'a (20 mM
K>HPO4/KH2PO4)/ACN'ye (50/50) 24 saat maruz birakilarak kromatogram D iiretildi.
Asirt bir durum olarak, kolon daha sonra 2 saat boyunca pH 11.7 (suda% 0.5 TEA) ile
muamele edildi ve kromatogram E'yi elde etmek i¢in ayn1 analiz tekrarlandi. Her kosul

icin, dokuz analitin tlimiinlin siireleri kaydedildi ve %RSD (bagil standart sapma)
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degerleri hesaplandi. EK-26'da gosterildigi gibi, %RSD degerleri %0.04 ile %1.77
arasinda degismektedir. Guanin ve guanozin %]l'in biraz ilizerinde %RSD degerleri

sergilerken, diger tiim analitler bu esigin altinda degerlere sahipti.

pH 3.0, 8.0 ve 11.7'ye 24 saatlik maruziyetler, duragan faz i¢in 6nemli kimyasal stres
testlerini temsil eder. Ozellikle, pH 11.7'ye kisa ama asir1 2 saatlik maruz kalma, silika
bazli sabit fazlarin olduk¢a bazik kosullar altinda hizla bozundugunun bilindigi g6z 6niine
alindiginda, kritik bir dayaniklilik testi gorevi goriir. Bununla birlikte, EK-26 ve EK-25
ve EK-27'de gosterildigi gibi, alikonma siirelerinde 6nemli bir kayma gozlenmemistir.
Kromatogram A'dan D'ye kadar minimal degisiklikler meydana geldi ve kromatogram
E'deki pH 11.7 isleminden sonra siirelerinde sadece hafif bir azalma kaydedildi. Bu
bulgular, zorlu pH kosullarinda bile hem performansi hem de tekrarlanabilirligi koruyan
DEA-Mix SP kolonunun olaganiisti kimyasal kararliligimi ve saglamligim

vurgulamaktadir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuglar

Bu ¢alisma, DEA-Mix SP'nin karigik modlu kromatografideki davranisin1 kapsamli
bir sekilde arastirdi, 6zellikle tampon konsantrasyonu, pH ve mobil faz bilesimi gibi
degisen kosullar altinda alikonma ve ayirma performansina odaklandi. Sonuglar,
stirelerinin tampon konsantrasyonu, pH ve iyonik etkilesimlerdeki degisikliklerden
onemli dlcilide etkilendigini gosterdi. Artan tampon konsantrasyonlari, analitler ve sabit
faz arasindaki elektrostatik etkilesimlerin zayiflamasi nedeniyle alikonma siirelerinin
azalmasina neden oldu. pH ayarlamalari, alikonma siiresinin analitlerin iyonlasma
durumlarindan biiyiik o6l¢iide etkilendigini ve maksimum alikonma siiresinin pKa
degerleri civarinda gozlemlendigini gosterdi. Sabit faz ve analitler arasindaki etkilesimler
sadece elektrostatik kuvvetler tarafindan degil, aym1 zamanda o6zellikle diisik pH

degerlerinde hidrojen bagi ve hidrofobik etkilesimler tarafindan da yonlendirildi.

DEA-Mix SP, katyonik yapisi nedeniyle, HILIC, RPLC ve WAX prensiplerini
birlestiren karma modlu bir mekanizmada analitlerle etkilesime giren zayif bir anyon
degistirici gorevi goriir. Bu, kolonun 6zellikle HILIC kosullar1 altinda, niikleobazlarin ve
niikleositlerin etkileyici bir sekilde ayrilmasiyla mitkemmel performans sergilemesini
saglar. Ayrica, kolon polar olmayan ve orta derecede polar bilesikler i¢in miikemmel
ayirma verimliligi gosterdi. Kolonun 50.000'e yakin teorik plaka elde etme yetenegi ve
1.0'a yaklasan pik simetrisi, iistiin performansini vurgulamaktadir. Bu 6zellikler, degisen
pH kosullar1 altinda saglamlig1 ve tekrarlanabilirligi ile birlikte, DEA-Mix SP'nin ¢ok
yonliligiini ve glivenilirligini gostermektedir. Kisa, pratik ve uygun maliyetli sentezi,
cekiciligini daha da artirarak onu hem hidrofilik hem de hidrofobik ortamlarda yiiksek
stabilite, olaganiistii tekrarlanabilirlik ve {istiin ayirma giicii gerektiren karmasik

ayirmalar i¢in ideal bir se¢im haline getirir.
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5.2 Oneriler

Bu tez kapsaminda elde edilen bulgular, DEA-Mix SP sabit fazinin, 6zellikle
iyonik karakter tasiyan analitlerin ayrilmasinda yiiksek segicilik ve kararlilik gésterdigini
ortaya koymustur. Karigtk modlu kromatografi mekanizmalarini ayni1 anda
etkinlestirebilen bu sabit faz, hem hidrofilik hem de hidrofobik bilesiklerin ayrilmasinda
basarili bir performans sergilemis; iyonik etkilesim, hidrojen bagi ve hidrofobik
etkilesimlerin kombinasyonuyla analitlerin alikonma davranisimi etkili bir sekilde
yonlendirmistir. Ozellikle pH ve tampon konsantrasyonu gibi kosullara duyarh siireleri,
DEA-Mix SP’nin etkilesim mekanizmasinin ¢ok yonlii ve ayarlanabilir oldugunu
gostermektedir.

Bu kapsamda ileride yapilacak ¢aligmalarda, DEA-Mix SP’nin farkli fonksiyonel
gruplarla yeniden modifiye edilmesiyle aymrma performansinin daha da
iyilestirilebilecegi diisiiniilmektedir. Iyonik sivi yapilarin farkli yapisal varyantlarmin
sabit faz yiizeyine baglanmasiyla, elektrostatik kuvvetlerin yogunlugu ve yonii kontrol
altina alinabilir, bdylece secicilik hedeflenen analit sinifina goére optimize edilebilir.
Ozellikle protonasyon dereceleri pH'a duyarli olan ilag etken maddeleri, biyolojik
aminler, peptitler ve kiiclik molekiillii biyomarker bilesikleri gibi analitlerle yapilacak
uygulamalar, bu sabit fazin biyolojik ve farmasotik analizlerdeki potansiyelini agiga
¢ikarabilir.

Ayrica, DEA-Mix SP’nin performansinin yalnizca model analitler tizerinde degil,
gercek Ornek matrislerinde (kan plazmasi, idrar, ¢evresel su Ornekleri, farmasotik
formiilasyonlar, gida ekstraktlar1 vb.) test edilmesi, sabit fazin matriks etkilerine karsi
dayanikliligin1 degerlendirmek agisindan onemlidir. Bu tiir kompleks matrislerdeki
uygulamalar, sabit fazin pratikteki slrdiirilebilirligini  ve genis kapsaml
kullanilabilirligini degerlendirmeye olanak saglayacaktir.

Diger yandan, bu sabit fazin uzun vadeli dayanikliligi, yeniden kullanim
kapasitesi ve farkli mobil faz sistemleriyle uyumlulugu {iizerine gerceklestirilecek
sistematik ¢aligmalar, endiistriyel Ol¢ekte uygulanabilirli§ine dair kapsamli veri
saglayacaktir. Ayrica, farkl sicaklik ve akis hizi kosullarinda kolon verimliligi, pik
simetrisi ve teorik plaka sayisi gibi parametrelerin izlenmesiyle performans istikrari
detayli olarak degerlendirilebilir.

Sonug olarak, DEA-Mix SP sabit fazi, ¢oklu etkilesim mekanizmalarin1 ayni

platformda birlestiren hibrit karakterli yapisiyla, yalnizca model bilesiklerin degil, ayni
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zamanda karmasik ve zorlu analit gruplarinin ayrilmasinda da 6nemli bir potansiyele
sahiptir. Kolay ve ekonomik sentezlenebilirligi, yiiksek derecede tekrarlanabilir sonuglar
liretmesi ve genis uygulama alani ile DEA-Mix SP, modern analitik kromatografi
yontemlerine entegre edilebilecek giiclii bir alternatif olarak degerlendirilmelidir. Bu
nedenle, hem akademik arastirmalarda hem de kalite kontrol, biyolojik analiz ve ¢evre
kimyas1 gibi uygulamali alanlarda DEA-Mix SP’ye yonelik kapsamli c¢aligmalarin

surdirilmesi onerilmektedir.

93



Ahn,

KAYNAKLAR

J., Bones, J., Yu, Y. Q., Rudd, P. M., & Gilar, M. (2010). Separation of 2-
aminobenzamide labeled glycans using hydrophilic interaction chromatography
columns packed with 1.7 pm sorbent. Journal of Chromatography B, 878(3-4),
403—408. https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2009.12.013

Alpert, A. J. (1983). Cation-exchange high-performance liquid chromatography of

proteins on poly(aspartic acid)-silica. Journal of Chromatography A, 266, 23-37.
https://doi.org/10.1016/S0021-9673(01)90876-3

Alpert, A. J. (2008). Electrostatic repulsion hydrophilic interaction chromatography for

isocratic separation of charged solutes and selective isolation of phosphopeptides.
Analytical Chemistry, 80(1), 62—76. https://doi.org/10.1021/ac070997p

Aral, H., Aral, T., Celik, K. S., Ziyadanogullari, B., & Ziyadanogullari, R. (2014). HPLC

Aral,

Aral,

Aral,

Aral,

Aral,

Aral,

separation of different groups of small polar compounds on a novel amide-
embedded stationary phase. Chromatographia, 77, 771-781.
https://doi.org/10.1007/s10337-014-2678-9

H., Aral, T., Ziyadanogullari, B., & Ziyadanogullari, R. (2013). Development of a
novel amide-silica stationary phase 94xchang reversed-phase HPLC separation of
different  classes of  phytohormones. Talanta, 116, 155-163.
https://doi.org/10.1016/].talanta.2013.05.034

H., Celik, K. S., Altindag, R., & Aral, T. (2017). Synthesis, characterization, and
application of a novel multifunctional stationary phase for hydrophilic
interaction/reversed phase mixed-mode chromatography. Talanta, 174, 703-714.
https://doi.org/10.1016/].talanta.2017.07.014

H., Celik, K. S., Altindag, R., & Aral, T. (2017). Synthesis, characterization, and
application of a novel multifunctional stationary phase for hydrophilic
interaction/reversed phase mixed-mode chromatography. Talanta, 174, 703—714.
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2017.07.014
europepme.org+15pubmed.ncbi.nlm.nih.gov+15dergipark.org.tr+15

T., Aral, H., Ziyadanogullari, B., & Ziyadanogullari, R. (2015). Synthesis of a
mixed-mode stationary phase derived from glutamine for HPLC separation of
structurally different biologically active compounds: HILIC and reversed-phase
applications. Talanta, 131, 64—73. https://doi.org/10.1016/.talanta.2014.07.055

T., Aral, H., Ziyadanogullari, B., & Ziyadanogullari, R. (2015). Synthesis of a
mixed-model stationary phase derived from glutamine for HPLC separation of
structurally different biologically active compounds: HILIC and reversed-phase
applications. Talanta, 131, 64—73. https://doi.org/10.1016/].talanta.2014.07.060
T., Aral, H., Ziyadanogullari, B., & Ziyadanogullari, R. (2015). Synthesis of a
glutamine-derived mixed-mode stationary phase for HPLC separation of
structurally different biologically active compounds: Applications in HILIC and
reversed-phase modes. Talanta, 131, 64-73.
https://doi.org/10.1016/].talanta.2014.07.060

Arima, K., Kakinuma, A., & Tamura, G. (1968). Surfactin, a crystalline peptidelipid

surfactant produced by Bacillus subtilis: Isolation, characterization and its
inhibition of fibrin clot formation. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 31(3), 488—494. https://doi.org/10.1016/0006-291X(68)90503-2

Association of Clinical Scientists. (2022, May). Abstracts of presentations at the

Association of Clinical Scientists 143. Annals of Clinical and Laboratory Science,
52(3), 143.

94


https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2009.12.013
https://doi.org/10.1016/S0021-9673(01)90876-3
https://doi.org/10.1021/ac070997p
https://doi.org/10.1007/s10337-014-2678-9
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2013.05.034
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2017.07.014
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2017.07.014
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28738646/?utm_source=chatgpt.com
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2014.07.055
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2014.07.060
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2014.07.060
https://doi.org/10.1016/0006-291X(68)90503-2

Berezkin, V. G. (Ed.). (1990). Chromatographic adsorption analysis: Selected 95xcha
of M. S. Tswett. New York: Ellis Horwood.

Bicker, W., Wu, J. Y., Yeman, H., Albert, K., & Lindner, W. (2011). Retention and
selectivity effects by bonding a polar urea-type ligand to silica: A study on mixed-
mode retention mechanisms and the key role of solute—silanol interactions in
hydrophilic interaction chromatography elution mode. Journal of Chromatography
A, 1218(7), 882—-895. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2010.10.073

Bo, C. M., & Wei, Y. M. (2017). Preparation and evaluation of surface-grafted block
copolymers and random copolymers via surface-initiated atom transfer radical
polymerization for hydrophilic/ion-exchange stationary phases. RSC Advances, 7,
46812-46822. https://doi.org/10.1039/C7TRA09124A

Bo, C. M., Wang, X. M., Wang, C. Z., & Wei, Y. M. (2017). Preparation of hydrophilic
interaction/ion-exchange mixed-mode chromatographic stationary phase with
adjustable selectivity by controlling different ratios of the co-monomers. Journal of
Chromatography A, 1487, 201-210. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2017.01.061

Boersema, P. J., Divecha, N., Heck, A. J. R., & Mohammed, S. (2007). Evaluation and
optimization of ZIC-HILIC-RP as an alternative MudPIT strategy. Journal of
Proteome Research, 6(3), 937-946. https://doi.org/10.1021/pr060589m

Boersema, P. J., Mohammed, S., & Heck, A. J. R. (2008). Hydrophilic interaction liquid
chromatography (HILIC) in proteomics. Analytical and Bioanalytical Chemistry,
391(1), 151-159. https://doi.org/10.1007/s00216-008-1865-7

Bui, N. T. H., Verhage, J. J., & Irgum, K. (2010). Tris(hydroxymethyl)aminomethane-
functionalized silica particles and their application for hydrophilic interaction
chromatography. Journal of  Separation  Science, 33, 2965-2976.
https://doi.org/10.1002/jssc.201000154

Buszewski, B., & Noga, S. (2012).Hydrophilic interaction liquid chromatography
(HILIC)—A powerful separation technique. Analytical and Bioanalytical
Chemistry, 402(1), 231-247. https://doi.org/10.1007/s00216-011-5308-5

Cai, X., Guo, Z., Xue, X., Xu, J., Zhang, X. Ve Liang, X. (2012). Two-dimensional liquid
chromatography separation of peptides using reversed-phase/weak cation-exchange
mixed-mode column in first dimension. Journal of Chromatography A, 1228, 242—
249. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.06.042

Cameotra, S.S., & Makkar, R.S. (1998). Synthesis of biosurfactants in extreme
conditions.  Applied  Microbiology —and Biotechnology, 50, 520-529.
https://doi.org/10.1007/s002530051329

Charifson, P. S., & Walters, W. P. (2014). Acidic and basic drugs in medicinal chemistry:
A perspective. Journal of Medicinal Chemistry, 57, 9701-9717.
https://doi.org/10.1021/jm501000a

Chen, J., Peng, H., Zhang, Z., Zhang, Z., Ni, R., Chen, Y., Chen, P., & Peng, J. (2021).
Facile fabrication of silica@covalent organic polymers core-shell composites as the
mixed-mode stationary phase for hydrophilic interaction/reversed-phase/ion-
exchange chromatography. Talanta, 233, 122524.
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2021.122524

Chen, M., & Chen, L. (2018). A novel high hydrothermal stability amino-functionalized
stationary phase prepared by a vapour deposition method. Analytical Methods,
10(12), 1538-1546. https://doi.org/10.1039/C8AY00133B

Cheng, X. D., Peng, X. T., Yu, Q. W., Yuan, B. F., & Feng, Y. Q. (2013). Preparation
and chromatographic evaluation of a novel phosphate ester-bonded stationary phase
with complexation and hydrophobic interactions retention mechanism. Journal of
Chromatography A, 1302, 81-87. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2013.06.013

95


https://doi.org/10.1016/j.chroma.2010.10.073
file:///C:/Users/Rojin%20Dokdemir/Desktop/%20https:/doi.org/10.1039/C7RA09124A
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2017.01.061
https://doi.org/10.1021/pr060589m
https://doi.org/10.1007/s00216-008-1865-7
https://doi.org/10.1002/jssc.201000154
https://doi.org/10.1007/s00216-011-5308-5
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.06.042
https://doi.org/10.1007/s002530051329
https://doi.org/10.1021/jm501000a
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2021.122524
https://doi.org/10.1039/C8AY00133B
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2013.06.013

Cheng, X. D., Peng, X. T., Yu, Q. W., Yuan, B. F., ve Feng, Y. Q. (2013). Preparation
and chromatographic evaluation of a novel phosphate ester-bonded stationary phase
with complexation and hydrophobic interactions retention mechanism. Journal of
Chromatography A, 1302, 81-87. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2013.06.013

Cheng, X.-D., Peng, X.-T., Yu, Q.-W., Yuan, B.-F., & Feng, Y.-Q. (2013). Preparation
of a novel amino-phosphate zwitterionic stationary phase for hydrophilic
interaction chromatography. Chromatographia, 76, 1569-1576.
https://doi.org/10.1007/s10337-013-2534-3

Cong, H. L., Yu, B., Tian, C., Zhang, S., & Yuan, H. (2017). Monodispers silika
mikrokiirelerin sentezi ve karisik modlu ultra yiiksek performansl sivi kromatografi
ayrimlart i¢in diazoresin ile modifikasyon. Journal of Separation Science, 40(22),
4320-4328. https://doi.org/10.1002/jss¢.201700382

Coskun, O. (2016). Separation techniques: Chromatography. Northern Clinics of
Istanbul, 3(2), 156-160. https://doi.org/10.14744/n¢i.2016.32757

Dabre, R., Azad, N., Schwidmmle, A., Lammerhofer, M., ve Lindner, W. (2011).
Simultaneous separation and analysis of water- and fat-soluble vitamins on multi-
modal reversed-phase weak anion 96xchange material by HPLC-UV. Journal of
Separation Science, 34(7), 761-772.https://doi.org/10.1002/jss¢.201000793

Dembek, M., & Bocian, S. (2023).Phosphodiester stationary phases as universal
chromatographic materials for separation in RP LC, HILIC, and 96xch aqueous
mobile phase. Materials, 16(9), 3539. https://doi.org/10.3390/mal16093539

Ding, L., Guo, Z. M., Hu, Z., & Liang, X. M. (2017). Mixed-mode reversed
phase/positively charged repulsion chromatography for intact protein separation.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 138, 63—69.
https://doi.org/10.1016/].jpba.2017.01.004

Dinh, N. P., Jonsson, T., & Irgum, K. (2011). Probing the interaction mode in hydrophilic
interaction chromatography. Journal of Chromatography A, 1218, 5880-5891.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.06.037

Dolzan, M. D., Spudeit, D. A., Breitbach, Z. S., Barber, W. E., Micke, G. A., &
Armstrong, D. W. (2014). Comparison of superficially porous and fully porous
silica supports for a cyclofructan 6 hydrophilic interaction liquid chromatographic
stationary  phase. Journal of Chromatography A, 1365, 124-130.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.09.010

Essader, A. S., Cargile, B. J., Bundy, J. L., & Stephenson, J. L. (2005). A comparison of
immobilized pH gradient isoelectric focusing and strong-cation 96xchange
chromatography as a first dimension in shotgun proteomics. Proteomics, 5(1), 24—
34. https://doi.org/10.1002/pmic.200400888

Ettre, L. S. (1993). Nomenclature for chromatography (IUPAC Recommendations 1993).
Pure and Applied Chemistry, 65(4), 819-872.
https://doi.org/10.1351/pac199365040819

Gao, J., Luo, G, Li, Z., Li, H., Zhao, L., & Qiu, H. (2020). A new strategy 96xchang
preparation of mixed-mode chromatographic stationary phases based on modified
dialdehyde cellulose. Journal of Chromatography A, 1634, 460885.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2020.460885

Gao, J., Wang, K. Y., & Chung, T.-S. (2020). Design of nanofiltration (NF) hollow fiber
membranes made from functionalized bore fluids containing polyethyleneimine
(PEI) for heavy metal removal. Journal of Membrane Science, 603, 118022.
https://doi.org/10.1016/].memsci.2020.118022

Gao, L., & Wei, Y. (2016). Fabrication of a novel hydrophobic/ion-exchange
mixed-mode adsorbent 96xchang dispersive solid-phase extraction of

96


https://doi.org/10.1016/j.chroma.2013.06.013
https://doi.org/10.1007/s10337-013-2534-3
https://doi.org/10.1002/jssc.201700382
https://doi.org/10.14744/nci.2016.32757
https://doi.org/10.1002/jssc.201000793
https://doi.org/10.3390/ma16093539
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2017.01.004
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.06.037
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.09.010
https://doi.org/10.1002/pmic.200400888
https://doi.org/10.1351/pac199365040819
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2020.460885
https://doi.org/10.1016/j.memsci.2020.118022

chlorophenols from environmental water samples. Journal of Separation Science,
39(16), 3186-3194. https://doi.org/10.1002/jss¢.201501299

Gargano, A. F., Leek, T., Lindner, W. Ve Lammerhofer, M. (2013). Mixed-mode
chromatography with zwitterionic phosphopeptidomimetic selectors from Ugi
multicomponent reaction. Journal of Chromatography A, 1317, 12-21.
https://doi.org/10.1007/s00216-014-8400-9

Gilar, M., Olivova, P., Daly, A. E., & Gebler, J. C. (2005). Two-dimensional separation
of peptides using RP-RP-HPLC system with different pH in first and second
separation dimensions. Journal of Separation Science, 28(14), 1694—1703.
https://doi.org/10.1002/jss¢.200500116

Guo, Y., & Gaiki, S. (2005). Retention behavior of small polar compounds on polar
stationary phases in hydrophilic interaction chromatography. Journal of
Chromatography A, 1074, 71-80. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2005.03.058

Han, H., Zhang, Y., Lu, R., & Zhang, M. (2019). An alternative approach for preparation
of amide-embedded stationary phase for reversed-phase liquid chromatography.
Journal of Chromatography A, 1593, 24-33.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.12.018

Han, H., Zhang, Y., Lu, R., & Zhang, M. (2019).An alternative approach for preparation
of amide-embedded stationary phase for reversed-phase liquid chromatography.
Journal of Chromatography A, 1593, 24-33.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2019.01.054

Harper, D. (n.d.). Chromatography.  Online  Etymology  Dictionary.
https://www.etymonline.com/word/chromatography

He, L., Zhang, W., Zhao, L., Liu, X., & Jiang, S. (2003). Effect of 1-alkyl-3-
methylimidazolium-based ionic liquids as the eluent on the separation of ephedrines
by liquid chromatography. Journal of Chromatography A, 1007(1-2), 39-45.
https://doi.org/10.1016/S0021-9673(03)00987-7

Heaton, J. C., & McCalley, D. V. (2014). Comparison of kinetic performance and
retention of sub-2 um core-97xcha, hybrid and fully porous silica phases in
hydrophilic interaction chromatography. Journal of Chromatography A, 1371,
106-116. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.10.013

Hesse, G., & Weil, H. (Eds.). (1954). Michael Tswett’s first paper on chromatography.
Eschwege: M. Woelm.

Hinterwirth, H., Limmerhofer, M., Preinerstorfer, B., Gargano, A., Reischl, R., W.,
Trapp, 0O., Brecker, L., & Lindner, W. (2010).
Selectivity issues in targeted metabolomics: Separation of phosphorylated
carbohydrate isomers by mixed-mode hydrophilic interaction/weak anion
97xchange chromatography. Journal of Separation Science, 33(21), 3273-3282.
https://doi.org/10.1002/jssc.201000412

Hosseini, E. S., & Tabar Heydar, K. (2021).Preparation of two amide-bonded stationary
phases and comparative evaluation under mixed-mode chromatography. Journal of
Separation Science, 44(17), 2888-2897. https://doi.org/10.1002/s5¢.202100291

Hou, Y., Zhang, F., Liang, X., Yang, B., Liu, X., & Dasgupta, P. K. (2016). Poly(viny!
alcohol)  modified porous  graphitic —carbon  stationary  phase  for
hydrophiliinteraction liquid chromatography. Analytical Chemistry, 88(9), 4676—
4681. https://doi.org/10.1021/acs.analchem.5b04384

Hu, K., Feng, S., Wu, M., Wang, S., Zhao, W., Jiang, Q., Yu, A., ve Zhang, S. (2014).
Development of a V-shape bis(tetraoxacalix[2]arene[2]triazine) stationary phase
for high performance liquid chromatography. Talanta, 130, 63-70.
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2014.06.054

97


https://doi.org/10.1002/jssc.201501299
https://doi/
https://doi.org/10.1002/jssc.200500116
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2005.03.058
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.12.018
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2019.01.054
https://www.etymonline.com/word/chromatography
https://doi.org/10.1016/S0021-9673(03)00987-7
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.10.013
https://doi.org/10.1002/jssc.201000412
https://doi.org/10.1002/jssc.202100291
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.5b04384
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2014.06.054

Hu, K., Zhang, W., Yang, H., Cui, Y., Zhang, J., Zhao, W., Yu, A., & Zhang, S. (2016).
Calixarene ionic liquid modified silica gel: A novel stationary phase for mixed-
mode chromatography. Talanta, 152, 392-400.
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2016.02.038

Hu, K., Zhang, W., Yang, H., Cui, Y., Zhang, J., Zhao, W., Yu, A. & Zhang, S. (2016).
Calixarene ionic liquid modified silica gel: a novel stationary phase for
mixed-mode chromatography. Talanta, 152, 392-400.
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2016.02.038

Hu, K., Zhang, Y., Liu, J., Chen, K., Zhao, W., Zhu, W., & digerleri. (2013). Development
and application of a new  25,27-bis(L-phenylalaninemethylester-N-
carbonylmethoxy)-26,28-dihydroxy-para-tert-butylcalix[4]arene stationary phase.
Journal of Separation Science, 36(3), 445—
453 .https://doi.org/10.1002/jssc.201100733

Hu, K., Zhao, G., Liu, J. W, Jia, L. Z., Xie, F. W., Zhang, S. S., Liu, H. M., & Liu, M.
Y. (2018). Simultaneous quantification of three alkylated-purine adducts in human
urine using sulfonic acid poly(glycidyl methacrylate—divinylbenzene)-based
microspheres as sorbent combined with LC-MS/MS. Journal of Chromatography
B, 1081, 19-28. https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2018.02.028

Hu, Y., Cai, T., Zhang, H., Chen, J., Li, Z., Zhao, L., Li, Z., & Qiu, H. (2020). Two
copolymer—grafted silica stationary phases prepared by surface thiol-ene click
reaction in deep eutectic solvents for hydrophilic interaction chromatography.
Journal of Chromatography A, 1609, 460446.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2019.460446

Jandera, P. (2008). Stationary phases for hydrophilic interaction chromatography, their
characterization and implementation into multidimensional chromatography
concepts.  Journal  of  Separation Science, 31(8), 1421-1437.
https://doi.org/10.1002/jssc.200800051

JASCO Corporation. (n.d.). Principles of HPLC (1) — HPLC as a separation analysis
method.  https://www.jasco-global.com/principle/principles-of-hplc-1-hplc-as-a-
separation-analysis-method/

Ji, S., Zhang, F., Wu, S., Yang, B., & Liang, X. (2014). Facile preparation of polyvinyl
alcohol coated SiO: stationary phases for high performance liquid chromatography.
Analyst, 139(21), 5594-5599. https://doi.org/10.1039/C4AN01021C

Jiang, J., Wang, Y., & Wang, C. (2023).Preparation and characterization of mixed-mode
hydrophilic stationary phase based on triple hydrophilic functionalized moieties
and its application to traditional Chinese herbal compound. Microchemical Journal,
191, 108863. https://doi.org/10.1016/j.microc.2023.108863

Jiang, Q., Zhao, W. J., Qiu, H. D., & Zhang, S. S. (2016). Silica-based phenyl and octyl
bifunctional imidazolium as a new mixed-mode stationary phase for reversed-phase
and anion-exchange chromatography. Chromatographia, 79, 1437-1443.
https://doi.org/10.1007/s10337-016-3166-1

Jiang, W., Fischer, G., Girmay, Y., & Irgum, K. (2006). Zwitterionic stationary phase
with covalently bonded phosphorylcholine type polymer grafts and its applicability
to separation of peptides in the hydrophilic interaction liquid chromatography
mode. Journal of  Chromatography A, 1127(1-2), 82-91.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2006.05.080

Jin, H., Liu, Y., Guo, Z., Yang, F., Wang, J., Li, X. Ve digerleri. (2015). High-
performance liquid chromatography separation of cis-trans anthocyanin isomers
from wild Lycium ruthenicum Murr. Employing a mixed-mode reversed-

98


https://doi.org/10.1016/j.talanta.2016.02.038
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2016.02.038
https://doi.org/10.1002/jssc.201100733
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2018.02.028
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2019.460446
https://doi.org/10.1002/jssc.200800051
https://www.jasco-global.com/principle/principles-of-hplc-1-hplc-as-a-separation-analysis-method/
https://www.jasco-global.com/principle/principles-of-hplc-1-hplc-as-a-separation-analysis-method/
https://doi.org/10.1039/C4AN01021C
https://doi.org/10.1016/j.microc.2023.108863
https://doi.org/10.1007/s10337-016-3166-1
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2006.05.080

phase/strong anion-exchange stationary phase. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 63, 500-508. https://doi.org/10.1021/ac5013267

Jin, S., Qiao, Y., & Xing, J. (2018). Ternary mixed-mode silica sorbent of solid-phase
extraction for determination of basic, neutral and acidic drugs in human serum.
Analytical and Bioanalytical Chemistry, 410(16), 3731-3742.
https://doi.org/10.1007/s00216-018-1037-3

Kaliszan, R. (2007). QSRR: Quantitative structure-(chromatographic) retention
relationships. Chemical Reviews, 107, 3212-3246.
https://doi.org/10.1021/cr068412z

Kikta, E. J., Jr., & Grushka, E. (1977). Peptide-bonded stationary phases 99xchang
separation of amino acids and peptides by liquid chromatography. Journal of
Chromatography A,  135(2), 367-376.  https://doi.org/10.1016/S0021-
9673(00)88377-6

Kotani, D., D’Acquarica, 1., Ciogli, A., Villani, C., & Capitani, D. (2012). Reversed-
phase/anion-exchange/cation-exchange  trimodal  stationary  phases  for
liquichromatography: Preparation, characterization, and chromatographic
evaluation.  Journal  of  Chromatography A, 1232, 196-211.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.12.028

Lammerhofer, M., Nogueira, R. Ve Lindner, W. (2011). Multi-modal applicability of a
reversed-phase/weak-anion 99xchange material in reversed-phase,
anion-exchange, ion-exclusion, hydrophilic interaction and hydrophobic interaction
chromatography modes. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 400, 2517-2530.
https://doi.org/10.1007/s00216-011-4755-3

Lammerhofer, M., Richter, M., Wu, J., Nogueira, R., Bicker, W. Ve Lindner, W. (2008).
Mixed-mode ion-exchangers and their comparative chromatographic
characterization in reversed-phase and hydrophilic interaction chromatography
elution modes. Journal of Separation  Science, 31, 2572-2588.
https://doi.org/10.1002/jss¢.200800178

Lemasson, E., Richer, Y., Bertin, S., Hennig, P., & West, C. (2018). Characterization of
retention mechanisms in mixed-mode HPLC with a bimodal reversed-phase/cation-
exchange stationary phase. Chromatographia, 81, 387-399.
https://doi.org/10.1007/s10337-018-3477-5

Li, J., Li, Y., Chen, T., Xu, L., Liu, X., Zhang, X., & Zhang, H. (2013). Preparation,
chromatographic evaluation and comparison between linear peptide- and
cyclopeptide-bonded  stationary ~ phases. Talanta, 109, 152-159.
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2013.02.005

Li, T., Wang, W., Zhao, H., He, F., Zhong, K., Yuan, S., & Wang, Z. (2016). National
continuous surveys on internal quality control for HbAlc in 306 clinical
laboratories of China from 2012 to 2016: Continual improvement. Journal of
Clinical Laboratory Analysis, 31(5), €22099. https://doi.org/10.1002/jc1a.22099

Li, Y., Ali, M. A,, Chen, S.-M., Yang, S.-Y., Lou, B.-S., & Al-Hemaid, F. M. A. (2014).
Poly(basic red 9)-doped functionalized multi-walled carbon nanotubes as
composite films for neurotransmitter biosensors. Colloids and Surfaces B:
Biointerfaces, 118, 133—139. https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2014.03.004

Li, Y., Feng, Y., Chen, T. Ve Zhang, H. (2011). Imidazoline type stationary phase for
hydrophilic  interaction = chromatography and  reversed-phase  liquid
chromatography. Journal of Chromatography A, 1218, 5987-5994.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.04.023

Li, Y., Xu, Z.,, Feng, Y., Liu, X., Chen, T., & Zhang, H. (2011). Preparation and
evaluation of poly-L-lysine stationary phase for hydrophilic interaction/reversed-

99


https://doi.org/10.1021/ac5013267
https://doi.org/10.1007/s00216-018-1037-3
https://doi.org/10.1021/cr068412z
https://doi.org/10.1016/S0021-9673(00)88377-6
https://doi.org/10.1016/S0021-9673(00)88377-6
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.12.028
https://doi.org/10.1007/s00216-011-4755-3
https://doi.org/10.1002/jssc.200800178
https://doi.org/10.1007/s10337-018-3477-5
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2013.02.005
https://doi.org/10.1002/jcla.22099
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2014.03.004
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.04.023

phase mixed-mode chromatography. Chromatographia, 74(7-8), 523-530.
https://doi.org/10.1007/s10337-011-2120-5

Li, Y., Xu, Z.,, Feng, Y., Liu, X., Chen, T., & Zhang, H. (2011). Preparation and
evaluation of poly-L-lysine stationary phase for hydrophilic interaction/reversed-
phase mixed-mode chromatography. Chromatographia, 74(9-10), 523-530.
https://link.springer.com/article/10.1007/s10337-011-2120-5

Li, Y., Yang, J., Jin, J., Sun, X., Wang, L., & Chen, J. (2014). New reversed-phase/anion-
exchange/hydrophilic interaction mixed-mode stationary phase based on dendritic
polymer-modified porous silica. Journal of Chromatography A, 1337, 133—139.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.02.044

Li, Y., Yang,J., Jin, J., Sun, X., Wang, L., & Chen, J. (2014). New reversed-phase/anion-
exchange/hydrophilic interaction mixed-mode stationary phase based on dendritic
polymer-modified porous silica. Journal of Chromatography A, 1337, 133—
139. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.02.044

Li, Y., Zhu, N., Chen, T., Wei, M., & Ma, Y. (2016). Stationary phase based on [3-
cyclodextrin and poly(N-isopropylacrylamide) for HILIC and RPLC.
Chromatographia, 79, 29-36. https://doi.org/10.1007/s10337-015-2989-5

Liang, T., Fu, Q., Shen, A., Wang, H., Jin, Y., Xin, H. Ve digerleri. (2015). Preparation
and chromatographic evaluation of newly designed steviol glycoside modified-
silica stationary phase in hydrophilic interaction liquid chromatography and
reversed phase liquid chromatography. Journal of Chromatography A, 1388, 110—
118. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.02.019

Liang, T., Fu, Q., Shen, A., Wang, H., Jin, Y., Xin, H., Ke, Y., Guo, Z., & Liang, X.
(2015). Preparation and chromatographic evaluation of newly designed steviol
glycoside modified-silica stationary phase in hydrophilic interaction liquid
chromatography and reversed phase liquid chromatography. Journal of
Chromatography A, 1388, 110—118. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.02.019

Liang, T., Fu, Q., Shen, A., Wang, H., Jin, Y., Xin, H., Ke, Y., Guo, Z., & Liang, X.
(2015). Preparation and chromatographic evaluation of a novel steviol glycoside-
modified silica stationary phase in hydrophilic interaction and reversed-phase liquid
chromatography.  Journal of Chromatography A, 1388, 110-118.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.02.019

Liu, H. M., Chen, J., Li, Z., Takafuji, M., Thara, H., & Qiu, H. D. (2017). 4 new route for
synthesis of N-methylimidazolium-grafted silica stationary phase and reevaluation
in hydrophilic interaction liquid chromatography. Talanta, 164, 137-140.
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2016.11.037

Liu, H., Chen, J., Takafuji, M., Thara, H., & Qiu, H. (2017). A new route for synthesis of
N-methylimidazolium-grafted silica stationary phase and reevaluation in
hydrophilic interaction liquid chromatography. Talanta, 164, 137-140.
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2016.11.037

Liu, M., Jia, L., Zhao, Z., Han, Y., Li, Y., Peng, Q., & Zhang, Q. (2020). Fast and robust
lead (IT) removal from water by bioinspired amyloid lysozyme fibrils conjugated
with polyethyleneimine (PEI). Chemical Engineering Journal, 390, 124667.
https://doi.org/10.1016/j.cej.2020.124667

Liu, S., Xu, H., Yu, J., Li, D., Li, M., Qiao, X. Ve digerleri. (2015). Novel imidazolium-
embedded N,N-dimethylaminopropyl-functionalized silica-based stationary phase
for hydrophilic interaction/reversed-phase mixed-mode chromatography.
Analytical and Bioanalytical Chemistry, 407, 8989-8997.
https://doi.org/10.1007/s00216-015-9064-9

100


https://doi.org/10.1007/s10337-011-2120-5
https://link.springer.com/article/10.1007/s10337-011-2120-5
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.02.044
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.02.044
https://doi.org/10.1007/s10337-015-2989-5
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.02.019
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.02.019
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.02.019
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2016.11.037
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2016.11.037
https://doi.org/10.1016/j.cej.2020.124667
https://doi.org/10.1007/s00216-015-9064-9

Liu, S., Xu, H., Yu, J, Li, D., Li, M., Qiao, X., Qin, X., & Yan, H. (2015). Novel
imidazolium-embedded N,N-dimethylaminopropyl-functionalized silica-based
stationary phase for hydrophilic interaction/reversed-phase mixed-mode
chromatography. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 407, 8989-8997.
https://doi.org/10.1007/s00216-015-9064-9

Liu, X., & Pohl, C. (2008). New hydrophilic interaction/reversed-phase mixed-mode
stationary phase and its application for analysis of nonionic ethoxylated surfactants.
Journal of Chromatography A4, 1191, 83—
89. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2007.12.012

Liu, X., & Pohl, C. A. (2010). HILIC behavior of a
reversed-phase/cation-exchange/anion-exchange trimode column. Journal of
Separation Science, 33(6-7), 779-786. https://doi.org/10.1002/js5¢.200900645

Liu, X., & Pohl, C. A. (2010).HILIC behavior of a reversed-phase/cation-
exchange/anion-exchange trimode column. Journal of Separation Science, 33(6—
7), 779—786. https://doi.org/10.1002/jss¢.200900645

Liu, X., & Pohl, C. A. (2012).Comparison of reversed-phase/cation-exchange/anion-
exchange trimodal stationary phases and their use in active pharmaceutical
ingredient and counterion determinations. Journal of Chromatography A, 1232,
190-195. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.12.009

Liu, X., Pohl, C., Woodruff, A., & Chen, J. (2011).Chromatographic evaluation of
reversed-phase/anion-exchange/cation-exchange trimodal stationary phases
prepared by electrostatically driven self-assembly process. Journal of
Chromatography A, 1218(21), 3407-
3412. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.03.035

Liu, Y., Du, Q., Yang, B., Zhang, F., Chu, C. Ve Liang, X. (2012). Silica based click
amino stationary phase for ion chromatography and hydrophilic interaction liquid
chromatography. Analyst, 137, 1624—1628. https://doi.org/10.1039/C2AN16277F

Liu, Z., Cai, B. D., & Feng, Y. Q. (2012). Rapid determination of endogenous cytokinins
in plant samples by combination of magnetic solid phase extraction with
hydrophilic interaction chromatography-tandem mass spectrometry. Journal of
Chromatography B, 891-892, 27-35.
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2012.02.015

Lowe, A. B. (2010). Thiol-ene “click” reactions and recent applications in polymer and
materials synthesis. Polymer Chemistry, 1(1), 17-36.
https://doi.org/10.1039/B9PY00216B

Lu, J., Zhang, W., Zhang, Y., Zhao, W., Hu, K., Yu, A. Ve digerleri. (2014). A new
stationary phase for high performance liquid chromatography: Calix[4]arene
derivatized chitosan bonded silica gel. Journal of Chromatography A, 1350, 61-67.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.05.021

Lurie, I. S., Li, L., & Toske, S. G. (2011). Hydrophilic interaction chromatography using
sub-2 um particle columns 10Ixchang analysis of seized drugs and related
compounds. Journal of Chromatography A, 1218(52), 9336-9344.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.10.067

Li, Q. N. (2017). Preparation and evaluation of hydrophilic interaction/reversed-phase
mixed-mode chromatographic packing based on polysilsesquioxane microspheres.
Chinese Journal of Chromatography, 35(9), 927-933.

Manadas, B., Mendes, V. M., English, J., & Dunn, M. J. (2010). Peptide fractionation in
proteomics approaches. Expert Review of Proteomics, 7(5), 655-663.
https://doi.org/10.1586/epr.10.46

101


https://doi.org/10.1007/s00216-015-9064-9
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2007.12.012
https://doi.org/10.1002/jssc.200900645
https://doi.org/10.1002/jssc.200900645
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.12.009
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.03.035
https://doi.org/10.1039/C2AN16277F
https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2012.02.015
https://doi.org/10.1039/B9PY00216B
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.05.021
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.10.067
https://doi.org/10.1586/epr.10.46

McCalley, D. V. (2009). The challenges of the analysis of basic compounds by high
performance liquid chromatography: Some possible approaches for improved
separations.  Journal  of  Chromatography A,  1217(6), 858-880.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2009.11.068

Meyer, V. R. (2010). Practical high-performance liquid chromatography (5th ed.). Wiley.

Mizukami, Y., Iwamatsu, A., Aki, T., Kimura, M., Nakamura, K., Nao, T., Okusa, T.,
Matsuzaki, M., Yoshida, K.-L., & Kobayashi, S. (2004).
ERK1/2 regulates intracellular ATP levels through alpha-enolase expression in
cardiomyocytes exposed to ischemic hypoxia and reoxygenation. The Journal of
Biological Chemistry, 279(44), 50120-50131.
https://doi.org/10.1074/jbc.M402299200

Mumin, M. Y., Aral, H., Sunkur, M., & Aral, T. (2022).A new mixed-mode stationary
phase derived from [2-(3,4-epoxycyclohexyl)ethyl]trimethoxysilane as a coupling
reagent and its RPLC/HILIC/IEC applications. ChemistrySelect, 7(36),
€202204069. https://doi.org/10.1002/s1ct.202204069

Nogueira, R., Lammerhofer, M. Ve Lindner, W. (2005). Alternative high-performance
liquid chromatographic peptide separation and purification concept using a new
mixed-mode reversed-phase/weak anion-exchange type stationary phase. Journal
of Chromatography A, 1089, 158-169.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2005.06.093

Novakova, L., Havlikova, L., & VI¢kova, H. (2014). Hydrophilic interaction
chromatography of polar and ionizable compounds using UHPLC. TrAC Trends in
Analytical Chemistry, 63, 55—64. https://doi.org/10.1016/].trac.2014.08.004

Ohyama, K., Inoue, Y., Kishikawa, N. Ve Kuroda, N. (2014). Preparation and
characterization of surfactin-modified silica stationary phase for reversed-phase
and hydrophilic interaction liquid chromatography. Journal of Chromatography A,
1371, 257-260.https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.10.073

Ohyama, K., Inoue, Y., Kishikawa, N., & Kuroda, N. (2014). Short communication:
Preparation and characterization of surfactin-modified silica stationary phase for
reversed-phase and hydrophilic interaction liquid chromatography. Journal of
Chromatography A, 1371, 257-260. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.10.073

Ohyama, K., Oyamada, K., Kishikawa, N., Ohba, Y., Wada, M., Maki, T., Nakashima,
K., & Kuroda, N. (2008). Short communication: Preparation and characterization
of chiral stationary phases with poly(L-phenylalanine) of varying peptide lengths.
Journal of Chromatography A, 1208(1-2), 242-245.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2008.08.121

Ohyama, K., Takasago, S., Kishikawa, N. Ve Kuroda, N. (2015). Poly(L-lactic acid)-
modified silica stationary phase for reversed-phase and hydrophilic interaction
liquid chromatography. Journal of Separation Science, 38, 720-723.
https://doi.org/10.1002/jssc.201401243

Oliver, R. W. A. (1991). HPLC of macromolecules: A practical approach. IRL Press.

Opallo, M., & Lesniewski, A. (2011). A review on electrodes modified with ionic liquids.
Journal of Electroanalytical Chemistry, 656(1-2), 2-16.
https://doi.org/10.1016/j.jelechem.2011.01.008

Ortel, R., Renner, S., & Kirch, B. (2004). Short communication: Determination of
neomycin by LC-tandem mass spectrometry using hydrophilic interaction
chromatography. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 35(3), 633—
638. https://doi.org/10.1016/j.jpba.2004.01.018

Padivitage, N. L. T., Dissanayake, M. K., & Armstrong, D. W. (2013). Separation of
nucleotides by hydrophilic interaction chromatography using the FRULIC-N

102


https://doi.org/10.1016/j.chroma.2009.11.068
https://doi.org/10.1074/jbc.M402299200
https://doi.org/10.1002/slct.202204069
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2005.06.093
https://doi.org/10.1016/j.trac.2014.08.004
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.10.073
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.10.073
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2008.08.121
https://doi.org/10.1002/jssc.201401243
https://doi.org/10.1016/j.jelechem.2011.01.008
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2004.01.018

column. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 405(27), 8837-8848.
https://doi.org/10.1007/s00216-013-7315-1

Peng, X.-T., Feng, Y.-Q., Hu, X.-Z., & Hu, D.-J. (2013). Preparation and characterization
of a neomycin-bonded silica stationary phase for hydrophilic interaction
chromatography. Chromatographia, 76, 459—465. https://doi.org/10.1007/s10337-
013-2406-4

Peng, X.-T., Liu, T., Ji, S.-X., & Feng, Y.-Q. (2013). Preparation of a novel carboxyl
stationary phase by “thiol-ene” click chemistry for hydrophilic interaction
chromatography. Journal of Separation Science, 36(14), 2274-2280.
https://doi.org/10.1002/jss¢c.201300150

Qiao, L., Dou, A., Shi, X., Li, H., Shan, Y., Lu, X., & Xu, G. (2013). Development and
evaluation of novel imidazolium-based zwitterionic stationary phases for
hydrophilic interaction chromatography. Journal of Chromatography A, 1286,
137-145. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2013.02.066

Qiao, L., Duou, A., Shi, X., Li, H., Shan, Y., Lu, X., & Xu, G. (2013). Development and
evaluation of new imidazolium-based zwitterionic stationary phases for hydrophilic
interaction chromatography. Journal of Chromatography A, 1286, 137-145.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2013.02.066

Qiao, L., Li, H,, Shan, Y., Wang, S., Shi, X., Lu, X., & Xu, G. (2014). Investigation of
surface-bonded dicationic ionic liquids as stationary phases for hydrophilic
interaction chromatography. Journal of Chromatography A, 1330, 40—
50.https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.01.020

Qiao, L., Shi, X., Lu, X. Ve Xu, G. (2015). Preparation and evaluation of surface-bonded
tricationic ionic liquid silica as stationary phases for high-performance liquid
chromatography.  Journal  of  Chromatography A, 1396, 62—
71. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.03.081

Qiao, L., Wang, S., Li, H., Shan, Y., Dou, A., Shi, X., & Liu, Y. (2014). A novel surface-
confined glucaminium-based ionic liquid stationary phase for hydrophilic
interaction/anion-exchange = mixed-mode  chromatography.  Journal  of
Chromatography A, 1360, 240-247. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.07.096

Qiao, L., Wang, S., Li, H., Shan, Y., Dou, A., Shi, X., & Xu, G. (2014). A novel surface-
confined glucaminium-based ionic liquid stationary phase for hydrophilic
interaction/anion-exchange =~ mixed-mode  chromatography.  Journal  of
Chromatography A, 1360, 240-247 https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.07.096

Qiao, X., Tao, D., Qu, Y., Sun, L., Gao, L., Zhang, X. Ve digerleri. (2011). Large-scale
N-glycoproteome map of rat brain tissue: Simultaneous characterization of
insoluble and soluble protein fractions. Proteomics, 11, 4274-4278.
https://doi.org/10.1002/pmic.201000715

Qiao, X., Zhang, L., Zhang, N., Wang, X., Qin, X., Yan, H., & digerleri. (2015).
Imidazolium embedded C8 based stationary phase for simultaneous reversed-
phase/hydrophilic  interaction mixed-mode chromatography. Journal of
Chromatography A, 1400, 107-116. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.04.060

Qiao, X., Zhang, L., Zhang, N., Wang, X., Qin, X., Yan, H., & Liu, H. (2015).
Imidazolium-embedded C8-based stationary phase for simultaneous reversed-
phase/hydrophilic  interaction mixed-mode chromatography. Journal of
Chromatography A, 1400, 107-116. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.04.060

Qiu, H., Loukotkova, L., Sun, P., Tesatova, E., Bosakova, Z., & Armstrong, D. W. (2011).
Cyclofructan 6 based stationary phases for hydrophilic interaction liquid
chromatography. Journal of Chromatography A, 1218(2), 270-279.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2010.11.027

103


https://doi.org/10.1007/s00216%E2%80%91013%E2%80%917315%E2%80%911
https://doi.org/10.1007/s10337-013-2406-4
https://doi.org/10.1007/s10337-013-2406-4
https://doi.org/10.1002/jssc.201300150
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2013.02.066
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2013.02.066
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.01.020
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.03.081
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.07.096
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.07.096
https://doi.org/10.1002/pmic.201000715
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.04.060
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.04.060
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2010.11.027

Qiu, H., Mallik, A. K., Takafuji, M., Jiang, S. Ve lhara, H. (2012). New poly(ionic
liquid)-grafted silica multi-mode stationary phase for anion 104xchange/reversed-
phase/hydrophilic interaction liquid chromatography. Analyst, 137, 2553-2555.
https://doi.org/10.1039/C2AN35348B

Qiu, H., Mallik, A. K., Takafuji, M., Jiang, S., & Ihara, H. (2012). New poly(ionic liquid)-
grafted silica multi-mode stationary phase for anion-exchange/reversed-
phase/hydrophilic interaction liquid chromatography. Analyst, 137, 2553-2555.
https://doi.org/10.1039/C2AN35348B

Qiu, H., Wanigasekara, E., Zhang, Y., Tran, T., & Armstrong, D. W. (2011).
Development and evaluation of novel zwitterionic hydrophilic interaction liquid
chromatography stationary phases based on 3-p,p-diphenylphosphonium-
propylsulfonate. Journal of Chromatography A, 1218(44), 8075-8082.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.09.016

Qiu, H., Zhang, M., Gu, T., Takafuji, M. Ve Ihara, H. (2013). A sulfonic-azobenzene-
grafted silica amphiphilic material: A versatile stationary phase for mixed-mode
chromatography.  Chemistry — A  European Journal, 19, 18004—
18010.https://doi.org/10.1002/chem.201302746

Ray, S., Takafuji, M., & lhara, H. (2012). Chromatographic evaluation of a newly
designed peptide-silica stationary phase in reverse phase liquid chromatography
and hydrophilic interaction liquid chromatography: Mixed mode behavior. Journal
of Chromatography A, 1266, 43—52.https://doi.org/10.1016/j.chroma.2012.10.004

Ren, X. J., Zhang, K. L., Gao, D., Fu, Q. F., Zeng, J., Zhou, D., Wang, L. J., & Xia, Z.
N. (2018). Mixed-mode liquid chromatography with a stationary phase co-
functionalized with ionic liquid embedded C18 and an aryl sulfonate group. Journal
of Chromatography A, 1564, 137-144.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.06.017

Ruiz-Angel, M. J., Carda-Broch, S., & Berthod, A. (2006). Ionic liquids versus
triethylamine as mobile phase additives in the analysis of B-blockers. Journal of
Chromatography A, 1119(1-2), 202-208. https://doi.org/10.1016/S0021-
9673(03)00987-7

Shen, A., Guo, Z., Cai, X., Xue, X., & Liang, X. (2012). Preparation and chromatographic
evaluation of a cysteine-bonded zwitterionic hydrophilic interaction liquid
chromatography stationary phase. Journal of Chromatography A, 1228, 175-182.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.10.086

Shen, A., Guo, Z., Yu, L., Cao, L., & Liang, X. (2011). A novel zwitterionic HILIC
stationary phase based on “thiol-ene” click chemistry between cysteine and vinyl
silica. Chemical Communications, 47(15), 4458-4460.
https://doi.org/10.1039/C1CC10692A

Shen, A., Li, X., Dong, X., Wei, J., Guo, Z., & Liang, X. (2013). Glutathione-based
zwitterionic stationary phase for hydrophilic interaction/cation-exchange mixed-
mode chromatography. Journal of Chromatography A, 1314, 63—69.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2013.09.002

Shen, A., Li, X., Dong, X., Wei, J., Guo, Z., ve Liang, X. (2013). Glutathione-based
zwitterionic stationary phase for hydrophilic interaction/cation-exchange mixed-
mode chromatography. Journal of Chromatography A, 1314, 63—
69. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2013.09.002

Shen, G., Zhang, F., Yang, B., Chu, C., ve Liang, X. (2013). A novel amide stationary
phase for hydrophilic interaction liquid chromatography and ion chromatography.
Talanta, 115, 129-132. https://doi.org/10.1016/j.talanta.2013.04.046

104


https://doi.org/10.1039/C2AN35348B
https://doi.org/10.1039/C2AN35348B
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.09.016
https://doi.org/10.1002/chem.201302746
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2012.10.004
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.06.017
https://doi.org/10.1016/S0021-9673(03)00987-7
https://doi.org/10.1016/S0021-9673(03)00987-7
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.10.086
https://doi.org/10.1039/C1CC10692A
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2013.09.002
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2013.09.002
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2013.04.046

Shen, Q., Tang, C., Xu, X., Liu, G., Shao, S., Yao, W., & Dong, S. (2024). Novel PEl/zein
core—105xcha composite as mixed-mode stationary phase for high-performance
liquid chromatography. Journal of Chromatography A, 1730, 465159.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2024.465159

Sheng, Q., Su, X, Li, X., Ke, Y., & Liang, X. (2014). Dextran-bonded stationary phase
105xchang separation of saccharides. Journal of Chromatography A, 1345, 57-67.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.03.076

Shi, X., Qiao, L. Ve Xu, G. (2015). Recent development of ionic liquid stationary phases
for liquid chromatography. Journal of Chromatography A, 1420, 1-
15. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.09.090

Shon, Y. S. (2010). In K. E. Geckeler & H. Nishide (Eds.), Advanced nanomaterials (p.
743). Wiley.

Shundo, A., Mallik, A. K., Sakurai, T., Takafuji, M., Nagaoka, S., & Ihara, H. (2009).
Controllable shape selectivity based on highly ordered carbonyl and methyl groups
in a simple B-structured polypeptide on silica. Journal of Chromatography A,
1216(34), 6170-6176. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2009.06.075

Silvester, D. S. (2011). Recent advances in the use of ionic liquids for electrochemical
sensing. Analyst, 136(23), 4871-4882. https://doi.org/10.1039/C1AN15699C

Simpson, R. J., Moritz, R. L., Nice, E. E., & Grego, B. (1987). A high-performance liquid
chromatography procedure for recovering subnanomole amounts of protein from
SDS-gel electroeluates for gas-phase sequence analysis. European Journal of
Biochemistry, 165(2), 469-475. https://doi.org/10.1111/;.1432-
1033.1987.tb11189.x

Skoog, D. A., Holler, J. F., & Crouch, S. R. (2006). Liquid chromatography. In D. A.
Skoog, J. F. Holler, & S. R. Crouch (Eds.), Principles of instrumental analysis (6th
ed., pp. 816-855). Thomson Brooks/Cole.

Snyder, L. R., Kirkland, J. J., & Dolan, J. W. (2010). Introduction to modern liquid
chromatography (3rd ed.). John Wiley & Sons.
https://doi.org/10.1002/9780470508183

Strege, M. A., Stevenson, S., & Lawrence, S. M. (2000). Mixed-mode anion—cation
105xchange/hydrophilic interaction liquid chromatography—electrospray mass
spectrometry as an alternative to reversed phase for small molecule drug discovery.
Analytical Chemistry, 72(19), 4629-4633. https://doi.org/10.1021/ac000338b

Su,J., Yang, L. M., & Wang, Q. Q. (2018). Dual polyhedral oligomeric silsesquioxanes
polymerization approach to mutually-mediated separation mechanisms of hybrid
monolithic stationary and mobile phases towards small molecules. Journal of
Chromatography A, 1533, 136—142. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2017.12.033

Sun, H.-F., Cui, Y.-Y., Zhen, C.-Q., & Yang, C.-X. (2023). Monomer-mediated
fabrication of microporous organic network@silica microsphere for reversed-
phase/hydrophilic interaction mixed-mode chromatography. Talanta, 251, 123763.
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2022.123763

Sun, M., Feng, J., Liu, S., Xiong, C., Liu, X. Ve Jiang, S. (2011). Dipyridine modified
silica — A novel multi-interaction stationary phase for high performance liquid
chromatography.  Journal  of  Chromatography A, 1218,  3743—
3749. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.04.036

Sun, M., Feng, J., Luo, C., Liu, X., & Jiang, S. (2013). Benzimidazole modified silica as
a novel reversed-phase and anion-exchange mixed-mode stationary phase for
HPLC. Talanta, 105, 135-141. https://doi.org/10.1016/j.talanta.2012.11.077

Sun, M., Feng, J., Luo, C., Liu, X., ve Jiang, S. (2014). Quinolinium ionic liquid-modified
silica as a novel stationary phase for high-performance liquid chromatography.

105


https://doi.org/10.1016/j.chroma.2024.465159
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.03.076
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.09.090
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2009.06.075
https://doi.org/10.1039/C1AN15699C
https://doi.org/10.1111/j.1432-1033.1987.tb11189.x
https://doi.org/10.1111/j.1432-1033.1987.tb11189.x
https://doi.org/10.1002/9780470508183
https://doi.org/10.1021/ac000338b
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2017.12.033
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2022.123763
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2011.04.036
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2012.11.077

Analytical and Bioanalytical Chemistry, 406, 2651-2658.
https://link.springer.com/article/10.1007/s00216-014-7680-4

Sun, M., Feng, J., Wang, X., Duan, H., Li, L. Ve Luo, C. (2014). Dicationic imidazolium
ionic liquid modified silica as a novel reversed-phase/anion-exchange mixed-mode
stationary phase for high-performance liquid chromatography. Journal of
Separation Science, 37,2153-2159. https://doi.org/10.1002/ss¢.201400176

Sun, M., Qiu, H., Wang, L., Liu, X. Ve Jiang, S. (2009). Poly(1-allylimidazole)-grafted
silica, a new specific stationary phase for reversed-phase and anion-exchange liquid
chromatography. Journal of Chromatography A, 1216, 3904-39009.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2009.02.089

Svrkota, B., Krmar, J., Proti¢, A., & Otasevi¢, B. (2023). The secret of reversed-
phase/weak cation 106xchange retention mechanisms in mixed-mode liquid
chromatography applied for small drug molecule analysis. Journal of
Chromatography A, 1690, 463776. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2023.463776

Sykora, D.,  Rezanka, P., Zaruba, K., & Kril, V. (2018).
Recent advances in mixed-mode chromatographic stationary phases. Journal of
Separation Science, 41(18), 3889-3903. https://doi.org/10.1002/jssc.201801048

Tong, H. F., Lin, D. Q., Chu, W.N., Zhang, Q. L., Gao, D., Wang, R. Z., & Yao, S.J.
(2016). Multimodal charge-induction chromatography for antibody purification.
Journal of Chromatography A, 1429, 258-264.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.12.047

Wan, Q.-H. (2021). Mixed-Mode Chromatography: Principles, Methods, and
Applications. Springer Singapore. https://doi.org/10.1007/978-981-16-5485-5

Wang, H. J., Hu, W. L., Zheng, Q., Bian, W., & Lin, Z. (2017). One-pot preparation of
mercaptotetrazole-silica hybrid monoliths by the thiol-ene click reaction for
mixed-mode capillary liquid chromatography. Journal of Separation Science,
40(11), 2344-2354. https://doi.org/10.1002/jss¢.201700220

Wang, H. Z., Zhang, L., Ma, T., Zhang, L. Y., & Qiao, X. Q. (2016). Imidazolium-
embedded iodoacetamide-functionalized silica-based stationary phase for
hydrophilic interaction/reversed-phase mixed-mode chromatography. Journal of
Separation Science, 39(18), 3498-3504. https://doi.org/10.1002/jssc.201600448

Wang, J. B., Wu, F. L., Xia, R. R., Zhao, Q., Lin, X. C., & Xie, Z. H. (2016). Rapid
fabrication of ionic liquid-functionalized monolithic column via in-situ urea-
formaldehyde polycondensation for pressurized capillary electrochromatography.
Journal of Chromatography A, 1449, 100-108.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2016.04.069

Wang, J. B., Ding, C.Y., Xiao, J. H., Jia, W. C., Chen, Y. X., Lin, X. C., & Xie, Z. H.
(2018). Quinine-modified polymer monolithic column with reversed-phase/strong
anion-exchange mixed-mode for pressurized capillary electrochromatography.
Electrophoresis, 39, 1504—1511. https://doi.org/10.1002/elps.201800003

Wang, L., Wei, W., Xia, Z., Jie, X., & Xia, Z. Z. (2016). Recent advances in materials for
stationary phases of mixed-mode high-performance liquid chromatography. Trends
in Analytical Chemistry, 80, 495-506. https://doi.org/10.1016/j.trac.2016.04.001

Wang, Q., Long, Y., Yao, L., Xu, L., Shi, Z. G., & Xu, L. (2016). Preparation,
characterization  and  application of a  reversed phase liquid
chromatography/hydrophilic interaction chromatography mixed-mode C18-DTT
stationary phase. Talanta, 146, 442-451.
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2015.09.009

106


https://link.springer.com/article/10.1007/s00216-014-7680-4
https://doi.org/10.1002/jssc.201400176
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2009.02.089
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2023.463776
https://doi.org/10.1002/jssc.201801048
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.12.047
https://doi.org/10.1007/978-981-16-5485-5
https://doi.org/10.1002/jssc.201700220
https://doi.org/10.1002/jssc.201600448
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2016.04.069
https://doi.org/10.1002/elps.201800003
https://doi.org/10.1016/j.trac.2016.04.001
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2015.09.009

Wang, Q., Ye, M., Xu, L. Ve Shi, Z. G. (2015). A reversed-phase/hydrophilic interaction
mixed-mode C18-Diol stationary phase for multiple applications. Analytica
Chimica Acta, 888, 182—190. https://doi.org/10.1016/j.aca.2015.06.058

Wang, Q., Ye, M., Xu, L., & Shi, Z. G. (2015). A reversed-phase/hydrophilic interaction
mixed-mode C18-Diol stationary phase for multiple applications. Analytica
Chimica Acta, 888, 182—190. https://doi.org/10.1016/j.aca.2015.06.058

Wang, X., Zhang, Y., Liu, J., & Zhang, S. (2024). Development of a mixed-mode
stationary phase modified with dicationic ionic liquids for liquid chromatography.
Analytica Chimica Acta, 343018. https://doi.org/10.1016/j.aca.2024.343018

Wang, Y., Wahab, M. F., Breitbach, Z. S., & Armstrong, D. W. (2016). Carboxylated
cyclofructan 6 as a hydrolytically stable high efficiency stationary phase for
hydrophilic interaction liquid chromatography and mixed-mode separations.
Analytical Methods, 8(31), 6038—6045. https://doi.org/10.1039/C6AY01246A

Wolrab, D., Fruehauf, P., Kolderova, N., & Kohout, M. (2021).Strong cation- and
zwitterion-exchange-type mixed-mode stationary phases for separation of
pharmaceuticals and biogenic amines in different chromatographic modes. Journal
of Chromatography A, 1635, 461751.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2020.461751

Wu, Q. C,, Lin, D. Q., Shi, W., Zhang, Q. L., & Yao, S. J. (2016). 4 mixed-mode resin
with tryptamine ligand for human serum 107xchang separation. Journal of
Chromatography A, 1431, 145—153. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.12.066

Xiong, C.F., Wang, Z. Y., Wang, S. Y., Yuan, C. C., & Wang, L. L. (2018). Preparation
and evaluation of a hydrophilic interaction and cation-exchange chromatography
stationary phase modified with 2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine.
Journal of Chromatography A, 1546, 56—
65.https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.02.059

Xu, L., Zhao, T., Guan, X. M., Tang, W. J.,, Liu, X. Y., & Zhang, H. X. (2014).
Preparation, chromatographic evaluation and comparison of cystine- and cysteine-
bonded  stationary  phases.  Analytical =~ Methods, 6, 2205-2214.
https://doi.org/10.1039/C3AY42218F

Xue, M., Huang, H., Ke, Y., Chu, C, Jin, Y., & Liang, X. (2009). “Click
107xchange107”: A novel stationary phase for application in two-dimensional
liquid chromatography. Journal of Chromatography A, 1216(49), 8623—-8629.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2009.10.019

Yang, B., Liu, H., Chen, J., Guan, M., & Qiu, H. (2016). Preparation and evaluation of
2-methylimidazolium-functionalized silica as a mixed-mode stationary phase for
hydrophilic interaction and anion-exchange chromatography. Journal of
Chromatography A, 1468, 79—85. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2016.09.021

Yang, F., Bai, Q., Zhao, K., Gao, D. Ve Tian, L. (2015). Preparation of a novel weak
cation 107xchange/hydrophobic interaction chromatography dual-function
polymer-based stationary phase for protein separation using “thiol-ene click
chemistry”. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 407, 1721-1734.
https://doi.org/10.1007/s00216-014-8379-4

Yang, F., Shen, Y., Camp, D. G., & Smith, R. D. (2012). High-pH reversed-phase
chromatography with fraction concatenation for 2D proteomic analysis. Expert
Review of Proteomics, 9(2), 129-134. https://doi.org/10.1586/epr.12.15

Yang, Y., Zhou, J., Liang, Q., Dai, X., Yang, H., Wan, M., Ou, J., Liao, M., & Wang, L.
(2023).Comparing the separation performance of poly(ethyleneimine) embedded
butyric and octanoic acid based chromatographic stationary phases. Journal of
Chromatography A, 1706, 464268. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2023.464268

107


https://doi.org/10.1016/j.aca.2015.06.058
https://doi.org/10.1016/j.aca.2015.06.058
https://doi.org/10.1016/j.aca.2024.343018
https://doi.org/10.1039/C6AY01246A
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2020.461751
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.12.066
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2018.02.059
https://doi.org/10.1039/C3AY42218F
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2009.10.019
file:///C:/Users/Rojin%20Dokdemir/Desktop/%20https:/doi.org/10.1016/j.chroma.2016.09.021
https://doi.org/10.1007/s00216-014-8379-4
https://doi.org/10.1586/epr.12.15
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2023.464268

Yu, B., Zhang, H. B., Cong, H. L., Gu, C. T., Gao, L. L., Yang, B., & Usman, M. (2017).
Diazoresin  modified monodisperse porous  poly(glycidylmethacrylate-co-
divinylbenzene) microspheres as the stationary phase for high performance liquid
chromatography. New  Journal of Chemistry, 41(11), 4637-4643.
https://doi.org/10.1039/C6NJ04001B

Yu, Y., Wu, X. L., Li, Y., Huang, Y. K., Jiang, C. W., Zhao, F. F., Wu, J. & Zhang, R.
Y. (2016). Preparation of mix-mode chromatographic supports based on
gigaporous polymer microspheres. Chinese Journal of Analytical Chemistry,
44(11), 1874—-1879. https://doi.org/10.1016/S1872-2040(16)60979-9

Zeng, Y., Zou, R., & Zhao, Y. (2016). Covalent organic frameworks for CO: capture.
Advanced Materials, 28(15), 2855-2873. https://doi.org/10.1002/adma.201505004

Zhang, K., & Liu, X. (2016).Mixed-mode chromatography in pharmaceutical and
biopharmaceutical applications. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, 128, 73—88. https://doi.org/10.1016/].jpba.2016.05.007

Zhang, L., Dai, Q., Qiao, X., Yu, C., Qin, X., & Yan, H. (2016). Mixed-mode
chromatographic stationary phases: Recent advancements and its applications for
high-performance liquid chromatography. Trends in Analytical Chemistry, 82,
143—-163. https://doi.org/10.1016/j.trac.2016.05.011

Zhang, L., Dai, Q., Qiao, X., Yu, C., Qin, X., & Yan, H. (2016).Mixed-mode
chromatographic stationary phases: Recent advancements and its applications for
high-performance liquid chromatography. Trends in Analytical Chemistry, 82,
143—-163. https://doi.org/10.1016/j.trac.2016.05.011

Zhang, M., Liang, X., Jiang, S., & Qiu, H. (2014). Preparation and applications of surface-
confined ionic-liquid stationary phases for liquid chromatography. Trends in
Analytical Chemistry, 53, 60-72. https://doi.org/10.1016/j.trac.2013.09.011

Zhang, M., Mallik, A. K., Takafuji, M., Thara, H. Ve Qiu, H. (2015). Versatile ligands for
high-performance liquid chromatography: An overview of ionic liquid-
functionalized stationary phases. Amnalytica Chimica Acta, 887, 1-16.
https://doi.org/10.1016/j.aca.2015.04.022

Zhang, T., Creek, D. J., Barrett, M. P., Blackburn, G., & Watson, D. G. (2012).
Evaluation of coupling reversed phase, aqueous normal phase, and hydrophilic
interaction liquid chromatography with Orbitrap mass spectrometry for
metabolomic studies of human urine. Analytical Chemistry, 84(4), 1994-2001.
https://doi.org/10.1021/ac2030738

Zhang, Y., ve Carr, P. W. (2011). Novel ultra stable silica-based stationary phases for
reversed phase liquid chromatography — Study of a hydrophobically assisted weak
acid cation 108xchange phase. Journal of Chromatography A, 1218(6), 763—777.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2010.11.009

Zhang, Y., Zhang, Y., Wang, G., Chen, W., He, P., & Wang, Q. (2016). Simultaneous
separation of polar and non-polar mixtures by capillary HPLC based on an
ostadecylsilane and taurine derivatized silica continuously packed column. Talanta,
161, 762-768. https://doi.org/10.1016/j.talanta.2016.09.022

Zhang, Y., Zhong, H., Cao, Z. A., Zhou, S., Zhang, D., Lu, R., Han, H., Zhang, M., &
Qiu, H. (2020). Design and evaluation of polar-embedded stationary phases
containing tria-contyl group for liquid chromatography. Journal of
Chromatography A, 1621, 461035. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2020.461035

Zhang, Y., Zhong, H., Zhou, S., Han, H., Zhang, M., & Qiu, H. (2021). A docosyl-
terminated polyamine amphiphile-bonded stationary phase for multimodal
separations in liquid chromatography. Journal of Chromatography A, 1642,
462045. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2021.462045

108


https://doi.org/10.1039/C6NJ04001B
https://doi.org/10.1016/S1872-2040(16)60979-9
https://doi.org/10.1002/adma.201505004
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2016.05.007
https://doi.org/10.1016/j.trac.2016.05.011
https://doi.org/10.1016/j.trac.2016.05.011
https://doi.org/10.1016/j.trac.2013.09.011
https://doi.org/10.1016/j.aca.2015.04.022
https://doi.org/10.1021/ac2030738
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2010.11.009
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2016.09.022
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2020.461035
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2021.462045

Zhao, H. Q., Lyu, H. X, Qin, W. F., & Xie, Z. H. (2018). One-pot synthesis of
boronate-functionalized organic-inorganic hybrid monolithic column 109xchang
separation of cis-diol-containing compounds at low pH. Electrophoresis, 39(7),
924-932. https://doi.org/10.1002/elps.201700337

Zhao, K., Yang, F., Xia, H., Wang, F., Song, Q., ve Bai, Q. (2015). Preparation of a weak
anion  109xchange/hydrophobic  interaction  dual-function  mixed-mode
chromatography stationary phase for protein separation using click chemistry.
Journal of Separation Science, 38(4), 703-710.
https://doi.org/10.1002/jssc.201401020

Zhao, L., Zhu, K., Huang, Y. D., Li, Q., Li, X. N., Zhang, R. Y., Su, Z. G., Wang, Q. B.,
& Ma, G. H. (2017). Enhanced binding by dextran-grafting to Protein A affinity
chromatographic media. Journal of Separation Science, 40(7), 1493—1499.
https://doi.org/10.1002/jssc.201601196

Zhao, Q., Fang, F., Liang, Y., Yuan, H., Yang, K., Wu, Q. Ve digerleri. (2014). 1-
Dodecyl-3-methylimidazolium chloride-assisted sample preparation method for
efficient integral membrane proteome analysis. Analytical Chemistry, 86, 7544—
7550. https://doi.org/10.1021/ac501337s

Zhao, W.J., Lou, X. H., Guo, J. Z.,Sun, P. J., Jia, Y. Z., Zheng, L. M., He, L. J., & Zhang,
S. S. (2018). Investigation of the chromatographic regulation properties of benzyl
groups attached to bridging nitrogen atoms in a calixtriazine-bonded stationary
phase. Journal of  Separation Science, 41(10), 2110-2118.
https://doi.org/10.1002/jss¢.201701185

Zhao, Y., Law, H. C., Zhang, Z., Lam, H. C., Quan, Q., Li, G., & digerleri. (2015). Online
coupling of hydrophilic interaction/strong cation 109xchange/reversed-phase liquid
chromatography with porous graphitic carbon liquid chromatography for
simultaneous proteomics and N-glycomics analysis. Journal of Chromatography A,
1415, 57-66. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.08.017

Zheng, Y., Wan, M., Zhou, J., Luo, Q., Gao, D., Fu, Q., Zeng, J., Zu, F., & Wang, L.
(2021).Striped covalent organic frameworks modified stationary phase for mixed
mode chromatography. Journal of Chromatography A, 1649, 462186.
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2021.462186

Zhou, H., Chen, J., Li, H. Quan, K., Zhang, Y. & Qiu, H. (2020).
Imidazolium ionic liquid-enhanced poly(quinine)-modified silica as a new multi-
mode chromatographic stationary phase for separation of achiral and chiral
compounds. Talanta, 211, 120743. https://doi.org/10.1016/j.talanta.2020.120743

Zhou, X., Li, X., Cao, A., Qiao, L., Yu, A., Zhang, S., ve digerleri. (2015). Development
of N-ferrocenyl(benzoyl)amino-acid esters stationary phase for high performance
liquid chromatography. Talanta, 144, 1044—
1051.https://doi.org/10.1016/j.talanta.2015.07.063

Zhou, Y., Wan, Y., & Liu, Z. (2022).Polar-embedded phenyl dendritic stationary phase
for multi-mode chromatographic separation. Microchemical Journal, 185, 108303.
https://doi.org/10.1016/j.microc.2022.108303

Zhu, B. Y., Mant, C. T., ve Hodges, R. S. (1991). Hydrophilic-interaction
chromatography of peptides on hydrophilic and strong cation-exchange columns.
Journal of Chromatography, 548, 13-24. https://doi.org/10.1016/S0021-
9673(01)88590-3

Zhu, B.-Y.,Mant, C. T., & Hodges, R. S. (1991). Hydrophilic interaction chromatography
of peptides on hydrophilic and strong cation-exchange columns. Journal of
Chromatography A, 548, 13-24. https://doi.org/10.1016/S0021-9673(01)88590-3

109


https://doi.org/10.1002/elps.201700337
https://doi.org/10.1002/jssc.201401020
https://doi.org/10.1002/jssc.201601196
https://doi.org/10.1021/ac501337s
https://doi.org/10.1002/jssc.201701185
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.08.017
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2021.462186
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2020.120743
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2015.07.063
https://doi.org/10.1016/j.microc.2022.108303
https://doi.org/10.1016/S0021-9673(01)88590-3
https://doi.org/10.1016/S0021-9673(01)88590-3
https://doi.org/10.1016/S0021-9673(01)88590-3

Zhu, G., Sun, L., Keithley, R. B., ve Dovichi, N. J. (2013). Capillary isoelectric focusing-
tandem mass spectrometry and reversed-phase liquid chromatography-tandem
mass spectrometry for quantitative proteomic analysis of differentiating PC12 cells
by eight-plex isobaric tags for relative and absolute quantification. Analytical
Chemistry, 85, 7221-7229. https://doi.org/10.1021/ac4009868

Zimmermann, A., Greco, R., Walker, 1., Horak, J., Cavazzini, A., ve Lammerhofer, M.
(2014). Synthetic oligonucleotide separations by mixed-mode reversed-phase/weak
anion-exchange liquid chromatography. Journal of Chromatography A, 1354, 43—
55.https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.05.048

Zimmermann, A., Horak, J., Sdnchez-Mufioz, O. L. Ve Limmerhofer, M. (2015). Surface
charge fine tuning of reversed-phase/weak anion-exchange type mixed-mode
stationary phases for milder elution conditions. Journal of Chromatography A,
1409, 189-200.https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.07.036

110


https://doi.org/10.1021/ac4009868
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2014.05.048
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.07.036

EKLER

EK-1: Bu calismada incelenen tiim analitler i¢in hesaplanan QSRR degerleri ve
kromatografik parametreler.

.. . N/m| .. . LogD
RT siparisi Analitler ‘ ‘G b ‘ (Ginliik) pKa
. 1 Naftalin 36266 0.97  2.96
"i 2 Floren 24809 0.93  3.74
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5 1 Benzen 39401 1.36 1.97
S 2 Toluen 39922 130  2.49
N 3 Etilbenzen 37137 126  2.93
2 4 Kiimen 32802 122 3.22
= 5 Butilbenzen 18871 1.00  3.82
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Tablo bir sonraki sayfada yer aldu...
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Tablo 1'in devami...
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EK-2: Bos silika (A) ve DEA-Mix SP'nin (B) SEM goriintiileri
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EK-3: ACN yiizdeliginin DEA-Mix SP iizerindeki niikleobazlarim/niikleositlerin
ayrilmasi iizerindeki etkisi. Kosullar: akis hizi: 0.8 mL/dak, sicaklik: 20 °, 2 uL, 265 nm.
Diger kosullar Sekil 2.2'de verilmistir. Diger kosullar Sekil 4.3'te verilmistir.
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EK-4: DEA-Mix SP sabit fazi lizerinde niikleobazlarin ve niikleositlerin ayrimia akis
hizinin etkisi.Kosullar: Mobil faz; ACN/su: 92/8, sicaklik: 20 °C, enjeksiyon hacmi: 2 uL,
dedeksiyon dalga boyu: 265 nm. Diger kosullar Sekil 4.3'te belirtilmistir.
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EK-5: DEA-Mix SP sabit fazi iizerinde niikleobazlarin ve niikleositlerin ayrimina
sicakligin etkisi.Kosullar: Mobil faz; ACN/su: 92/8, akis hizi: 2.0 mL/dak, enjeksiyon
hacmi: 2 pL, dedeksiyon dalga boyu: 265 nm. Diger kosullar Sekil 2.3 ve Sekil 2.4 altinda

verilmistir.
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EK-6: DEA-Mix SP sabit fazi lizerinde niikleobazlarin ve niikleositlerin ayrimina tampon
derisiminin etkisi. Kosullar: Mobil faz; ACN/su: 90/10 (amonyum asetat, pH 5.0), akis
hizi: 1.0 mL/dak, sicaklik: 20 °C, enjeksiyon hacmi: 2 pL, dedeksiyon dalga boyu:
265 nm. Diger kosullar Sekil 4.3 ve EK-4 altinda belirtilmistir.
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EK-7: DEA-Mix SP sabit fazi lizerinde niikleobazlarin ve niikleositlerin ayrimima pH’nin
etkisi. Kosullar: Mobil faz; ACN/su: 90/10 (5 mM format, asetat veya fosfat tamponlarti),
akis hizi: 1.0 mL/dak, sicaklik: 20 °C, enjeksiyon hacmi: 2 pL, dedeksiyon dalga boyu:
265 nm. Diger kosullar Sekil 4.3’iin altinda belirtilmistir.
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EK-8: ACN yiizdesinin DEA-Mix SP'de benzoik asitlerin ayrilmasi iizerindeki etkisi.
Kosullar: (20 mM format, asetat veya fosfat tamponlari), 1 mL/dak, 25 °C, 2uL, 240 nm.
Analitler: 1; 3,5-DNS, 2; 3,5-DNB, 3; SalA, 4; 4-NitroBA, 5; SulfaA, 6; 4-aminoBA, 7;
BA, 8; 4-metilBA
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EK-9: Sicakligin DEA-Mix SP'de benzoik asitlerin ayrilmasi tizerindeki etkisi. Kosullar:
ACN/su (20 mM, pH 6.5 fosfat tamponu): 65/45, 1 mL/dak, 2uL, 240 nm. Diger kosullar
Sekil 4.14'te verilmistir.
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EK-10: Tampon konsantrasyonunun ayirma benzoik asitleri tizerindeki etkisi DEA-Mix
sabit faz1 iizerinde. Kosullar: ACN/su (pH 6.5 fosfat tamponu): 65/45, 1 mL/dak, 2uL,
240 nm. Diger kosullar Sekil 4.14'te verilmistir.
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EK-11: pH''n DEA-Mix sabit faz1 iizerindeki benzoik asitlerin ayrilmasi iizerindeki
etkisi. Kosullar: ACN/su (20 mM formati, asetat veya fosfat tamponlar1): 65/45, 1
mL/dak, 2uL, 240 nm. Diger kosullar Sekil 4.14'te verilmistir.
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EK-12: SPA-C igin ilk testler. Prob; Adenin. Kosullar: Mobil faz; ACN/su: 15/85, akis
hizi: 1 mL/dak, sicaklik: 20 °C, enjeksiyon hacmi: 2 uL, dedeksiyon dalga boyu:
265 nm.
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EK-13: ACN yiizdesinin DEA-Mix duragan faz iizerindeki niikleobazlarin/niikleositlerin
ayrilmasi tizerindeki etkisi. Kosullar: akis hizi: 0.8 mL/dak, sicaklik: 20 °C diger kosullar

Sekil 4.3'te verilmistir.

mAl
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30 min

ACN:84%

30 min

ACN:86%

30 min
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ACN:80%

mAlU
5 3
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30 min
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EK-14: Akis hizinin DEA-Mix sabit faz iizerindeki niikleobazlarin/niikleositlerin
ayrilmasi iizerindeki etkisi. Kosullar EK-4'te verilmistir. Kosullar: Mobil faz; ACN/su:

92/8, sicaklik: 20 °C.
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EK-15: Sicakligin DEA-Mix duragan faz iizerindeki niikleobazlarin/niikleozitlerin
ayrilmasi tlzerindeki etkisi. Kosullar Sekil 2.4'te verilmistir. Kosullar: Mobil faz;
ACN/su: 92/8, akis hizi: 2.0 mL/dk,
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EK-16: Tampon konkantrasyonunun DEA-Mix duragan faz {izerindeki
niikleobazlarin/niikleozitlerin  ayrilmasi iizerindeki etkisi. Kosullar Sekil 2.4'te
verilmistir. Kosullar: Mobil faz; ACN/su: 90/10, (amonyum asetat pH 5.0), 1 mL/dak,
20 °C, 2uL, 265 nm
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EK-17: pH''!n DEA-Mix sabit faz iizerindeki niikleobazlarin/niikleositlerin ayrilmasi

tizerindeki etkisi. Kosullar: Mobil faz; ACN/su: 90/10, (5 mM format, asetat veya fosfat

tamponlar1), 1 mL/dak, 20 °C, 2uL, 265 nm
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EK-18: Niikleobazlarin/niikleositlerin_ LogD degerlerinin pH'a gore degisimi.
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EK-19: Niikleobazlarin/niikleozitlerin LogS degerlerinin pH'a gére degisimi.
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EK-20: ACN yiizdesinin DEA-Mix SP'de benzoik asitlerin ayrilmasi tizerindeki etkisi.
Kosullar: (20 mM format, asetat veya fosfat tamponlar1), 1 mL/dak, 25 °C, 2uL, 240 nm.
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ACN yiizdesinin DEA-Mix SP'de benzoik asitlerin ayrilmasi tizerindeki etkisi. Kosullar:
(20 mM format, asetat veya fosfat tamponlar1), 1 mL/dak, 25 °C, 2uL, 240 nm.
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EK-21: Sicakligin ayirma benzoik asitleri tizerindeki etkisi DEA-Mix duragan fazi
izerinde. Kosullar: ACN/su (20 mM, pH 6.5 fosfat tamponu): 65/45, 1 mL/dak, 2uL,

240 nm.
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EK-22: Tampon konsantrasyonunun ayirma benzoik asitleri tizerindeki etkisi DEA-Mix
sabit fazi1 lizerinde. Kosullar: ACN/su (pH 6.5 fosfat tamponu): 65/45, 1 mL/dak, 2uL,
240 nm.
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EK-23: Benzoik asitlerin LogD degerlerinin pH'a gore degisimi

LogD
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EK-24: Benzoik asitlerin LogS degerlerinin pH'a gére degisimi

LogS

pH
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EK-25: Tekrarlanabilirlik ¢aligmalari: Kosullar: Mobil faz; ACN/su: 10/90, akis hizi:
0,8 mL/dak, sicaklik: 20 °C, enjeksiyon hacmi: 2 uL, dedeksiyon dalga boyu: 265 nm.
Analitler: 1) Timin, 2) Urasil, 3) Uridin, 4) Adenozin, 5) Sitozin, 6) Adenin, 7) Sitidin,
8) Guanin, 9) Guanozin.

A: Tk test

B: pH 5.0 ile 24 saat sonra (20 mM Amonyum asetat / asetik asit) / ACN: 50/50,

C: pH 3.0 ile 24 saat sonra (20 mM Amonyum format / formik asit) / ACN: 50/50,

D: pH 8.0 ile 24 saat sonra (20 mM K:HPO. / KH2PO4) / ACN: 50/50,

E: pH 11.7 ile 2 saat sonra, Suda% 0.5 TE,

Analizler yukarida verilen duruma déniilerek gerceklestirilmistir

mAl A

30
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EK-26: Tiim studiet niikleobazlar/niiklesitler i¢in tekrarlanabilirlik ¢alismalari

Timin
Urasil
Uridin
Adenozin
Sitozin
Adenin
Sitidin
Guanin
Guanozin

O 00O NO UL WN -

4.67
5.11
7.13
10.18
11.35
12.60
14.60
17.31
20.25

4.70
5.11
7.11
10.13
11.31
12.58
14.48
17.19
20.06

4.70
5.12
7.10
10.12
11.30
12.58
14.46
17.15
19.99
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4.69
5.11
7.08
10.09
11.26
12.54
14.39
17.08
19.90

4.69
5.11
7.03
10.00
11.08
12.48
14.10
16.62
19.29

RSD%

-0.43
-0.04
0.56
0.75
0.80
0.35
1.35
1.41
1.77



EK-27: Tekrarlanabilirlik ¢alismalari
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EK-28: BET ANALIZ SONUCLARI

izoterm NLDFT
(Tlrkge)
MC : dV/dW Hacim
Gozenek dV/dW Go6zenek Hacmi

MIG SR CBRTE Genisligi (nm) (cm?3/g-nm)

Adsorbe Edilen Miktar (cm3

Bagil Basing (P/Po) /g STP) 1,24731 0
0,0100693 16,2087 1,30082 0
0,029174 21,8115 1,35432 0
0,0483104 24,9857 1,42566 0
0,0818893 28,8175 1,47917 0,0274541
0,0973212 30,2538 1,54338 0,0763614
0,124568 32,4254 1,62898 0,0269879
0,149437 34,2277 1,68606 0
0,199203 37,4181 1,77166 0,0321711
0,24969 40,4067 1,85727 0
0,300225 43,3589 1,94288 0,0381071
0,352373 46,5079 2,02849 0,0146669
0,406346 49,9708 2,1141 0,00776207
0,456562 53,6227 2,1997 0,00678504
0,507378 57,8902 2,31385 0,00696056
0,563076 63,8695 2,39946 0,00315033
0,600101 68,9532 2,5136 0,00018011
0,648937 77,9865 2,62774 0
0,708862 95,5067 2,74189 0,00027973
0,771979 128,669 2,88457 0,00424073
0,810794 152,182 2,99871 0,00621063
0,92715 172,553 3,14139 0,0077633
0,999377 174,904 3,28407 0,0113924
3,42675 0,0141607
MC : Desorpsiyon 3,59797 0,01187
Bagil Basing (P/Po)  dsorbe Edilen Miktar {cm® 5 o0 o 0,0161747
/ 8 STP)
0,999377 174,904 3,91186 0,018389
0,970384 173,553 4,11162 0,0215526
0,898349 172,244 4,28283 0,0264342
0,854921 171,609 4,48258 0,0292382
0,795859 170,804 4,68234 0
0,713183 168,029 4,88209 0,0420053
0,682321 142,344 5,11038 0,0562844
0,665708 124,195 5,33866 0
0,626534 93,5828 5,59549 0,0907215
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0,598383
0,476024
0,43428

0,400827
0,363324
0,320412
0,24042

82,2671
58,1483
52,7699
50,1901
47,7084
45,0619
40,3489
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5,85231
6,10914
6,36596
6,67986
6,96522
7,27911
7,62154
7,96398
8,30641
8,67738
9,07688
9,47638
9,90442
10,361
10,8176
11,3027
11,8163
12,3585
12,9292
13,5
14,0992
14,727
15,4119
16,0967
16,8101
17,5806
18,3796
19,2072
20,0632
20,9764
21,9181
22,8883
23,9441
25
26,1414
27,3114
28,5384
29,8226
31,1637
32,562
34,0459
35,5583
37,1848
38,8399
40,6092
42,4355

0

0
0,131363
0
0,154797
0

0

0
0,137955
0

0

0
0,0546908
0

o O o

0
0,0147153
0,0005655
0,00066046
0,00038531
0,00028528
0,00023345
0,00029693
5,05E-05
0,00020348
0,00020335
6,20E-05
0,0001642
9,69E-05
6,54E-05
6,51E-05
9,79E-05
9,52E-05
6,30E-05
1,23E-05
9,06E-05
4,46E-05
1,58E-05
5,70E-05
2,58E-05
2,66E-05
5,17E-05
1,80E-05
2,65E-05



44,3188

46,3164
48,3995
50,5968

BET ylizey alani: 140,9512 m2/g
Toplam g6zenek hacmi: 0,26207 cm3/g
Mikro g6zenek hacmi: 0,01612 cm3/g
Mezopore hacmi: 0,25595 cm3/g
Ortalama gozenek ¢api: 7,61 nm
Ortalama pargacik boyutu: 42,5679 nm

BJH Adsorpsiyon dV/dD Gézenek Hacm

0 2 4 6 8 10 12

dV/dD Gozenek Hacmi (cm3/g-nm)
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