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OZET

YUKSEK LiSANS
YENi KARMA-MOD KOLON DOLGU MADDELERININ SENTEZI VE
KARAKTERIZASYONU

Salih Erkan YENG

Batman Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi
Kimya Anabilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Tarik ARAL
2018, 68 Sayfa

Juri
Dog¢. Dr. Tarikk ARAL
Dr. Ogr. Uyesi Murat SUNKUR
Dr. Ogr. Uyesi ibrahim DOLAK

Sabit faz, yiksek performansli sivi kromatografi’nin (HPLC) ¢ekirdegidir, Yiiksek ayirma
etkinligi ve mitkemmel segicilige sahip olusu daima aragtirma konusu olmustur. Karma modlu sabit fazli
stvi kromatografisinin, yiiksek ayirma seciciliginin, kayda deger ol¢iide yiiksek yiikleme kapasitesinin ve
yiksek ayirma verimliliginin oldugu kanitlanmustir. Bu sabit fazlar, HPLC’de hazirlama yontemleri ve
uygulama alanlarina gore siniflandirilir.

Bu tez kapsaminda L-isoleusinden yola ¢ikilarak 2 farkli karma-mod sabit faz sentezlenmis olup
yapilar1 karakterize edildi. L-isoleusinden 4-fenilbiitii amin ve 3-aminoasetanilid ile ayr1 ayr
etkilestirilmesini takiben —boc koruyucu grubun kaldirilmasi ile sirasiyla Ile-PBA ve lle-AA bilesikleri
sentezlendi. Amin grubu igeren bu bilesiklerin dimetilokzalatin asirist ile etkilestirildiginde Ile-PBA-
DMO ve lle-AA-DMO bilesikleri sentezlendi. Bu iki bilesigin, 3-aminopropiltrimetoksisilan1 takiben
HPLC kalitesinde kuiresel silika jel (5Sum-60A) ile etkilestirilmesi ile sirasiyla Ile-PBA-Mix ve lle-AA-
Mix dolgu maddeleri sentezlendi. Sentezlenen dolgu maddelerinin yapisi element analizi, FTIR, SEM,
BET ve kat1 faz 13C NMR ile karakterize edildi. Dolgu maddeleri 250x4.6 mm o&lgiilerinde bos HPLC
kolonlarina doldurularak iki farkli HPLC kolonu hazirlandi. Hazirlanan kolonlarin bazi kromatografik
Ozellikleri tesbit edilmis olup veriler tablo halinde verildi.

Anahtar Kelimeler: Karma-mod kromatografi, Polar sabit fazlar, Yiiksek performansli sivi
kromatografisi, HILIC, Ters faz
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SYNTHESIS AND CARACTERISATION OF NEW MIXED-MODE
STATINARY PHASES

Salih Erkan YENG
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BATMAN UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE / DOCTOR OF PHILOSOPHY
IN MECHANICAL ENGINEERING

Advisor: Dog¢. Dr. Tarik ARAL
2018, 68 Pages
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Dr. Ogr. Uyesi ibrahim DOLAK

Chromatographic stationary phase is the core of high-performance liquid chromatography
(HPLC) system. There into, the development of novel stationary phases with high separation efficiency
and excellent selectivity has always been the focus of the study. Mixed-mode stationary phases have been
proved to be with the merits of high separation selectivity, remarkably high loading capacity, and high
separation efficiency. These stationary phases are classified based on the HPLC modes, emphasizing the
preparation methods and further applications.

In this work, two novel multifunctional stationary phases based on silica gel was synthesised
starting from L-isoleucine. L-isoleucine was reacted with 4-phenylbutylamine and 3-aminoacetacilide to
optain boc-lle-PBA and boc-lle-AA. Deprorection of these compounds gave lle-PBA and lle-AA. These
compounds were reacted with dimethyloxalate to optain lle-PBA-DMO and lle-AA-DMO. Following by
lle-PBA-DMO and lle-AA-DMO were reacted with 3-aminopropyltrimethoxysilane, reacted with
spherical silica gel (5um-60A) gave Ile-PBA-Mix and Ile-AA-Mi stationary phases. The prepared
stationary phases were characterized by elemental analysis, infrared spectroscopy (IR), scanning electron
microscopy (SEM), Brunauer Emmett and Teller (BET) and solid-state 3C nuclear magnetic resonance
(NMR). The prepared stationary phases were filled into empty HPLC column (250x4.6 mm) to optaind
two different HPLC columns. Some chromatographic properties of these new columns were given as
tabulated form.

Keywords: Mixed-mode chromatography, Mixed-mode stationary phase, Hydrophilic interaction liquid
chromatography (HILIC), Synthesis of amides
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1. GIRIS

1960'larin sonlarinda, yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) sabit fazi
ve distk basinc1 ongordigiinden dolayr yaygin bir sekilde kabul gérmiistir. HPLC
cesitli alanlarda nitel ve nicel tayinlerde kullanilip ayirma biliminde en populer ve giicli
tekniklerden biridir. (Zhang ve ark. 2014, Zhu ve ark. 2013, Finessi ve ark. 2014, Zhao
ve ark. 2014, Liang ve ark. 2015, Yang ve ark. 2015)

Kromatografik sabit faz, HPLC sisteminin ¢ekirdegidir. Alikonma mekanizmalari,
ayirma segiciligi ve kolon etkinligi HPLC sisteminde kullanilan sabit fazlar tarafindan
belirlenir. (Rajwade ve ark. 2008, Zhang ve ark. 2008, Janas ve ark.2016, Liu ve ark.
2008, Sun ve ark. 2016). Geleneksel HPLCde sabit fazlar genellikle tekli etkilesim
mekanizmasina sahiptir. (Benhaim ve ark. 2008, Jandera ve ark. 2011, Kumar ve ark.
2008, Guo ve ark. 2014, Jiang ve ark. 2014, Gennari ve ark, 2011). Genellikle ¢ok zayif
olsa da ikinci bir etkilesim gozlemlenebilir.

Karma mod (Mixed-mode) sabit fazlar, sabit fazlarin bir tiradir; (Liu ve ark.
2008, Hinterwirth ve ark. 2010, Liu ve ark. 2010, Liu ve ark. 2012, Liu ve ark.2011)
sabit fazlar ile analitler ve en az iki etkilesim bulunmalidir, her ikisi de analitlerin
tutulmasi i¢indir. Geleneksel tek modlu sabit fazlar ile karma mod sabit fazlar
karsilastirdigimizda oldukca yiiksek yiikleme kapasitesi ve yiiksek ayirma veriminden
dolayr karistk mod’un yiksek ayirma seciciliginin avantajlarina sahip oldugunu
gozlemleriz. (Zhao ve ark. 2015).

Son birkag yilda, sayisiz karma mod sabit faz kii¢iik molekiillerin ve farkli tutma
modlarma sahip makromolekiillerin her ikisinin ayrilmasi i¢in tasarlanmig, hazirlanmig
ve hala da kullanilmaktadir.

Sabit fazlar HPLC modlarma dayali olarak, hazirlanma yontemlerine ve diger
uygulamalara gore siniflandirilir. Ayrica, son zamanlarda gelisen HPLC igin monolitik

tabanli karma mod sabit fazlar da mevcuttur. (Yang ve ark. 2011).



2. KAYNAK OZETI
2.1. Karma Mod Sabit Fazlarin Hazirlanmasi

Karma modlu sabit fazlarin hazirlanmasi i¢in en énemli adimlardan biri, inorganik
silika jel ile organik olarak islevsellestirilen reaktifler arasindaki kopridir. Ucta
islevsellestirilmis propiltrimetoksisilan (PDMS) 3-aminopropiltrietoksisilan (APS) (Li
ve ark. 2011), gibi silan baglama reaktifleri, 3-merkaptopropiltrimetoksisilan (MPS)
(Qiao ve ark. 2015), ve 3-kloropropiltrimetoksisilan (CPS) (Sun ve ark. 2013) siklikla
kullanilir. Genel olarak, karma modlu sabit fazlar hazirlamak igin {i¢ 6nemli yontem

vardir.

Birinci yontem, organik olarak islevsellestirilen reaktiflerin, trimetoksisilil ile
etkilestirilmesi ve sonra da organik ligandla modifiye edilmis propiltrimetoksksisilan
(PTMS)’1n silika gel ile muamele edilmesidir. Boylece, yeni organik ligand dogrudan
silika ylizeyine baglanmis olur (Aral ve ark. 2015). Ara maddeleri siklikla trimetoksisilil
olan organik fonksiyonalize reaktiflerin saflastirllmas: ve izolasyonu genellikle
gereklidir. Dahasi, trimetoksisilil sonlu olan organik fonksiyonalize reaktiflerin
¢cOzlinirliigiiniin  bilinmemesi sonraki asamalarda uygun ¢0zlculerin  segimini

zorlastirmaktadir. (Zhang ve ark. 2014)

Ikinci yontem, silikanin 6ncelikle PTMS ile etkilestirilmesidir. Sonra, organik
olarak fonksiyonalize edilmis reaktifler dogrudan silika yiizeyine agilanirlar. En sik
kullanilan PTMS reaktifi aminopropilsilan (APS)’dir. Organik olarak islevsellestirilmis
reaktifler, reaktif anhidrit (Li ve ark.2011), metil ester (Hu ve ark.2013), karboksil
(Ray ve ark.2012) veya epoksi gruplari (Li ve ark.2014) aminosilika ylzeyine direkt
olarak baglanabilir. Ikinci yontemde susuz ortamda reaksiyon gerceklestigi igin,
nispeten birinci yontem daha basittir. (Zhang ve ark.2015)

Uciincii yontem, silikanm ilk 6nce MPS ile etkilestirilmesidir. Sonra organik
fonsiyonalize reaktifler alil veya vinil reaktif gruplarla, * thiol-ene” click kimyas1
(Qiao ve ark.2014) ya da yiizeysel baslamis radikal zincir transfer reaksiyonuyla (Qiu
ve ark.2012) merkaptosilika ylizeyine baglanir. Bu ydntem ikinci yonteme daha ¢ok
benzemektedir. Bununla birlikte, ii¢iincii yontemin baglanma miktar: genellikle 6nceki
iki yontemden daha yuksektir ¢unkl; her MPS tarafindan organik olarak daha da
islevsellestirilen bir reaktif merkaptosilika yizeyind birden fazla polimerize edilebilir.
Dahasi, klasik alkin-azid Huisgen reaksiyonuyla karsilastirildiginda, bu metot igin

hazirlanan evreler hareketsiz metal iyonlarinin tortulagsmasini dnleyebilir.



(Liu ve ark.2012) Bu metodun tek sakincasi polimerlesme dercesini kontrol etmenin
kolay olmamasina ek olarak merkaptosilika ve alkenil gruplari arasinda es zamanli
reaksiyon meydana gelmesidir. (Zhang ve ark. 2015, Qiao ve ark. 2014, Qiu ve ark.
2012, Liu ve ark.2012, Shi ve ark. 2015)

2.2. Karma Mod Sabit Fazlarin Karakteristikleri

Karma mod sabit fazlar sik olarak birgok farkli 6zellikteki ¢oklu gruplarla
dizayn edilir. Ornegin; ters fazli sivi kromotografisi sabit fazlari (RPLC), sik¢a
hidrofobik alkanlar (Qiao ve ark.2015, Wang ve ark. 2015,Cai ve ark. 2012), aromatik
imidazol gruplar (Liu ve ark. 2015, Sun ve ark. 2014), azobenzenler (Qiu ve ark.
2013), kaliks (Zhao ve ark. 2014) arenler (Hu ve ark.2013,Lu ve ark.2014), dizayn
edilince, hidrofilik etkilesimli sivi kromotografinin sabit tipli fazlar1 (HILIC), sik¢a
polaramidler (Aral ve ark. 2015, Ohyama ve ark. 2015) , anilinler (lverson ve ark.
2014), tersiyer amonyum (Qiao ve ark. 2015, Li ve ark. 2011, Liu ve ark. 2015, Qiao
ve ark. 2015) , aminoasitler (Li ve ark. 2011) , polisakkaritler (Lu ve ark. 2014, Liang
ve ark. 2015) ve/veya hidroksil gruplara (Wang ve ark. 2015) sahiptir. Ayrica,
ucuncdl aminler, kuaterner amonyum gruplar (Jin ve ark. 2015, Zimmermann ve ark.
2015) veya karboksil gruplari  (Cai ve ark. 2012, Yang ve ark. 2015) olusturan
duragan fazlar, siklikla iyon degisim kromotgrafinin (IEC) alikonma karekteristigini
yansitir.  Aslinda karma mod sabit fazlarin ¢ogu, karma modla ayrilabilen farkli

gruplara gémaldddrler.

2.3. Parcacik Temelli Karma Mod Sabit Fazlar

Parcacik temelli karma modlu sabit fazlar, gectigimiz yillarda genisce
raporlandi, ayn1 zamanda bu sabit fazlarin hepsi silika jel temelinde hazirlandi. HPLC
tiplerinin temelinde, bu sabit fazlar su sekilde siniflandirilabilir; RPLC/HILIC,
RPLC/IEC, ve HILIC/IEC.

2.4. RPLC/HILIC

HILIC sikga giiclii polar bilesikleri ayirmada kullanilirken, RPLC ¢ogunlukla orta
ve zayif polar analitleri ayristirmada kullanilir. Bdylece, karma-mod RPLC/HILIC
(Gargano ve ark.2013) hem RPLC hem de HILIC'in eksikliklerinin Ustesinden gelerek
polar ve nonpolar analitlerin eszamanli ayrilmasi i¢in kullanilabilir. Yakin zamanda

bildirilen RPLC/HILIC sabit fazlar tablo 1 de 6zetlenmistir.



Amino asit/peptid ile degistirilmis silika karma mod RPLC/HILIC sabit fazlarin (Ray
ve ark.2012) genis bir kategorsidir. Ornegin; Zhang ve arkadaslar1 (Li ve ark.2011), bir
poli-L-lizin ile asilanmus silis bazl1 sabit faz rapor etmistir. Once, trifosjen ile Chz-L-lisin
reaksiyonu yoluyla Cbz-_-lisinin N-karboksihidriir monomeri sentezlendi. Daha sonra,
hazirlanan dehidrasyon-kondensasyon reaksiyonu yoluyla N-karboksihidrit monomeri
aminosilika yiizeyine dogrudan baglanmistir. Clink(, yeni sabit faz hem polar gruplara /
terminal amin gruplarina hem de hidrofobik alkil zincirlerine sahip oldugundan, karma
mod RPLC ve HILIC ayrimi eszamanli olarak gerceklestirilebilir. Bu fenollerin,
anilinlerin ve hidrofilik bilesiklerin ayrilmasi igin basariyla kullanilmistir. Surfaktin,
yedi amino asitten ve bir B-hidroksil yag asidinden olusan bir siklik heptapeptid’dir.
Surfaktin'in hidrofobik ve hidrofilik kisimlari, karma mod RPLC / HILIC sabit fazinin
hazirlanmasi igin potansiyel bir aday haline getirir. Kuroda ve arkadaslari (Ohyama ve
ark.2014) aminosilika ve peptitler tizerindeki karboksil gruplari arasindaki amid bagi
olusumu vasitasiyla RPLC / HILIC i¢in siirfaktan ile modifiye edilmis silika bazli bir
sabit faz hazirladi. Bu, karma mod sabit bir faz hazirlamak icin, biyostrfaktan
kullanimini bildiren ilk ¢aligmadir. Ayrica, poli (L-laktik asit) modifiye edilmis silika
tabanli sabit faz, ayn1 grupta ayrica hazirlandi (Ohyama ve ark.2015). Poli (L-laktik
asit)-modifiye sabit fazin Onemli bir karakteristigi karboksil gruplarinin giigli n-n
etkilesimi ile elektrostatik bir kaynak olarak ¢alisabilmesidir. Yuksek verimlilik
nedeniyle, polisiklik hos kokulu hidrokarbonlarin (PAHS) taninmast i¢in daha uygundur.

Aral ve c¢alisma arkadaglar1 (Aral ve ark. 2015) sabit faz yeni bir amid silika
sentezlediler. Yeni sabit faz, fenil halkasinda bagli bir amid grubu, polar olmayan alkil /
fenil gruplar1 ve polar terminal amid grubu ile tasarlandi. Bdylece, RPLC modunda
fitohormonlar / fenoller ve HILIC modunda niikleotitler / niikleosidler ayrilmasi i¢in
kullanilabilir. Ayrica, mobil fazin yiiksek / diisiik pH derecelerinde iyi tolerans gosterdi.
Ornegin; 2.4’likk pH'li 1.000 katlik siitun hacmi siitundan hareketli faz siirekli
pompalanmasina ragmen, adenin muhafaza edilmesinde herhangi bir degisiklik
gozlemlenmemistir. Yeni sabit fazin bir sabit fazin hazirlama prosediiriiniin biraz zaman
almasi ve dort adimda gergeklesmesi bir dezavantajdir.

Glikozitler, RPLC / HILIC sabit fazlarinin hazirlanmasi i¢in de kullanilabilir.
Ornegin, Liang ve arkadaslar1 (Liang ve ark. 2015). ribodiyozit A- modifiye edilmis

silika tabanli sabit faz hazirladilar.



Tablo 1

Karma mod RPLC/HILIC sabit fazlar (Zhang ve ark. 2016)

Sabit faz Yapi Analitler Kolon verimliligi ~ Referans
Peptid Boc-Phe-Aib- Alkilbenzenler, Adenozin igin [30]
Phe-OH-modifiye on . PAHIar,steroidler, kiral 53.000 tabaka / m
edll_mls silika tabanl HO, o | 1 )L cé lcl:a bilesikler, niikleobazlar,
sabit faz 10 0—Si—(CHy—NI " ; N 0’ \cu,) niikleozitler, siilfiir esash

10 o e’ N, ilaglar
On
SikFUF
NH,
Poli-L-lisin ile i ° Fenoller, anilinler, hidrofil - [25]
degistirilmis silika o N NH bilesikler
tabanli sabit faz tg\/—&\/\/ N, 2
o B
HoN
/Leu‘o CiaHag
Leu o
Surfaktin ile modifiye | o Alkilbenzenler, niikleik Polar bilesikler 54
edilmis silika tabanli _O;Si_(CHZ)—NT \ asitler, nukleozitler, i¢in 2300-11.000
sabit faz —O 21l vel o vitaminler, ksantinler tabaka /m
RO _Glu
“Led
o-d. \
Sl—(CHz)—-l}l %
H
Poli (L-laktik asit) ) ) HaC Alkilbenzenler, PAHIar, - [37]
modifiye edilmis silika “Si (CHy s NH niikleik asitler,nikleozitler,
tabanh sabit faz —0 - 1 O —H vitaminler, ksantinler
4 o i
Amid silika tabanl sabit NH Niikleotidler, niikleozitler,
faz 0 H OH o ?Me HO fitohormonlar, fenoller : [28]
N \/\/Si—-o—
\A/ \O_
(0] HO/
NH»

(Devami bir sonraki sayfada )



Tablo 1 (Devami)

Karma mod RPLC/HILIC sabit fazlar (Zhang ve ark. 2016)

Cg.modifiye edilmis

Sabit faz Yapi Analitler Kolon verimliligi ~ Referans
Q HO,
Steviol glikozid ile HEG _\.\\O_WH Karbonhidratlar, [43]
modifiye edilmis \P\ 0 T\\—0 niikleik asit bazlari, °
silika tabanli sabit faz (H B HO niikleosidler, organik
@o\gi\ﬁs Hoy asitler, glikozitler,
o~ i oligosakaritler,
HO
HO- N N6 /0 7 ~OH
HO & ol
OH
o]
Imidazolin ile modifiye —0 Aromatik bilesikler, [39]
edilmis silis tabanli 0>Si /\/\OW /\/N} vitaminler
sabit faz 0 N
S N—coo
L . OH -
Imidazolium katigtirilmig ol N Benzen homologlart, anilinler.
~a N N . >, ’
O,SI\/\/S\/ \ @/ NVAVAYS nikleozitler, niikleotidler, - [26]

silika tabanl1 hareketsiz
faz

Imidazolium gémiilmiis
N, N-dimetilaminopropil
modifiye silika tabanl
sabit faz

Tricationic IL-modifiye
silika tabanli sabit fazlar

Silfonik azobenzen ile
modifiye edilmis
silika tabanli sabit faz

L-lactate”

sekonder Trichoderma
metabolitleri

Nikleosidler, nikleik asit

bazlar,vitaminler, fenoller,
ikincil Hansfordia sinuosae

metabolitleri

Rd Alkilbenzenler, PAHIar,
nikleozitler ve

INT bazlar, flavonoidler

® \ Me;Benz(VMIm);-NTf,

B | A /\\\/;\/\\

Z

NTI:
®
Q/qﬁ\ Benz(VMIm);-NTf,

@ e °V\u)\n/@w@s°i

Tanaka test karigimi,
steroidler,flavonoidler,
niikleozitler ve bazlar,
ginsenosides

nikleozitler ve
nikleik asit

2 [40]
bazlari igin
35.000-58.000
tabaka/ m

Naftalin i¢in [41]

80.000 tabaka/ m

[47]

(Devami bir sonraki sayfada )



Tablo 1 (Devami)

Karma mod RPLC/HILIC

sabit fazlar (Zhang ve ark. 2016)

Sabit faz Yapi Analitler Kolon verimliligi ~ Referans
Calix [4] aren-tiiretilmis Monostibstitie [42]
Kitosan modifiye silika benzenler, fenoller, -
tabanl sabit faz nikleositler

0 0
OCH; o), o) OCH;
o NH s NH p—
{ iff}——o—&—( CH;),~NH—CH,—( CH)CH; (l_‘,HZ(CHz):‘—CHz—NH—(CHz)s—Si-O—.{\iEié
OCH3 OCH;
Anilin ile modifiye Fenoller, niikleobazlar, [38]
edilmis PGC tabanl karboksilik asitler,
Sabit faz temel ilaclar
Cyg-diol ile modifiyeli Nonsteroidal antienflamatuvar [44]

silika tabanl
sabit faz

ilaglar,Tanaka test karigimi, -
nikleositleri,niikleobazlar,

temel ilaclar, L. japonica

karisimi

OH OH

O/Sli\o/Sli\o/Sli\o/Sli\o
(@) 0] (@) 0]

Cl8-Diol
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J T v | ! T ' |
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Sekil 1. Trichoderma'nin sekonder metabolitlerinin yiiksek polar bileseninin imidazolium ile
gomiilu Cg kolonu tzerinde ayrilmis kromatogramlari (2) ve piyasadan temin edilebilir Csg
kolonu (b)'dan basildi).

Ribodiyozit A nin terminal alkeni, merkapto silika ylizeyine “tiol-en” click
kimyas1 tizerinden tek seferde direkt baglanabilir.Yeni duragan faz, ticari olarak temin
edilebilen diol kolonuna kiyasla daha gii¢lii bir hidrofilik 6zellik goésterdi ve amino
kolonu ile farkli segicilik sergiledi. Gelistirilen yeni fazin 6nemli bir kullanimida
“Lycopus lucidus Turcz”’dan elde edilen oligosakkaritlerin ayristirilmasindaki verimidir.

Son zamanlarda iyonik sivilardan, karma mod RPLC/HILIC sabit fazlari
hazirlamak igin faydalanilmaktadir. Ornegin; (Zhang ve ark. 2011) bes hos aromatik
bilesik ve alt1 suda ¢6ziinen vitaminlerin RPLC/HILIC ayristirmasi i¢in imidazolin tipi
silika temelli sabit faz hazirladilar. Qiao ve grubu merkapto silika yuzeyinde 1-vinil-3-
bdtilimidazolium L-laktatin tek seferde asilanmasiyla yeni bir imidazolium-gomull Cs-

bazli sabit faz hazirladi (Qiao ve ark.2015). Yeni sabit fazin 6nemli uygulamasi,



Trichoderma’nin  ikincil metabolitinin  polarligt  yuksek olan komponentini
ayristirmasidir, ¢linkii bunun iginde biyolojik ¢esitliligi olan aktif maddeler patojenik
bitki mantarlarina antagonize, bakteri ve bocek antagonistigi vardir. Sekil l.a da
goridiigi gibi, gelistirilen siitun kullanildiginda nispeten yiiksek segicilik ve ¢oziiniirliik
ile yaklasik 10 pik gortlebilir. Ancak, ticari olarak bulunan Cg kolonu kullanildiginda
sadece bir ana pik gorildi (sekil 1.b) Sonradan, hem hidrofilik hemde hidrofibik
bilesikleri ayristirmak icin imidazolium gémuli  N,N-dimetilaminopropil ile
fonksiyonalize edilmis silika tabanli sabit fazda hazirlandi. Niikleozidlerin ve nikleik
asit bazlarmin ayrilmasi i¢in gelistirilen kolonun verimliligi 58.000 plaka / m ulast1 (Liu
ve ark. 2015).

En sik kullanilan monokatyonik ILS, dikatyonik ILS, ve trikatyonik ILS iyonik
stvilarin es zamanl olarak iki veya ii¢ pozitif yiikli parcacikla karsilastirildiginda,
anyonik ve katyonik kisimlarin ayarlanmasiyla daha genis bir fizikokimyasal 0zellik
serisine sahip olabilir. Shi ve arkadaglar1 (Qiao ve ark.2015) trikatyonik IL-modifiyeli
silika tabanl1 sabit fazlar hazirlamak icin daha fazla yararlandilar. Ilk 6nce, 1,3,5- {tris
(3-vinilimidazolyum) metil} mesitylenetris (bis (triflorometan) -sulfonimid) ve 1,3,5-
{tris (3-vinilimidazolyum) metil} benzenetris(bis (triflorometan) sulfonimid) iki
asamada sentezlendi. Daha sonra, elde edilen trikatyonik IL'ler merkapto silika
yizeyine dogrudan asilanmistir. Gelistirilen kolonlarin tipik bir uygulamasi
flavonoidlerin ayrilmasidir. Flavonoidler, benzer yapilara sahip genis sayida glikozit ve
seker iceren fenolik anti-oksidanlarin genis bir kategorisidir.Bu nedenle, konvansiyonel
kolonlarla, verimli bigimde ayristirmak oldukga zordur.

Gelistirilen kolonlarla, soya fasllyesinden elde edilen flavonoidlerin
ayristirilmasi yiiksek verimle basarildi. Imidazolium ILS modifiyeli iyonik sivi sabit
fazlarin bilyiik bir avantaji da, imidazolium ILS iyonik sivilar tarafindan saglanan ¢oklu
etkilesimlere bagli olarak yiiksek sekil ve diizlemsel seciciliktir. Ornegin; 6 dakika
icinde o-terfenil, m-terfenil ve trifenilin (R: 3.09 ve 4.35) gelistirilen 1-vinil-3-
batilimidazolium L-laktat ile modifiyeli sabit fazla elde edildi. Ancak, ayni ayristirma
zaman araliginda ticari olarak elde edilen Cg kolonunu kullaninca, o-terfenil ve m-
terfenil/trifenilinin in R degeri m-terfenil ve trifenilin pikleri st isteyken sadece 0,92
idi.(Qiao ve ark. 2015)

Benzen tiirevleri de aym1i zamanda karma mod RPLC/HILIC sabit fazlarm
hazirlamak ig¢in kullanilabilir.(Qiu ve ark.2013) sulfonik azobenzen ile polimerize

olmus silika tabanli sabit bir fazi iki asamada dizayn edip, hazirladilar. Ilk olarak, p -
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[(aminofenil) azo] benzensulfonik asidin 2-izosiyanatoetil metakrilat ile reaksiyona
sokulmasi yoluyla polimerize olabilen siilfonik azobenzen monomeri hazirlandi.
Ardindan, hazirlanan monomer dogrudan merkapto silisin yiizeyine asilandi. Yeni sabit
faz giiclendirilmis RPLC'de steroidlerin ayrilmasi i¢in segicilik gosterdi. Ayrica
HILIC'de niikleotidlerin ve bazlarin basarili bir sekilde ayrilmasi da saglandi.

Lu ve grubu bir kaliks hazirladilar; bu sabit faz, mono-substituted benzenlerin,
fenollerin ve niikleositin ayrilmasi igin aren-tlrevli kitosan-bagl silika tabanli bir sabit
fazdi (Lu ve ark. 2014). Ancak hazirlik prosediirleri biraz zaman alicidir, alt1 asamada
gerceklesir.

(lverson ve ark. 2014). GoOzenekli grafit karbona (PGC) dayanan anilin ile
modifiye edilmis sabit faz hazirlamak i¢in kullanildi. Sekil 2 de gosterildigi gibi, once,
4-nitroanilinin diazonyum tuzu PGC'nin yiizeyi iizerine adsorbe edildi, ardindan PGC
ile kovalent bag olusturmak iizere sodyum borhidrit ile indirgendi. Daha sonra, 4-
nitroanilin, nitro grubu demir tozu ile daha da indirgenerek anilin ile modifiye edilmis
PGC'ye dayal1 sabit faz elde edildi. Anilin gruplarindan PGC matrisine gelistirilen sabit
faz, hem HILIC hemde zayiflamig RPLC tutma 6zelliklerini gostermistir. Yeni kolonun
seciciligi niikleobazlarin ayrilmast igin segiciligi diger 10 HILIC kolonundan farkliydi.
En 6nemlisi, PGC matrisinin yiiksek pH kararliligindan (0-14 pH araliginda bile olsa)
yararlanan gelistirilmis sabit faz, diisiikk pH'da (pH 2,0 gibi) mikemmel dengeleme ile
ayrilmak i¢in kullanilabilir.

Wang  ve ark. (2015) Oktadesil-triklorosilan (OTS) ve
v-glisidoksipropiltrimetoksisilan (GOPS) ile ikili fonksiyonlu olarak Cig ve diol (Cis-
Diol) grubu modifiye edilmis silika bazli faz hazirladilar. Polar eter ve tiyol gruplarinin
eklenmesinden dolayr gelistirilen sabit faz, saf sulu,hareketli fazda calistirildiginda
klasik Cig sabit fazin islanmay1 6nleme O6zelligini engelleyebilir. Bu nedenle, polar
bilesiklerin %100 sulu fazda, yiiksek stabilite ile ayrismasinda kullanilabilir. Ek olarak
dahil edilen diol gruplar artik silanollerin aktivitesini rediiklemeyebilir, bu da temel

analitlerin ayrismasi i¢in pik sekli gelistirir
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NO, NOy
1. MaNO,
A 2. cone. HCI S NaBH,
+ = | S =
. =) 1:1 DMSO! N 30 dk.
= Hzo
MHz *N—/—MN
PGC yiizeyinde adsorbe
MOy edilmis diazonyum tuzu
Kovalent Bag —

L - Olusumu ;T
X » @ o
@ Nitrobenzen Asilanmis

Gozenekli Grafit Karbon

Serbest radikaller

NH;
H:M NH;
Fe, NH,Cl, HCI Ly e o
Etanol o W
Pl L\.. NH
NHg

Anilin Asilanmis Gozenekli Grafit
Karbon Pargaciklar1 = “Anilin-PGC”

Sekil 2. Anilin ile fonksiyonalize edilmis PGC bazli sabit faz hazirlanmasi igin sematik
diyagram.

2.5 RPLC/IEC

IEC siklikla, iyonik bilesiklerin ayristirilmasi i¢in kullanilir. IEC/RPLC 2D-LC
sistemi genis olarak proteom arastirmasinda kullanildi.(Qiao ve ark.2011).Apagik
goruldi ki karma mod sabit fazlarin genis uygulama alanlar1 vardir. Genel olarak,
elektrostatik etkilesimli polar gruplar, RPLC/IEC sabit fazlar1 hazirlamak i¢in RPLC
materyallerinin ylzeyine tutturulur. Gegtigimiz siirede, RPLC/IEC sabit fazlari, RPLC
anyon iceren degisim kromotografi (AEX) ve RPLC katyon degisim kromotografi
(CEX) sabit fazlar tablo 2 deki gibi 6zetlendi.

Imidazol temelli tiirevler, karma tip RPLC/AEX sabit fazlar1 hazirlamak igin
genis bir secici smiftir.(Sun ve ark. 2009) , bir poli (1-alkil imidazol) asilanmis silika
bazli duragan faz tasarladi. Ik olarak, bir terminal trimetoksisilil grubu olan poli (I-alkil
imidazol)u, 1-metilimidazol ile MPS'nin reaksiyonu ile hazirladilar. Daha sonra, elde
edilen poli (1-alkil imidazol) dogrudan silika yiizeyine asilanmistir. Yeni sabit fazin

bariz bir 6zelligi, kalint1 silanoller ve imidazoliin azot atomu arasindaki hidrojen
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baginin olusturulmasi nedeniyle gelistirilmis pik sekli, biiylik sterik engelin yani sira
elde edilebilmesidir. Boylece, silanollerin olumsuz etkisi azaltilabilir. Ayrica gelistirilen
sabit faz, ARC tipinde inorganik anyonlarin ayrilmasi i¢in kullanilabilir. Ayn1 grupta,
inorganik anyonlarin ayrilmasi i¢in benzimidazol ile modifiye edilmis silika bazli sabit
faz hazirlandi ve kolon verimliligi 67.200 tabaka/m ye ulasti.(Sun ve ark.2013)

(Sun ve ark.2014), dikatyonik imidazolium IL ile karma mod RPLC/AEX
duragan fazi hazirlamak i¢in faydalandilar. ilk &nce IL-l,I'-(1,6-heksandiol) bis (I-
vinilimidazolium) bromdr, 1-vinilimidazolin 1,6-dibromoheksan ile reaksiyona
sokulmasi yoluyla sentezlendi. Daha sonra, elde edilen IL dogrudan merkapto silika
yiizeyine asilanmistir. Dikatyonik IL-modifiyeli sabit faz, monokatyonik IL-modifiyeli
sabit faz dan daha fazla etkilesim alan1 sagladigindan arttirilmis ayrisma segiciligi elde
edilmistir. Yeni duragan faz, PAH larin anilinlerin ve organik/inorganik anyonlarin
ayrismasi i¢in basartyla kullanildi.

Karma modlu HPLC / ALEX sabit fazlar hazirlamak i¢in, Calixarene (Zhao ve
ark.2012) tabanli tirevler daha fazla kullamilmistir.(Hu ve ark.2013) 25,27-bis (L-
fenilalanin metil ester-N-karbonilmetoksi)-26,28-dihidroksi-para-tert butilkalsiks [4]
arene modifiyeli silika tabanli sabit faz gelistirdiler. Once, fenilalanin ile stbstitie
edilmis kaliksarenler, L-fenilalanin metil eter hidroklorir ile kaliks [4] aren diasetik asit
klorir reaksiyonu yoluyla sentezlendi. Sonra, elde edilen fenilalanin-substitle
kaliksaren dogrudan aminosilika ylizeyine asilandi. Ticari olarak karsilastirildiginda
piyasada mevcut bulunan Cig kolonuna gore, gelistirilen sabit faz silika ylzeyindeki
artik silanollerin etkili sekilde sinirlandirilmast nedeniyle bazik bilesikler ic¢in
mukemmel simetrik pik sergiledi. Ayrica gelistirilen sabit faz, toz haline getirilmis
bebek mamasi formiiliinde, melamin'in mantar dis1 katki maddesinin hizli ayrilmasi ve
tespiti icin reaktifler veya tampon cozeltisi iyon cifti eklenmeden mobil fazda
kullanilabilir. Ayni grupta, Sekil 3'te gosterildigi gibi hazirlanmis V-sekilli bir bis
(tetraoksa kaliks [2] aren [2] triazin) modifiye edilmis silika bazli sabit fazlar hazirlandi.
Hidrojen baglama, hidrofobik, n-nt ve m-m etkilesimleri gibi ¢oklu mekanizmalar yeni
sabit faz tarafindan tretilebildiginden, alkilbenzenler, benzen tiirevleri, flavonoidler ve
inorganik anyonlar da dahil olmak iizere ¢esitli bilesikler basariyla ayrilabilir. Ayni
zamanda gelistirilen duragan faz da hayvan idrarinda clenbuterol analizi igin
kullanilabilir. Bununla birlikte, gelistirilmis sabit fazin kolon verimliligi, benzen i¢in

11,300 tabaka / m'den biraz daha diisiiktiir.(Hu ve ark.2014)
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Tablo 2

Karma mod RPLC/IEC sabit fazlar (Zhang ve ark 2016)

Sabit faz Yapi Analitler Kolon verimliligi Referans
Poli (1-alilimidazol) —OH PAH, anilinler, fenoller,  PAH'lar igin 56
modifiye edilmis —O-~g /\/\S{CHQ—CW]— inorganik anyonlar 17.400-23.600 L6
silika tabanli sabit faz —07 N\ | n tabaka / m

on °H CH,
I
N
J
N
N
Benzimidazol ile </ PAH'lar, ftalatlar, inorganik [27]
degistirilmis silika tabanli OH N anilinler, fenoller, anyonlar igin
sabit faz —0._1 ) inorganik anyonlar, 51.300-67.200
‘ o‘,Si (CHZ)2 CH, organik anyonlar tabaka / m
Dicationic imidazolium o P 2N~ PAH'lar, anilinler, inorganik [44]
IL modifiye silika tabanh @O/S{VSI\/N\_/N/W\/N@N inorganik anyonlar, anyonlar igin
sabit faz OH 2 2 organik anyonlar 43.700 tabaka / m
Br Br
PHE-Cx4 modifiye silika PAH'lar, anilinler,
tabanli sabit faz fenoller, Tekli siibstitiie - [29]
benzenler, Tanaka test
karigimi, flavonoidler,
fluorokinolonlar, melamin
icinde toz bebek formiil
Cl
A
U - .

S Alkilbenzenler, benzen Benzen igin
V-sekilli bis (tetraoksa N/ . . s [58]
Kaliks [2] aren [2] triazin) " g 3 fﬂg‘?‘éfg:g ':r‘]’)‘/’grflfr';gwan 11,300 tabaka/ m
- modifiye edilmis silik = '
tarl?:nlll Is)e;ebiet: flainw stika i ~0~si N\ _N—¢ N\*O idrarinda clenbuterol

N\*NO S o)
Y
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cl
Decaaza -siklofan 2 kel & Alkilbenzenler, Toluen icin 59
modifiye edilmig N74\/ inorganik anyonlar, ~ 28.000 [59]
Silika tabanls sl it % J\_ it meginde tabaka / m
sabit faz | " _f 5 >7” triazinler
N:'*‘ =—n
HN \(A\\l [/\ P
e T
N- (L0-undesencil) -3 jea| S0 [60]

( -undesenoi )-3-  ica \/\/ Peptitler
aminokuinuklidin
modifiye silika tabanl @

bit faz Sue
sa pKa ~9.9

(Devami bir sonraki sayfada )



Tablo 2 (Devami)
Karma mod RPLC/IEC sabit fazlar (Zhang ve ark 2016)

14

Sabit faz Yap1 Analitler Kolon verimliligi ~ Referans
(@) N-undekanoil-3- .
aminoquinuclidine, o Rf’/WAAX-AQ . ?I;Itt_nﬁlnzenler, - [50]
(b)N- (10-undekanoil) - L e B Zl4> santinier,
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Sabit faz Yap1 Analitler Kolon verimliligi Referans
C18WCX ile Model peptitleri, Etilbenzen 15
modifiye edilmis model proteinlerinin i¢in 55.800 [45]
silika tabanl triptik sindirimleri, tabaka/ m
sabit faz fare beyninin

¢ozlnebilir protein

fraksiyonunun triptik
Oztimleri

COOH COOH COOH
Sl ~0 i\ l Sl e ,Su ~0
O o O
| | | | | 1
SiO,
Model proteinler, - [52]

Cift fonksiyonlu
polimer tabanlt
Sabit faz

OH OH
O\/\/S

OH

v H2N SI\—OOEt

Et

Si
S

OH

toluene

bis(tetraoxacalix[2]arene[2]triazine)

THF, KLCO,, reflux

OH

@) OH
X2
OH

= (Sl —0—Si_ __~_NH,
/

rekombinant insan
interferonu -y

Si —0— S[ﬂ\/\/NH\< \_

NSe=0 Q
O N
BTOSP \K \

Sekil 3. V-sekilli bis (tetraoksa kaliks [2] aren [2] triazin) modifiye edilmis silika tabanli sabit

faz hazirlanmasi i¢in sematik diyagram.
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Ayrica, bir dekaaza-siklofana doniistiiriilmis silika temelli sabit fazlar, ayni

grupta siit numunesindeki triazin tayini i¢in hazirlanmistir. (Hu ve ark.2015)

(Nogueira ve ark.2005), (Lammerhofer ve ark.2011). yiizeyden bagli N-10-
undesenil-3-aminoquinuclidine silika esasli sabit bir faz hazirladilar. Once N- (10-
undesenoil) -3-aminoquinuclidine, 3-aminoquinuclidine baz ile N-10-undecenoic asit
klorid’in reaksiyonu ile sentezlenir. Ardindan, merkapto silika yiizeyine dogrudan
astlanir. Polar amid / siilfid gruplar ile ginuklidinyum halkasinin anyon degistirme
yerinin yakinindaki yiizeyden dolayi, hidrofobik alkil zincirinin eszamanli olarak
verilmesinden karma mod RPLC / AEX ayrimi elde edilebilir. Yeni sabit faz ilk kez yan
iriinleriyle peptitleri ayirmak ve saflagtirmak icin kullanildi. RPLC saflastirma
protokoliine kiyasla yliksek yiikleme kapasitesi ve verim saglandi. Daha sonra, suda ve
yagda ¢Oziinen vitaminlerin (Dabre ve ark.2011). ve sentetik oligonukleotidler
(Zimmermann ve ark.2014) ayrilmast i¢in kullanilmistir. Son zamanlarda, N-
undecenoylated, 3-aminoquinuclidyn'in 3-aminotropan, 2-dimetilaminoetilamin veya N-
butenoil-(2S, 4S, 5R) -2-aminometil-5 -[(2-oktiltio) etil]-ginuoklidiyn’in baglanmasi ile
bir dizi sabit faz daha da hazirlandi.(Limmerhofer ve ark.2008) Yakin tarihli
calismasinda (Yang ve ark.2015) birka¢ yeni sabit faz, merkapto silika yizeyinde N-
undesenil-3-a-aminopropanin immobilizasyonu ile sentezlendi ve bunu takiben tiol-ug
kaplamali (6rnegin allilsulfonik asit ve 3 -butenoik asit) modifiye edilmemis tiollere
doniistiiriildii. Ko-iyonik u¢ kaplamali bu yeni sabit fazlarin en biiyiik avantaji, daha
yumusak eliisyon kosullarinda daha diisiik iyonik kuvvet ile ayrilmaya izin veren asidik
analitlerin cabuk ayrigtirllmasidir. Bu nedenle, kiitle spektrometresi (MS) dedektorti ile

tireleme icin daha uygundur.

Bai ve yardimcilar1 (Zhao ve ark.2015). alkin-azid Huisgen reaksiyonu yoluyla
bir 3-dietilamino-I-propen fonksiyonlu silika bazli sabit faz hazirladilar. Yeni sabit faz,
ticiinciil bir amin ve iki metil grubu igeren bir ligand ile dizayn edildi. Gelistirilen sabit
faz, protein ayrilmasi i¢in kullanildiginda makromolekiillerin analizi i¢in uygunlugunu
gosteren mitkemmel kiitle geri kazanimlar1 ve biyoaktivite sergiledi. Gelistirilen kolon
temelinde, yliksek verimliligi olan model proteinlerin ayrilmasi icin tek bir kolona sahip

yeni bir off-line 2D LC sistemi olusturuldu.
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Jin ve ark.2015 ticari olarak satilan XCharge C8SAX sabit fazi1 kullanarak cis-
trans izomerik antosiyaninleri ayirmistir. Antosiyanin, bir fenolik bilesik grubudur ve bu
fenolik bilesikler, cogu meyve ve sebze igin karakteristik renkleri verirler. Onceki
caligmalar antosiyaninlerin kalp rahatsizligi ve kanser gibi kronik ve dejeneratif
hastaliklarin 6nlenmesi i¢in potansiyel olarak kullanilabilecegini kanitlamistir.(Hou ve
ark.2003). Bununla birlikte, az sayida ¢alisma, dogal iriinlerden izomerik
antosiyaninlerin saflastirilmasi igin etkili oldugu bildirilmistir. XCharge C8SAX sabit
faz uygulayarak, iki yeni antosiyanin cis-trans izomerik antosiyanin giftini igeren alt1 saf
antosiyanin, vahsi Lycium ruthenicum Murr'dan saflastirildi ve kimyasal yapilar ayrica

niikleer manyetik rezonans spektroskopi ve MS ile dogrulandi. En 6nemlisi, bes tanesi
ilk defa bitkiden elde edildi.

Dahasi, karma mod RPLC / CEX sabit fazlar da bildirilmistir. Ornegin, (Zhang
ve ark.2011) tamamen polisajli silika tabanli sabit fazli bir polistiren ag1 hazirladi. Bazi
karboksilik gruplarin daha ileri bir sekilde eklenmesiyle, gelistirilen sabit faz hem
RPLC hem de CEX tutma modlarin1 sergiledi. 43 temel ilacin ayrilmasi igin
kullanildiginda, piyasada bulunan Cis kolona kiyasla ¢ok farkli bir segicilik gézlemlendi
ve ortogonal ayirma i¢in iyi bir adaylik gosterdi. Yeni sabit fazin 6nemli bir 6zelligi,
tamamen bagli polimer ag yapisi, bagli fazin hidrolizini etkili bir sekilde
Onleyebildiginden, yaygin olarak kullanilan silikat bazli  sabit fazlarla

karsilastirildiginda miikemmel stabilitedir.

Cai ve ark.2012 yeni bir RPLC / CEX sabit faz hazirlamak igin ¢ift fonksiyonlu
reaktifler olarak OTS ve 3-siyanopropil triklorosilan kullandilar. Ilk olarak, OTS ve 3-
siyanopropil triklorosilan dogrudan silika ylizeyine asilanmistir. Ardindan, 3-
siyanopropil triklorosilanin siyano grubu, yeni sabit fazi elde etmek i¢in siilfiirik asit
metanol ¢ozeltisi altinda hidrolize edildi. 3-karboksipropil gruplart katyonik degisim
yeri ile yeni duragan faz1 saglayabilirken, oktadesil ligand, yiiksek hidrofobiklige sahip
yeni duragan fazi olusturur. Gelistirilen sabit fazin ilk boyut olarak, sican beyin
orneklerinin ¢oziinebilir protein fraksiyonunun triptik Oziimlerini ayirmak icin bir
cevrim dis1 2D-RPLC / CEX-RPLC sistemi daha imal edildi. Nano-FPLC kolonu

tizerindeki 59 fraksiyonun eliisyon pencereleri Sekil 4'te gosterilmektedir.
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Sekil 4. Nano-RPLC kolonundaki 59 fraksiyonun eltisyon pencereleri. Numuneler 6nce tek boyutlu
Zé/ﬁg:a icin C18WCX kolonuna enjekte edildi ve ayrildi. Fraksiyonlar ayrica RPLC-MS / MS ile analiz
Gelistirilen 2D sisteminin ortogonalitesi, geleneksel 2D-RPLC/RPLC
sisteminden daha iyi performans gosterdi ve 4397 essiz peptidi olan 1031 protein, 100
mikrogram’lik numunelerden basariyla tespit edildi. Yeni kolonun bir potansiyel
faydasi, temel peptitlerin tanimlanmasini iyilestirebilmesidir. Ayrica, poli (glisidil bazl
metakrilat-ko-etilen dimetakrilat) mikrokireciklerine dayanan, cift islevli karma mod
RPLC / CEX sabit faz (Yang ve ark.2015) rekombinant insan interferon-y’nin

inkliizyon cisimlerinden saflastirilmasi i¢in, hazirladilar.

2.6. HILIC/IEC
(Zhu ve ark.1991), HILIC sabit fazinin eszamanli olarak IEC tutma
mekanizmasina sahip oldugunu ilk olarak bulmuglardir. HILIC/IEC kavrami bundan
sonra Onerildi. HILIC/IEC genellikle polar ve hidrofilik bilesiklerin ayrilmasi igin
kullanilir. Geleneksel kromatografi modlarina faydal bir ektir.Yakin zamanda bildirilen
HILIC / IEC sabit fazlar Tablo 3'te 6zetlenmistir.
Yang ve diger yazarlar karma mod HILIC / AEX sabit fazlar hazirlamak i¢in

cesitli calismalar yiiriittiiler. Once, amin-azid Huisgen reaksiyonu (Liu ve ark.2012)
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vasitasiyla azid-silika iizerinde propargilamin'in asilanmasiyla amino ile modifiye
edilmis silika tabanli sabit bir faz imal edildi. Gelistirilen sabit faz basittir ve kolayca
hazirlanabilir. Yeni sabit fazin serbest amino grubu ve triazol halkasi, inorganik
anyonlarin 1yi segicilikle ayrilmasi icin geleneksel amino sabit fazindan daha iyi
performans gosterir. inorganik anyonlarm ayrilmasi ic¢in kolon verimliligi 71.000-
74.000 tabaka/m ulasti. Ayrica kutuplu niikleozidlerin, organik asitlerin ve bazlarin
basarili bir sekilde ayrilmasi da saglandi. Ayn1 grupta, amid ile modifiye edilmis silika
tabanl sabit faz da asparaginin karsilik gelen azido grubuna aktarilmasiyla ve ardindan
ayni usul vasitasiyla alkin silika (zerine baglanarak hazirlandi.(Shen ve ark.2013)

(Qiao ve ark.2014) glukamyum-bazli IL'nin verilmesiyle karma mod HILIC /
AEX sabit fazin hazirlanmas: icin yenilik¢i bir calisma yiiriittii. Once, N,N-dialil-N-
metil-D-glukaminyum bromir, N-metil-D-glukamin'in allil bromid ile reaksiyona
sokulur. Ardindan, hazirlanan IL dogrudan merkapto silika yiizeyine asilanmistir. Yiikli
dordiinciil amonyum grubunun ve glikoz yapisinin varligli, daha once bildirilen
imidazolium tabanli sabit fazlardan daha gii¢lii hidrofiliteye sahip yeni statik hale
getirir. Kolon verimliligi, sitidin i¢in 80.000 tabaka/m ulasti ve 16 flavonoidin,
nlikleozid monofosfatlarin, siklik nikleotidlerin ve nikleozid difosfat karisimindan
nukleotidlerin ayrismasi icin iyi verim elde edildi.

Glutatyon, serbest amino grubu ve iki karboksil grubu iceren dogal olarak
hidrofilik bir tripeptittir. (Shen ve ark.2013) glutatiyonun tiol grubunun ve "tiyol-en"
click kimyasi yoluyla vinil-silika reaksiyonuyla glutatiyon modifiyeli silika tabanli
sabit faz hazirladilar. Yeni sabit fazin Onemli bir uygulamasi, temel
chitooligosakkaritler, noétr fruktosan ve yiksek oranda asidik carrageenan
oligosakaritleri gibi HILIC, CEX veya HILIC / CEX modlarinda karbohidratlarin
yiiksek verimli ayristirilmasidir. Fruktozun ayrilmasi igin tipik kromatogram Sekil 5'te
gosterilmektedir. Polimerizasyon derecesi 2 ila 48 arasinda degisen fruktoz en iyi pik

sekli ile etkin bir sekilde ayrilmistir.

2.7. Diger Tiir sabit Fazlar

Tablo 4'te 6zetlendigi gibi, RPLC / HILIC / AEX, RPLC / AEX / normal faz sivi
kromatografisi (NPLC) ve RPLC / NPLC gibi karma mod sabit fazlarin bazi baska
tiirleri de bildirilmistir.

(Qiu ve ark.2012) yeni bir poli (iyonik sivi) graftlanmis silika tabanli sabit faz

hazirladi. ilk olarak, IL monomeri, 1- (2-akriloiloksiundesil) -3-metil-imidazolyum
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bromiir baslangic maddeleri olarak akriloil klortr ve 11-bromo-1-undekanol ile iki
asamal1 olarak hazirlandi. Ardindan, elde edilen IL dogrudan merkapto silikanin
yiizeyine asilandi. Gelistirilen sabit faz katyonik imidazolium, karboksil grubu ve
hidrofobik alkil zinciri gibi ¢oklu etkilesim bdlgelerine sahip oldugu igin karma mod
RPLC / HILIC / AEX ayrimi elde edilebilir. Diger IL-modifiyeli sabit fazlara benzer
sekilde, yeni sabit faz da daha yiiksek sekil ve diizlemsel se¢icilik gosterdi.

(Li ve ark.2014) bir dendritik polimer modifiye silika (DPS) tabanli sabit faz
hazirladi. DPS sabit faz, 1,4-butandioldiglisidil eter ve anilin ile art arda gelen
aminoepoksi reaksiyonlari ile farkli bir sentez semasi vasitasiyla sentezlendi. Yeni sabit
fazin yinelenen dal birimleri, kuaterner amonyum veya tersiyer amin gruplaria sahip
fenil halkasinin yani sira karma mod RPLC / HILIC / AEX tutma mekanizmalar iireten

polar hidroksil ve eter gruplari gibi gesitli gruplar igerir.

Asidik, bazik ve notr bilesikler RPLC / AEX modlar1 altinda verimli bir sekilde
ayrilmigken, kutuplu niikleobazlar ve niikleozidlerin HILIC modunda iyi bir sekilde

ayrilmasi saglanmaistir.

Cheng ve ark.2013 Sekil 6'da gosterildigi gibi, komplekslesme ve hidrofobik
etkilesim tutma mekanizmalariyla bir fosfat ester-bagl silika (PES) bazli sabit faz
hazirladi. PES sabit fazinin hazirlanmasi i¢in ilk once dietil 2- (3-(trietoksisilil)
propiltio) etilfosfonat, 3 mercaptopropiltrietoksisilanin  dietil vinilfosfonat ile
reaksiyonu sonucu sentezlendi. Ardindan PES sabit fazini elde etmek i¢in dogrudan
silika ylizeyine asilanmigtir. 12 fenoliin yiiksek verimli bir sekilde ayrilmasi igin
basariyla kullanildi ve piyasada bulunan Cig kolonunun Ustindeydi. Ayrica, RPLC ve

HILIC modlarinda 10 niikleobaz ve niikleozidin yiiksek verimlilikte ayrilmasi saglandi.

Kinolinyum IL modifiye silika tabanli sabit fazlar nadiren bildirilmistir.Luo ve
arkadaglar1 [71] RPLC / AEX / NPLC igin bir kinolinyum IL-modifiyeli silika tabanli
sabit faz hazirladilar.Yeni sabit faz, 3-kloropropil-silika yizeyinde kuinolin‘in bir
kademeli immobilizasyonu ile kolaylikla hazirlanabilir. Imidazolium IL modifiye sabit
fazlarla karsilastirildiginda, kinolinyum IL modifiye sabit fazlar daha fazla katyona
sahiptir, bu nedenle daha zayif anyon degisimi ve elektrostatik etkilesimlerle birlikte

daha gii¢lii m-m istifleme etkilesimi saglarlar.
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Karma mod HILICC/IEC sabit fazlar (Zhang ve ark 2016)
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Sabit faz Yap1

Analitler

Kolon verimliligi

Referans

Amino-modifiye edilmis
Silika tabanl
sabit faz

OH
ol

Amid modifiyeli silika
tabanl sabit faz

Glucaminium o 7 /
IL-modifiye silka
tabanli sabit faz

S S S HS
</\ /\) </\+
ltl. Ni\/
CHs CHj
B" B™
H—1—OH H—r—OH
HO—1—H HO—r—H
H—1—OH H——OH
H—+—OH H——OH
CH,0OH CH,OH
HO,

Glutatiyon-modifiye
silika tabanli
sabit faz

Silica Gel

Inorganik anyonlar,
nikleositler, organik
asitler, organik bazlar

Nikleozitler, niikleik
asit bazlar, inorganik
anyonlar

Nikleozitler,stibstitiie
benzoik asitler,
flavonoidler,
nikleotidleri

oligosakkaritler,
model peptitler,
triptik insan
sindirimleri
serum alblimin

71,000-74,000 [35]
tabaka//m

inorganik

anyonlar igin

nikleositler ve [68]
nikleik asit

bazlar1 igin
27,000-35,000

tabaka/ m

Sitidin igin [33]
80.000 tabaka / m

[69]
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Sekil 5. Glutatyon-degistirilmis silika tabanli kolon ile ayrilmis fruktozanin kromatograma.

Gelistirilmis kolon araciligiyla organik bilesikler, PAH'lar ,ftalatlar, parabenler,
fenoller ve anilinler dahil etkili bir sekilde ayrilmistir. Ayrica, musluk suyu ve
siselenmis sudaki anorganik anyonlarin saptanmasi i¢in de kullanilmistir ve bu da
gelistirilen sabit fazin pratik uygulamalar i¢in potansiyel avantajlarini1 gostermektedir.

N-ferrosenil (benzoil) amino asit ester tipik bir ferrosen bilesigidir. Hidrofobik
alkil zinciri, polar fenilalanin ve fenil halka gruplarinin dogal yapilari, onu karma mod
sabit faz hazirlamak i¢in uygun bir organik olarak fonksiyonel reaktdre dontistiiriir.
(Zhou ve ark.2015) RPLC/NPLC igin bir N-ferrosenil (benzoil) amino asit ester ile
modifiye edilmis silika bazli sabit faz hazirlayan ilk kisilerdir. Yeni sabit faz elde etmek
icin sentezlenmis N-ferrosenil (benzoil) amino asit esterleri aminosilika ylizeyine
dogrudan agilanabilir. Asit-baz dengesi, hidrofobik yiik transfer hidrojen baglanmasi, 7t-
n ve dipol-dipol etkilesimleri gibi ¢oklu mekanizmalar yoluyla PAH'lar, aromatik
bilesikler, 5-nitroimidazol ilaglar1 ve fenollerin ayrilmasi i¢in basariyla kullanilmistir.
Gelistirilen sabit fazin O6nemli bir uygulamasi, sebzelerde kalinti organofosforlu

pestisitlerin basaril1 bir sekilde tespit edilmesidir.
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Diger Karma mod sabit fazlar (Zhang ve ark 2016)
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Sabit faz Tutma modlar Yap1 Analitler Kolon verimliligi ~ Referans
Poli (iyonik RPLC/ o ’ PAH'lar, inorganik NOs™ icin 52,000  [34]
sivi) -modifiye - HLIC O:S*/\/\S n . _ anyonlar,niikleositler ~tabaka//m
edilmis Silika  JAEX " d OWW\/\N\@‘,N ve bazlar
tabanli sabit e
faz
i PAH'lar,amidler, niikle - [31]
- E, bazlar,ntkleositler
Dendritik o ¢ =K 0 '
e - &
modifiyeli IAEX —Q
silika tabanli A
sabit faz l \O/H\O Ol‘o\H
EtO EtO
. RPLC/ \ \ _o . o
PES sabit HILIC O—Si AN /\/ P% Alkilbenzenler, fenoller, nikleozitler ve [70]
fazi IAEC ! S \ niikleositler,,niikleobazlar niikleobazlar igin
/ OEt 14.000-70.000
EtO tabaka/ m
PAH'lar, ftalatlar, : .
Quinolinium  RPLC/ 0 CI)H parabenler, fenoller, :n;)r]rgg?lzoa(\)rzloonggo [71]
IL-modifiye ~ AEX @ \S. _ 2 anilin, inorganik tgbaka/ Ym '
silika tabanli  /NPLC O/ '(CH2)3 N @ Cl anyonlar, inorganik
sabit faz Su 6rneklerinde
anyonlar, ftalatlar
plastik maddeler
0 O H OH
. - / W N | o .
N-ferrosenil [~ N 4( >_ \~_-Si—0 PAH'lar, aromatik bilesikler, 5-
(benzoil) amino  RPLC/ @_/‘\ If u‘\ [ nitroimidazol,ilaclar,fenoller, [72]
asit,ester AEX - organofosforlu pestisitler,
modifiye silika  /NPLC _F_e / organofosfor pestisit kalintisi,
tabanli sabit faz @ m sebze 6rnegi
X
( /\/\Si(OEt)3
e UV light 9
(Et0)SiCH,CH,CH,sH + Q~P=0 = gb — 8
< o~ 1methoxybenzoin 0—}:—0
o~
MPTES DEVP
/\/\Si(OEt)3
S EtO
toluene, triethy lamine EtQ ‘P’/O
0-P=0 * @ ' » i’ @ O8I 8T N
i 130°C,20h ! t
Og# EtO

Sekil 6. PES sabit fazinin hazirlanmasi i¢in sematik diyagram. ([70] 'den yeniden basilmustir).
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2.8. Monolitik Temelli Karma Mod Sabit Fazlar

Son zamanlarda, monolitik tabanli karma mod sabit fazlar (Zhou ve
ark.2013,Bassanese ve ark.2014) Tablo 5'te dzetlendigi gibi bildirilmistir.

(Zhang ve ark.2011) RPLC/HILIC/AEX igin bir N-metil imidazolium-
fonksiyonlu silika tabanli monolitik kolon hazirladilar. Ik olarak, tetraetoksisilan
(TMOS) ile metiltrimetoksisilan (MTMS) reaksiyonu ile, 200 um'lik kilcal silika i¢inde
silika tabanli monolitik matris hazirlandi. Daha sonra CPS, trietilamin varliginda
monolit matrisinin iglevsellestirilmesi i¢in kullanildi. Son olarak, yeni sabit fazi elde
etmek icin monolitin yizeyine N-metilimidazol agilanmistir. Gelistirilmis kolonu test
etmek icin alkilbenzenler, PAHIar, inorganik anyonlar, aromatik asitler, nikleotidler ve
fenoller kullanildi. Bununla birlikte, hafif tirmanma pikleri gézlemlediler.

Monomer olarak 4-vinilfenilboronik asit (VPBA) ve gapraz baglayici olarak

pentaeritritoltriakrilat (PETA) ile, poli (4-vinilfenilboronik asit-ko-pentaeritritol
triakrilat) monolitik kolon, tek kademeli in situ kopolimerizasyon reaksiyonu yoluyla
Lin ve arkadaslar tarafindan hazirlanmistir.(Huang ve ark.2012) VPBA'nin monomeri
monolitik kolona hidrofilik ligand, hidrofobik gruplar ve iyon degisimi ve afiniteleri
saglayabilir.
Boylece, yeni kolon, karma mod RPLC / HILIC / CEX / afinite kromatografisi tutma
modlarmi gosterdi ve siitun verimliligi, alkilbenzenlerin ayrilmasi i¢in 100.000 plates/m
ulasti.Fenollerin, niikleobazlarin, anilinlerin ve model proteinlerin ¢oklu etkilesim
mekanizmalarina dayanan esnek segicilikte ayrilmasi i¢in basariyla kullanilmistir.
Gelistirilen kolonun 6nemli bir 6zelligi, borik asit yapisina dayanan cis-diol iceren
bilesiklerin selektif afinitesidir. Ayn1 grupta, glutatiyonla modifiye edilmis silika hibrid
monolitik kolon, TMOS, y-metakriloksipropiltrimetoksisilan (y-MAPS) ve glutatiyon
varliginda tek asamali bir polikondensasyon ve eszamanli "tiol-ene" click kimyasi ile
elde edildi. Gelistirilen kolon karma mod RPLC / HILIC / CEX tutma mekanizmalari
sergiledi. Sigir serum albiiminin triptik 6ziimlerinin ayrilmasi i¢in kullanildiginda, 15
kromatografik pik degeri derece eliisyon ile basarili bir sekilde taninabilir (Lin ve
ark.2014)

Ciplak silis monolit kolon anyon degisimine sahip degildir. Bu nedenle,
anyonlarin ayrilmasi i¢in bu siitunun kullanilmasi zordur. (Ibrahim ve ark.2012) ticari
olarak temin edilebilen ciplak silis monolitik kolonlar1 kaplamak ig¢in katyonik

nanopartikiiller lateks A, lateks B veya lateks C kullanilir. Lateks nanopartikiller,
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karma modda HILIC / ALEX tutma modlarin1 gdsteren ¢iplak silikanin yiizeyinde geri
doniistimsiiz olarak baglanabilir. Asetat, format, bromat, nitrat, tiyosiyanat ve iyodur de
dahil olmak tizere inorganik anyonlarin hizli bir sekilde ayrilmasi, 2.5 dakikada elde
edildi ve kolon verimliligi, 0.85 minimum ¢ozUnurlikte 50.000 tabaka / m'ye ulasti.

(Aydogan ve ark.2015) Etilen dimetakrilat ve 3-kloro-2-
hidroksipropilmetakrilatin in situ polimerizasyonuyla bir polimetakrilat bazli monolitik
kolon gelistirdi, ardindan N, N-dimetil-N-dodesilamin ile daha da fonksiyonellestirildi.
Gelistirilen siitun hem hidrofobik alkil gruplarin1 hem de iyonlasabilir amin gruplarini
icerir. Boylece, alkil-benzenlerin, fenollerin ve inorganik anyonlarin karma mod RPLC /
AEX de aynstirmasi saglandi. Fonksiyonel monomer gibi pentafluorobenzil
imidazolyum bromir ile (POSSMA) siibstitiie edilmis bir ¢ok-yuzli oligomerik
silseskioksan metakril capraz baglayict olarak, bir pentafluorobenzil imidazolyum bazli
hibrid monolitik kolon Xu ve ark. tarafindan hazirlandi. Hazirlanan yeni kolon,
pentafluorobenzil grubu ile halojenlenmis bilesikler arasindaki spesifik etkilesimler
(iyon-dipol ve dipol-dipol gibi) nedeniyle halojenli bilesiklerin ayrilmasi i¢in uygundur
(Shan ve ark.2015)

Fonksiyonel monomerler olarak n-oktiltrimetoksisilan (Cs-TMOS) ve
vinilfosfonik asit ile, tek adimli bir polikondensasyon ve eszamanli olarak “Tiyol-ene”
klik kimyas1 ayrica TMOS ve MPS ile es zamanl reaksiyonla Cg / PO(OH): silika
hibrid monolitik kolon hazirlamak i¢in kullanildi. Hazirlanan kolon, RPLC / CEX tutma
Ozelliklerine sahiptir. Yeni sabit fazin 6nemli uygulamasi, gibberellinlerin etkili bir
sekilde belirlenmesidir. Piring yapraklarinda kimyasal tirevlendirme ile pipet ucu kati
faz ekstraksiyonu ve MS tespiti birlestirilerek, alt1 endojen giberellin basarili bir sekilde
saptand1 ve sadece 5 mg Ol¢ilildii. MRM kromatogramlari ile piring yapraklarinda 5 mg
tespit edilen endojen gibberellinler Sekil 7'de gosterilmistir. (Zhang ve ark.2015)
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Sabit faz Tutma modlari Yap1 Analitler Kolon verimliligi Referans
N-metil- RPLC/ Si O\ /OMe Alkilbenzenler, - [75]
|m|d§golyum HILIC /Si AN PAH'lar, inorganik
modifiye IAEX Si—— O \/\/N N——CI anyonlar, aromatik
silika tabanlt \ / cl asitler, niikleotitler,
monolitik fenoller
kolon

HO._ _OH
B
Poli (4- RPLC/HILIC Alkilbenzenler, Alkilbenzenler igin — [76]
i . 43.000-100.000
vinilfenilboron /CEX/Afinite fenoller, tabaka/ m
ik asit kromatografi niikleobazlar,
pentaeritritol anilin, model
triakrilat) proteinler
monolitik
sutun 5
o]
5 M@B\
° OH
(o]
Q
Ho™ > ~oH
% o0
Glutatyon RPLC/ ' ./
degisti{il HILIC — Si——nnn 0 Alkilbenzenler, Alkilbenzenler igin [77]
mis silika JCEX \O NH, fenoller, amidler,anilin, 80.000-124.000
hibrid : HN nikleotidler, model tabaka / m
monolitik COOH peptitler, sigirlarin
stitun triptik sindirimleri
o H/\COOH serum albiimin
+ + + . ; ;
Latekskapll  HILIC & inorganik anyonlar  inorganik [78]
silika tabanl JAEX R3N NRB R3N NR3 anyonlar igin
monolitik 13.000-50.000
sutun + ﬁ R + ﬁ R tabaka / m
R;N R 3 R;N R 3
NR; NR,
o 0 0O

(Devamu bir sonraki sayfada )
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Tablo 5( devami)

Monolitik tabanli Karma mod sabit fazlar (Zhang ve ark 2016)

Sabit faz Tutma modlari Yap1 Analitler Kolon verimliligi Referans
o .
N, N-dimetil-  RPLC/ ‘ . Alkilbenzenler, inorganik [79]
N-dodesilamin ~ AEX 0 N fenoller, inorganik anyonlar igin
modifiye < anyonlar 23.000 tabaka/ m
monolitik o
kolon

Pentafluoro - RPLC
benzil |AEX
imidazolyum

bromir

modifiye hibrit
monolitik

sutun

Alkilbenzenler, Alkilbenzenler igin [80]
PAH'lar, niikleositler, 72.000 tabaka / m
Halojen bilesikler

>
@

(o]
-
I
M

@

©)

z
-

T
m‘d\
M mm

.

Cs/ PO (OH), RPLC
modifiye silika ICEX

i_/\/\/\/ Alkilbenzenler,
: [81]

sitokininler, Toluen igin

Hibrid piring 141.000 tabaka/ m
monolitik yapraklarinda
sutun

Go HO,QH gibberellins
S P,
¢ g \/ V%

Sekil 7. Tespit edilen C8 / PO (OH) 2-silika hibrid monolitik kolon araciligiyla 5 mg piring

yapraklarinda saptanan endojen gibberellinlerin MRM kromatogramlari.

Bu calismada, yeni gelistirilen karma modlu sabit fazlar sistematik olarak
Ozetlenmistir. Kiiresel silika, karma modlu sabit fazlarin hazirlanmasi i¢in en yaygin
kullanilan matristir. Organik olarak birden fazla modifikasyon ile farkli 6zelliklerde
fonksiyonellestirilmis reaktifler, karma mod RPLC / HILIC, RPLC / IEC (RPLC / AEX,
RPLC / CEX), HILIC / IEC (HILIC /AEX, HILIC / CEX), RPLC / HILIC / AEX,
RPLC / AEX / NPLC ve RPLC / NPLC sabit fazlar hazirlandi. Gelistirilen sabit
fazlarin kolon verimliligi 130.000 tabaka / m'ye ulasti ve hem kiigiik molekiillerin hem

de makromolekiillerin basarili bir sekilde ayrilmasi saglandi.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Reaktifler ve Materyaller

Dolgu maddelerinin sentezinde kullanilan kiiresel silika jel (Lichrospher Si 60, 5
pm, 60 A, 700 ng'l) Merck firmasindan satin alindi. HPLC’de kullanilan ¢oziiciiler
“HPLC grade” olup Merck firmasindan satin alindi. Bos HPLC kolonlar1 paslanmaz
celik olup Kalite Sistem Merieux Nutrisciences (Istanbul, Turkey) frimasindan ticretsiz
temin edilmisir. Sentezde kullanilan tiim reaktifler “reagent grade” olup baska herhangi
bir saflagtirma teknigine tabi tutulmamistir. IR spektrumlart Mattson 1000 FTIR
spektrometre cihazi ile kaydedilmistir. Elemental analizi Thermo Scientific FLASH
2000 cihaz1 ile dl¢iilmiistiir. Saf su Millipore Milli-Q water system ile elde edilmistir.
SEM gériintiileri LEO EVO 40 model instrument (Inonii University, SEM Laboratory)
ile alinmistir. Kati faz 3C NMR spektrumlari Bruker Superconducting FT.NMR
Spectrometer Avance TM 300 MHz WB cihaz1 (Middle East Technical University,
Central laboratory, Solid state NMR laboratory) ile kayit edilmistir. *H (400 MHz) ve
13C (100 MHz) NMR spektrumlar1 Bruker DPX-400 High Performance Digital FT-
NMR Spectrometer (Dicle University, Faculty of Science, NMR Laboratory) ile kayit
edilmistir. Yizel karakteristigi nitrojen adsorbsiyon metodu ile 67 K sicakliginda,
Micromeritics, ASAP 2020 cihazi ile 6l¢tilmiistiir. The BET yiizey alanlar1 (Sger), total
pore volume (V) ve pore-size dagilimi Quantachrome software kullanilarak hesaplandi.
Kromatografi calismalar1 i¢in Agilent 1260 HPLC (Agilent, Waldbronn, Germany)

sistemi kullanildi. .

3.2. Kolonlarin Paketlenmesi

Bos HPLC kolonu (250 x 4.6 mm, paslanmaz ¢elik) Ile-PBA-Mix and lle-AA-
Mix sabit fazlari ile bulamag paketleme yontemi ile 500 bar basing altinda dolduruldu.
Paketleme islemi icin her sabit fazdan yaklagik 3.5 g kolona dolduruldu. Kolon
doldurma ¢Ozucusl olarak Ethanol (EtOH) kullanildi. Toplam 4 gr madde EtOH ile
bulamag haline getildikten sonra 5 dakika ultrasik banyoda sonike edildi. Daha sonra da
bu bulama¢ bos kolona 500 bar basi¢ altinda dolduruldu. Son olarak, hazirlanan
kolonlar EtOH ile bezlayn ¢izgisi tamamen diizelinceye kadar sartlandi. Sartlanma
islemine 3 saat su, 1 saat su: ACN (50:50) ve 1 saat ACN ile 0.5 mL/dk sabit akis

hizinda devam edildi. Hazirlanan kolonlarin ¢esitli 6zellikleri Tablo 6’da verilmistir.



Tablo 6. the lle-PBA-Mix ve lle-AA-Mix kolonlarinin gesitli 6zellikleri
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Ozellik Ile-PBA-Mix Ile-AA-Mix

En yiiksek ¢alisilabilir basing 500 bar 500 bar

Max. Akis hizt: 100% EtOH 2,3 ml/dk 1,8 ml/dk

Max. Akis hizi: EtOH/Su:50/50 | 1,3 ml/dk 1,2 ml/dk

Max. Akis hizt: 100% Su 3,7 ml/dk 2,5 ml/dk

Max. Akis hizi: S/ACN:50/50 | 5 ml/dk (450 bar) 3,1 ml/dk

Max. Akis hizi: 100% ACN 5 ml/dk (300 bar) 5 ml/dk (320 bar)
?Bagli karbon orani % 4,59 % 13,74

LxL.D. 250 cm x 4.6 mm 250 cm x 4.6 mm
Yiizey baglanma miktari 0,17 mmol/gr 0.,50 mmol/gr
Aktif fonksiyonel gruplar Amid, fenil, alkil Amid, fenil, alkil
SPartikiil boyutu 5pum 5pum

3Gozenek biiyiikligii 60 °A 60 °A

4Yiizey alani 626 m? gt 659 m? gt

4 Toplam gozenek hacmi 0,64 cm® gt 0,66 cm® g
Caligilabilir pH aralig1 2,5-8.5 2,5-9.00
Kromatografi modu Karma mod:RPLC/HILIC | HILIC

L Max. Akis hizi 500 bar ve 20 °C deki akis hizidir.

% Element analizi ile 6lciild

8: Modifiye olmamus silika jel firmasimin verdigi bilgilere dayanmaktadir.

4: BET analizi sonu¢larina dayanmaktadir.

3.3. Sentez

3.3.1. N-boc-lle-PBA’nin sentezi

Disikloheksilkarbodiimide (DCC, 3.03 g, 14.7 mmol) CH.Cl, (10 mL)’da
¢ozildu ve N-Boc-izol6zin (3.05 g, 13.4 mmol), 4-fenilbdtilamin (2 g, 13.4 mmol) ve
HOBT (2.18 g, 16.1 mmol)’in CH2Cl2 (200 mL) ve 0 °C’deki ¢ozeltisine eklendi. Oda

sartlarinda 24 saat karistirildiktan sonra, karisim sirastyla CH2Cl> (30 mL x 2), 0.1 N
HCI (10 mL) ve su (20 mL x 2) ile ekstrakte edildi. Organik faz Na>SOa Uzerinde
kurutuldu, suzuldi ve evapore edildi. Residii kolon kromatografi ile silika jel lizerinde
saflastirildi. (H : EtOAc = 7 : 1, Rf: 0.45). Beyaz katilar elde edildi. Uriin: 4.01 g, 88 %.
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En: 90-92 °C. IR v (cm™); 3336 (NH, karbamat), 3306 (NH, amid), 3082 (Ar-H), 3027
(Ar-H), 1680 (C=0, karbamat), 1655 (C=0, amid), 1246 (C-O-C), 1174 (C-N-C). H
NMR (CDCls): & (ppm); 0.89-0.95 (m, 6H), 1.05-1.21 (m, 1H), 1.44 (s, 9H), 1.45-1.90
(m, 6H), 2.64 (t, 2H), 3.20-3.45 (m, 2H), 3.87-3.91 (dd, 1H), 5.08 (bs, 1H), 6.08 (bs,
1H), 7.18-7.31 (m, 5H, AB sistem). 3C NMR (CDCls): & (ppm); 11.39, 15.60, 24.77,
28.31, 28.63, 29.14, 35.45, 37.09, 39.22, 59.46, 79.85, 125.81, 128.34, 128.38, 155.87,
171.56.

3.3.2. lle-PBA’n1n sentezi : boc grubunun uzaklastirilmasi

TFA / AcOH (1:1) (14 mL), N-boc-ile-PBA (3.0 g, 8.3 mmol)’in CH2Cl> (30
mL) at 0 °C’deki ¢Ozeltisine eklenir. 24 saat oda sartlarinda karistirildiktan sonra,
¢ozicl ugurulur ve pH 9-10 civar olana kadar 1 N KOH ¢ozeltisi eklenir. Daha sonra
sulu karistm CH2Cl, (30 mL x 3) ile ekstrakte edildi. Organik faz 0.1 N HCI (10 mL)
saf su (30 mL x 2) ile yikandi, Na>SO4 izerinde kurutuldu, suzildi ve evapore edildi.
Saf ile-PBA viskoz yag seklinde elde edildi (liriin TLC ile takip edildi). H : EtOAc =7 :
1 ¢oziicli karisimi ile Rf =0, EtOAc/ TEA =1 : 2 : 0.2 ¢oziicii karisimi ile Rf = 0.25 H
olarak hesaplandi. Verim: 1.96 gr, %95.

3.3.3. lle-PBA-DMO’nun sentezi

Ile-PBA (8.5 mmol, 2.24 g)’nin MeOH(20 mL)’daki ¢ozeltisine dimetilokzalat
(18.24 mmol, 2.06 g)’mn MeOH (15 mL)’daki ¢ozeltisi ilave edildi. Argon atmosferinde
24 saat oda sicakliginda karistirildiktan sonra ¢oziicii evapore edildi ve madde silika
uzerinde(PE:EtOAc =2 : 1) kolon kromatografisiyle saflastirildi ve beyaz kati maddeler
elde edildi. 2.51 g madde elde edilmis olup verim %84 tiir. E.N: 94-95. IR v (cm™);
3296 (sb, H-N iki amid), 3086 (Ar-H), 3028 (Ar-H), 1759 (C=0, ester), 1675 (NH,
amid), 1644 (NH, amid), 1261 (C-O-C, ester), 1211 (C-N-C, amid), 1175 (C-N-C,
amide). *H NMR (CDCls): & (ppm); 0.91-0.97 (m, 6H), 1.1-1.22 (m, 1H), 1.52-2.00 (m,
6H), 2.64 (dd, 2H), 3.20-3.40 (m, 2H), 4.19 (s, 3H), 4.21 (dd, 1H), 5.91 (t, 1H), 7.16-
7.32 (m, 5H, AB sistem), 7.62 (d, 1H). *C NMR (CDCls): & (ppm); 11.13, 15.38,
24.97, 28.62, 28.98, 35.40, 37.29, 39.47, 53.70, 58.71, 125.87, 128.38, 141.94, 156.17,
160.42, 169.67.
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3.3.4. Dolgu Maddesinin Hazirlanmasi (lle-PBA-Mix)

lle-PBA-DMO (0.8 g, 2.4 mmol) ve 3-aminopropyltrimethoxysilane (0.54 mL,
3.12 mmol) karisgtminin MeOH (30 mL)’deki c¢ozeltisi 24 saat oda sicakliginda
karistirtldi. Karistm  + 4 °C’ye sogutuldu ve ¢oken beyaz katilar soguk MeOH ile
yikandi, siiziildii ve evapore edildi. 0.82 gr Pre-lle-PBA-mix. elde edilmis olup verim %
67. EN: 220-250 °C araliginda bozunmaktadir. Daha sonra, 0.2 gr Pre-lle-PBA-Mix 130
°C’de toluene (20 mL) ve DMSO (3 mL) karisiminda ¢6zildi ve Spherical silica jel (2
gr) bu karigima ilave edildi. 130 °C de 48 saat karistirildiktan sonra, karigim siiziildii ve
yeni dolgu maddesi sirasiyla toluen (10 mL), CHCls (20 mL), ETOH (20 mL), EtOH :
EtOAc (1:1, 20 mL) ve aseton (30 mL) ile yikandi. Elde edilen beyaz dolgu maddesi 90
°C’de vakum altinda evaporatérde toplam 20 saat boyunca kurutuldu ve yeni dolgu
maddesi Ile-PBA-Mix elde edildi. Elementel analiz: C 4.58, H 0.71, N 0.67 (0.17 mmol

of loaded ligand / g SP. Yeni fazin karakterizasyonu sonraki boliimlerde verilmistir.

3.3.5. N-boc-lle-AA’nin Sentezi

Dicyclohexylcarbodiimide (DCC, 3.03 g, 14.7 mmol)’in CH2Cl, (10 mL)’deki
¢ozeltisi 0 °C’de CH2Cl, (200 mL)’de karismakta olan N-Boc-isoleucine (3.05 g, 13.4
mmol), 4-phenylbutylamine (2.10 g, 13.4 mmol) ve HOBT (2.18 g, 16.1 mmol)
cozeltisine ilave edildi. 24 saat oda sicakliginda karistirildiktan sonra, karisim siiziildii
ve sirastyla 1 N HCI (100 X2 mL ), %5 NaHCO3 (10 mL) ve su (10 mL)ile ekstrakte
edildi. Ekstrakt Na>,SOg ile kurutuldu, stizuldi, evapore edildi ve 4.70 g saf beyaz kati
N-boc-ile-AA elde edildi (H:EtOAc = 3:1 ile TLC: Rf =0.32 ). Verim: %99. EN: 158-
159 °C. IR v (cm™); 3335 and 3309 (Amide N-H), 3201 (karbamat N-H), 3063 (Ar-H),
1679 (karbamat C=0), 1665 (amid C=0), 1612 (amid C=0), 1310 (karbamat C-O-C),
1240 (karbamat C-N-C), 1170 (amid C-N-C). *H NMR (CDCls): & (ppm); 0.89 (t, 3H),
0.98 (d, 3H), 1.10-1.30 (m, 1H), 1.44 (s, 9H), 1.50-1.70 (m, 1H), 1.80-2.00 (m, 1H),
2.01 (s, 3H), 4.17 (s, 1H), 5.52 (d, 1H), 7.11-7.19 (m, 2H), 7.34 (m, 1H), 7.53 (m, 1H),
8.07 (s, 1H), 8.91 (s, 1H). !3C NMR (CDCls): § (ppm); 11.12, 15.57, 24.38, 24.89,
28.35, 37.20, 60.12, 80.27, 11.87, 115.88, 116.30, 129.19, 138.03, 138.43, 156.44,
169.06, 171.09.
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3.3.6. lle-AA’nin Sentezi: Boc- grubunun uzaklastiriimasi

TFA/AcCOH (1:1) (14 mL) 1 (3.0 g, 8.3 mmol)’in CH2Cl> (30 mL)’deki
cozeltisine 0 °C’de ilave edildi. 24 saat oda sicakliginda karistirildiktan sonra ¢oziicii
evapore edildi ve ortama 1 N KOH ilave edilerek ortamin pH’1 9-10 ‘a ayarlandi.
Karisim CH2Cl2 (30 mLx3), 0.1 N HCI (10 mL) ve su (30 mLx2) ile ekstrakte edildi,
Na>SO; ile kurutuldu, siiziildii ve evapore edilerek 2.05 g saf viskoz yagimsi bir madde
olan 2 elde edildi ( TLC ile takip edilerek). H:EtOAc = 3:1 ile Rf = 0, H:EtOAC/TEA =
1:2:0.2 ile Rf=0.25. Verim: % 99.
3.3.7. lle-AA-DMO’nun Sentezi

Dimethyloxalate (18.24 mmol, 2.06 g)’in MeOH (15 mL)’deki ¢ozeltisine Ile-
AA (8.5 mmol, 2.13 g)’'nin MeOH (20 mL)’deki ¢ozeltisi ilave edildi. Argon atmosferi
altinda oda sicakliginda 24 saat karistirildiktan sonra, ¢oziicii evapore edildi ve olusan
madde silika jel Gzerinde kolon kromatografisiyle (PE:EtOAc = 2:1)saflastirildi, 2.29 g
beyaz kat1 3 elde edildi. Verim : %80. EN: 168-169. IR v (cm™); 3275 (sh, H-N iki
amid), 3074 (Ar-H), 3042 (Ar-H), 1754 (C=0, ester), 1656 (NH, amid), 1619 (NH,
amid), 1209 (C-O-C, ester), 1175 (C-N-C, amid), 1175 (C-N-C, amid). *H NMR
(CDCl3): 6 (ppm);0.83-1.00 (m, 6H), 1.10-1.27 (m, 1H), 1.45-1.68 (m, 1H), 1.90-2.11
(m, 1H), 2.15 (s, 3H), 3.89 (s, 3H), 4.59 (d, 1H), 7.14-7.40 (m, 3H), 7.71 (s, 1H), 8.03
(d, 1H), 8.27 (s, 1H), 9.27 (s, 1H) *C NMR (CDClz): & (ppm); 11.08, 15.38, 24.37,
24.79, 37.81, 53.76, 59.30, 112.19, 116.30, 116.50, 129.31, 137.97, 138.46, 156.61,
160.61, 169.14, 169.46.
3.3.8. Dolgu Maddesinin Hazirlanmasi (Ile-AA-Mix)

3 (1 g, 3 mmol) ve 3- aminopropyltrimethoxysilane (0.5 g, 2.8 mmol) karigiminin
MeOH (30 mL)’deki ¢ozeltisi 24 saat oda sicakliginda karistirildi. Karisim + 4 °C’ye
sogutuldu ve ¢oken beyaz katilar soguk MeOH ile yikandi, siiziildii ve evapore edildi.
1.2 gr 5 elde edilmis olup verim % 80. EN: 230-250 °C araliginda bozunmaktadir.(IR
spektrumu sekil 10’da verilmistir). Daha sonra, 0.4 gr 5 130 °C’de toluene (30 mL) ve
DMSO (10 mL) karistminda ¢6ziildii ve Spherical silica gel (2 gr) bu karigima ilave
edildi. 130 °C’de 48 saat karistirildiktan sonra, karisim siiziildii ve yeni dolgu maddesi
sirastyla toluene (10 mL), CHCIs (20 mL), ETOH (20 mL), EtOH : EtOAc (1:1, 20 mL)
ve aseton (30 mL) ile yikandi. Elde edilen beyaz dolgu maddesi 90 °C’de vakum altinda
evaporatorde toplam 20 saat boyunca kurutuldu ve yeni dolgu maddesi lle-AA-Mix elde
edildi. Elemental analiz: C 13.74, H 2.29, N 2.05 (0.50 ligand / g SP.)
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Yeni Bilesiklerin ve Dolgu Maddelerinin Sentezi

Silica jel tabanli amid tiirevi yeni multifonksiyonlu dolgu maddesinin sentezi
Sekil 8 ve 9°da verilmektedir. Bu dolgu maddesi polar grup olarak ¢ ya da dort amid
grubu, apolar grup olarak alifatik ve aromatik gruplar icermektedir. Bu yuzden, bu
dolgu maddesinin polar, orta polarlikta, zayif polar ve apolar bilesiklerle iyi

etkilesebilmesi beklenmektedir.

erim: %95 HN
verim: % 88 el ° lle-PBA

0 i m A/\/Q
boc-NH tow N boc-NH
OH 2
PBA

N-boc-lle-OH
i J verim: %84

o 4 9 o)
N /\\\(N Nw v Pl
S /o +
cros’ M i H H,N S{~OMe oL N Hw
OMe ji
verim: %67
0" “ome

Pre-lle-PBA-Mix

E
Sy gf O

lle-PBA-Mix
stationary phase

lle-PBA-DMO

Sekil 8. Sartlar; i, DCC, HOBT, dry CHzCl,, 0 °C-then r.t., 24h. ii, TFA/ dry CH,Cls, 0
OC-then r.t., 24h; iii, Dimethyloxalate/MeOH, r.t, 24 h.; iv, MeOH, r.t, 24 h; v,
Spherical silica gel, toluene-DMSO(7:1), 130 °C, 48 h

Ile-PBA-Mix dolgu maddesi 5 basamakta sentezlendi. Ik basamakta, N-Boc-
ile-PBA N-boc-isoleucine’nin 4-phenylbuthylamine ile reaksiyonuyla % 88 verimle
elde edildi. N-boc-ile-PBA’nin boc grubunun uzaklastirilmasiyla % 95 verim ile saf ile-
PBA elde edildi. Primer amin grubu c¢ok hizli bozundugu ig¢in spektroskopik veri

alinmadan bir sonraki basamakta hemen kullanildi. Ile-PBA’nin dimethyloxalate’in iki
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kat1 ile reaksiyonu sonucu % 84 verim ile lle-PBA-DMO elde edildi. lle-PBA-
DMO’nun 3-aminopropyltrimethoxysilane ile reaksiyonundan % 67 verim ile Pre-lle-
PBA-Mix elde edildi. Bu son ligand HPLC Kkalitesindeki spherical silica gel ile
etkilestirilerek yeni bir dolgu maddesi olan Ile-PBA-Mix elde edildi. Boylece, L-
isoleucine amino asidinden yola ¢ikilarak bes tane yeni amid bilesigi ve yeni bir silika

tabanli dolgu maddesi basarili bir sekilde sentezlendi.

NH, _
o ' /)\ilz o
+ Q yield: 90% )K )K
boc-NH OH )K yield: 95% H,N N N
N H H
N

N-boc-lle-OH

boc-lle-AA lle-AA
iii l yield: 84%
[e}
)K Y HNTUsi—ome  + o N N N
cros’ OMe i“ H H
yield: 67% 07 “oMe 3
Pre-lle-AA-Mix
lle-AA-DMO

j .
e o

lle-AA-Mix
sabit faz

Sekil 9. Kogullar; i, DCC, HOBT, dry CH2Cl,, 0 °C-then r.t., 24h. ii, TFA/ dry CHCly,
0 °C-then r.t., 24h; iii, Dimethyloxalate/MeOH, r.t, 24 h.; iv, MeOH, r.t., 24 h; v,
Spherical silica gel, toluene-DMSO(7:1), 130 °C, 48 h

Yeni dolgu mddesi lle-AA-Mix bes basamakta sentezlendi (Sekil 9) Ilk
basamakta boc-lle-AA  bilesigi  N-boc-isoleucine’nin ~ 3-aminoacetanilid ile
reaksiyonuyla herhangi diger saflastirma tekniklerine gerek kalmaksizin % 92 verimle
elde edildi. Bu bilesigin koruyucu grubu boc’un uzaklastirilmasini takiben sadece work-
up islemi uygulanarak % 99 verim ile saf Ile-AA elde edildi. lle-AA’nin
dimethyloxalate’in iki kat1 ile reaksiyonu sonucu % 80 verimle lle-AA-DMO elde
edildi. Bunun 3-aminopropyltrimethoxysilane ile etkilesmesiyle % 67 verim ile Pre-lle-
AA-Mix elde edildi. Bu son ligand HPLC Kkalitesindeki spherical silica gel ile
etkilestirilerek yeni bir dolgu maddesi olan ile-AA-Mix elde edildi.
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4.2. Dolgu Maddelerinin Karakterizasyonu

Elementel bilesimini 06lgmek ve sentez prosesinin tekrar edilebilirligini
degerlendirmek i¢in her iki dolgu maddesi de ayn1 miktarda materyaller kullanarak ayni
sartlar altinda {i¢ ayr1 boliimde es zamanli olarak sentezlendi. Bunlar parga 1, parga 2 ve
par¢a 3 olarak adlandirildi. Ug parga igin elementel analiz hesaplandi. Tablo 7 ‘de
goriildiigii gibi lle-PBA-Mix ve lle-AA-Mix’in her ii¢ pargasinin azot icerigi arasinda
onemli bir farklilik yoktur. Ortalama azot igeriginden hesaplanan Ile-PBA-Mix dolgu
maddesinin yiizey konsantrasyonu 0.17 mmol g™ lle-AA-Mix’in de 0.5 mmol golarak
hesaplandi. Her iki sabit fazin sentez prosesinin tekrar edilebilirliginin doyurucu

oldugunu agikga gosterdi.

Tablo 7. Serbest silica ve lle-PBA-Mix ve lle-AA-Mix’in {i¢ par¢asinin elementel

analiz sonuglari

Elementel Analiz Sonuglari(%) C H N

Serbest Silica 0 0.04. 0

lle-PBA-Mix parga-1 4.69 0.77 0.72
lle-PBA-Mix parga-2 4.58 0.71 0.67
lle-PBA-Mix parca-3 4.52 0.73 0.66
Ortalama 4.59 0.74 0.68
lle-AA-Mix Parga-1 13.84 2.38 2.10
lle-AA-Mix Parga-2 13.77 2.22 2.04
Ile-AA-Mix Parca-3 13.65 2.27 2.01
Ortalama 13.74 2.29 2.05

Sekil 10 sirasiyla Ile-PBA-Mix (A) ve serbest silika (B)’nin IR spektrumunu Ile-
PBA-Mix (C)’in kat1 faz *C NMR spektrumunu gostermektedir. B spektrumundaki
3600-3200 cm™ arasindaki bant silanol grubu O-H titresimine aittir. Bu bant A
spektrumunda goriildiigii gibi silikanin modifikasyonundan sonra kaybolmaktadir.
flaveten B spektrumunda yaklasik 959 cm™’deki bant serbest silanol gruplarini
gostermektedir. A spektrumunda bu bant ¢ok daha kii¢lilmiistiir. Bu silokanin modifiye
oldugunu ve silanol kalintilarinin ¢ok biiyiik oranda azaldigin1 kanitlamaktadir. 2924
cm? ve 2867 cm? ‘de cikan pikler C-H (CH2, CH) gerilimine aittir. Ayrica A
spektrumunda 2338, 2089, 1672 ve 1519 cm™’de birgok yeni pikler goriilmektedir.
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Sekil 10. lle-PBA-Mix (A) ve serbest silika (B)’nin IR spektrumu, Ile-PBA-Mix (C) ve
lle-AA-Mix (D)’in kat1 faz 3C NMR spektrumu
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Blank Silica
Single point surface area at p/p* = 0,300000000: 727,14%4 m*ig
BET Surface Area: T37.6779 mg
Langmuir Surface Area: 2.853,8936 miig
t-Piot External Surface Area: 785,2042 m*/g

BJH Adsorption cumulative surface area of pores
between 1,7000 nm and 00,0000 nm width: 720498 m%g

BJH Desorption cumulative surface area of pores
between 1,7000 nm and 300,0000 nm width: £05,2653 m*g

Pore Volume
Single point adsorption total pore volume of pores
less than 40,3122 nm width at pip* = 0,950000000: 0,755752 cm’lg

Single point desorption total pore volume of pores
less than 40,3122 nm width at p/p* = 0,950000000: 0,756553 cv’ig

-Piot micropore volume: -0,025734 cm¥ig

BJH Adsorption cumutative volume of pores
bétween 1,7000 nm and 200,0000 nm wigth: 0,725277 cnv'ig

BJH Desorption cumulative volume of pores
between 1,7000 nm and 300.0000 nm width: 0,752703 cm/g
Pore Size
Adsorption average pore dameter (4V/A by BET). 4,09801 nm
Desorption average pore gameter (4V/A by BET). 4,10235 nm
BJH Adsorption average pore width (4V/A). 4,0265 nm
BJH Desorption average pore width (4V/A): 37389 nm

Tle-PBA-Mix S tace e
Single point surface area at p/p® = 0,300000000: £15,1051 mg
BET Surface Area: 626.5959 mig
Langmuir Surface Area: 2,520,2001 m¥,
t-Piot External Surface Area: 715,1400 mg

BJH Adsorption cumulative surface area of pores
between 1,7000 nm and 300,0000 nm width: 649.194 m3ig

BJH Desorption cumulative surface area of pores
between 1.7000 nm and 300,0000 nm width: 7443453 m?lg

Pore Volume

Single point adsorption total pore volume of pores
less than 40,3122 nm width at pp* = 0,950000000: 0,655666 cm/g

Single point desorption total pore volume of pores
less than 40,3122 nm wigth at p/p* = 0,950000000: 0,656210 ecm*/g

t-Piot micropore volume: -0,044374 cm)

BJH Agsorption cumudative volume of pores
between 1,7000 nm and 300,0000 nm width: 0,646343 cm/g

BJH Desorption cumulative volume of pores
between 1,7000 nm and 300,0000 nm width: 0,699600 cy’/g
Pore Size
AGSOpLIon average pore diameter (4V/A by BET). 4.18557 nm
Desorption average pore dlameter (4V/A by BET): 4,18%05 nm
BJH Adsorption average pore width (V/A) 3,9824 nm
BJH Desorption average pore width (4V/A): 3,7595 nm

lle-AA-Mix

Surface Area

Single point surface area at p/p® = 0,300000000: 630,9935 m¥/g

BET Surface Area: 6592038 mg

Langmuir Surface Area: 2.205,9223 m¥/c

t-Plot External Surface Area: 725.1554 mi/g

BJH Adsorption cumulative surface area of pores
between 17,000 A and 3.000,000 A width

BJH Desorption cumulative surface area of pores
between 17,000 A and 3.000,000 A width

Pore

Single point adsorption total pore volume of pores
less than 403,122 A width at p/p® = 0,950000000

Single point desorption total pore volume of pores
less than 403,122 A width at p/p* = 0,950000000

t-Plot micropore volume

BJH Adsorption cumulative volume of pores
hetween 17,000 A and 3.000,000 A width

BJH Desorption cumulative volume of pores
between 17,000 A and 3.000,000 A width

Sekil 11. BET analiz sonuglari

- 674.297 mi/g

: 688,9702 mig

Volume

: 0,664999 cm/g

- 0,665498 cm®/g
- -0,043801 cm®/c

: 0,661406 cm/g

- 0,658324 cnmv’lg
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Ile-PBA-Mix ayrica kat1 faz 3C NMR (sekil 10) ile karakterize edildi. 150-170
ppm’deki pik karbonil karbonuna, 120-140 ppm’deki pik silika yiizeyine baglanmig
ligandin aromatik karbonlarina aittir. 0-40 ppm arasindaki pikler alifatik metil(CH3) ve
metilen (CH2)gruplarina aittir. 50 ppm civarindaki pikler de metin(CH) karbonlarina
aittir. IR ve NMR sonuglari yeni ligandin silika yilizeyine kesinlikle baglandigini agikca
gOstermektedir.

Modifikasyonun bir sonucu olarak Spherical silica jel’in tanecik sekli ve
boyutunda degisiklikler meydana gelebilir. Bu yiizden, dolgu maddesinin SEM analizi
yapildi. Serbest silikanin SEM spektrumu ile kiyaslandiginda Ile-PBA-Mix ve lle-AA-
Mix’in SEM spektrumu tanecik boyutu dagiliminin ve geometrisinin silika ile benzer

oldugunu ve degisime ugramadigini géstermektedir (Sekil 12).

Sonug olarak, element analizi, FT-IR, *C NMR, BET ve SEM olcumleri lle-
PBA-Mix ve lle-AA-Mix dolgu fazlarinin basarili bir sekilde sentezlendiklerini
dogrulada.
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Sekil 12. Serbest silika (A, B) ve lle-PBA-Mix (C,D), lle-AA-Mix’in SEM spektrumu

4.3. Kolon Stabilite Testleri
4.3.1. lle-PBA-Mix icin Stabilite Testi

lle-PBA-Mix kolonu stabilite testleri icin pH 2.50-8.50 araligi kullanilarak iki
yeni hazirlanmigs ve daha onceden kullanilmamis 50x4.6 mm kolonlar lle-PBA-Mix
sabit faz1 ile doldurulmustur. Testlerin kromatografik sartlari asagidaki gibidir: Diisiik
pH degerleri igcin mobil faz : 100%, 40 mM, pH = 2.50 ve 3.00 susuz amonyum format,
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yiiksek pH i¢in: 100%, 40 mM, pH = 8.50 susuz amonyum kloriir tampon; akis hizi, 1
ml/dk; sicaklik, 60 °C; dalgaboyu, 280 nm; probe, urasil ve aniline.

Kolon araliksiz olarak pH 3.0 mobil fazi ile purge edilip Uracil ve aniline
alikonma zamanlar1 periyodik olarak test edilip kaydedilmistir. Yaklagik 5000 kolon
hacmi kadar pH 3.0 mobil faz1 kolondan gegirildikten sonra uracil ve aniline alikonma
zamanlari arasinda bir degisiklik olmamistir (%2 nin altinda). 2000 kolon hacmi pH 2.5
olan mobil faz kolondan gegirildiginde, uracil ve aniline alikonma zamanlar1 yaklasik
%10, 5000 kolon hacmi mobil fazda ise % 20-22 degisim goriinmiistiir. Bu nedenle,
kolonu pH = 3.00’te oldukga kararli, pH 3.00-2.50 araliginda kismen kararli ve pH 2.5
altinda ise kararsiz oldugu anlasilmistir. Ayni deneyler diger bir kullanilmamis 50-4.6
mm kolonu lle-PBA-Mix sabit fazi ile doldurarak pH = 8.50 sartlar1 i¢in tekrarlanmistir.
Yaklasik 1000 kolon hacminde pH 8.50 mobil fazi akist kolondan gectikten sonra
alikonma zamanlarindaki degisimler %2’nin altindadir. Lakin, urasil ve anilinin
alikonma zamanlarinda 1500 hacimden sonra, sadece yaklasik %3-5 degisim ve 5000
hacimden sonra yaklasik %15-18 degisim gdzlenmistir. Bundan dolayi, kolon pH 8.50
de kararli olmasina kars1, pH 8.0 1n istiinde ¢alisirken dikkatli olmak 6nemlidir. Sonug
olarak, bu kolon pH 3 ve 8 degerleri arasinda ¢ok kararli ve pH 2.5 ile 8.5 aralifinda ise

kismen kararlidir.

4.3.2. lle-AA-Mix igin Stabilite Testleri

Ile-AA-Mix kolonu stabilite testleri i¢cin pH 2.50-9.00 araligi kullanilarak iki
yeni hazirlanmis ve daha Onceden kullanilmamis 50x4.6 mm kolonlar Ile-AA-Mix
durgun fazi ile doldurulmustur. Testlerin kromatografik sartlar1 asagidaki gibidir: Diisiik
pH degerleri i¢in mobil faz: 100%, 40 mM, pH = 2.50 susuz amonyum format, yliksek
pH i¢in: 100%, 40 mM, pH = 9.00 susuz amonyum kloriir tampon; akis hizi, 1 ml/dk;
sicaklik, 60 °C; dalgaboyu, 280 nm; probe, uracil ve aniline.

Kolon araliksiz olarak pH 2.50 mobil fazi ile purge edilip Uracil ve aniline
alikonma zamanlar1 periyodik olarak test edilip kaydedilmistir. Yaklasik hacimce 4000
kolon pH 3.0 mobil faz1 kolondan gegirildikten sonra urasil ve Aniline alikonma
zamanlar1 arasinda bir degisiklik olmamistir (%2nin altinda). 2000 kolon hacmi kadar
mobil faz pH 2.5 kolondan gegirildiginde, urasil ve aniline alikonma zamanlar1 6nemli
bir degisim gozlenmezken, hacimce 4000 kolon mobil fazda ise %5-10 degisim

goriinmiistiir. Bu nedenle, kolonu pH = 2.50de oldukca Kararli oldugunu anlasilmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Dogal bir aminoasit olan N-boc-L-izol6zin’den yola ¢ikilarak, iki farkli amin
kullanilarak, toplamda 6 farkli amid bilesigi sentezlenerek *H NMR, 13 C NMR, FTIR
ve element anaizi ile yapilar1 karakterize edildi. Nihai olarak da iki farkli kolon dolgu
materyali kullanildi.

Dolgu materyallerinin sentezi i¢in kullanilan yontem biraz uzun olsa da (bes
basamak) her basamakta sentez verimle yiiksek olup tekrarlanabilirlik agisindan
yontemin guvenilirligi yiiksektir. Kimya literatiiriinde genellikle ilk basamakta silika
gele kloropropil-, aminopropil- vb trimetoksisilan bilesikleri baglanarak, orijinal ligand
bu modifiye silika jele baglanir. Boylece Silika ylizeyinde en az iki basamak sentez
yapilmis olur. Silica ylizeyindeki sentez basamak sayisinin artmasi reaksiyonun kontrol
edilmesini gii¢lestirdigi i¢in yontem tekrarlanabilirligi, dolayisiyla giivenilirligi azalir.
Bu nedenle bu tez calismasinda, bu bahsedilen yontem daha basit olmasinda ragmen
tercih edilmemistir. Bunun yerine, orijinal ligand (Sekil 8, bilesik 3 ve Sekil 9, bilesik
3) direkt aminopropiltrimetoksisilan bilesigine baglandiktan sonra edel edilen 4 no’lu
silan bilesigi silika jele baglandi. Boylece silika yiizeyinde sadace bir basamak
reaksiyon yapildi. Boylece dolgu materyallerinin sentez yontemi daha giivenilir, yani
tekrarlanabilirliklerinin daha yiiksek olmasi saglandi.

Dolgu maddelerinin tekrarlabilirliklerini gérmek icin her materyal 3 ayr
reaksiyonla es zamanl olarak sentezlendi. Ug ayr1 reaksiyon sonuglart da
degerlendirilerek sonuglar Tablo 2’de verildi. Bu tablodan tekrarlanabilirdigin ¢ok
yiiksek oldugu anlasilmistir.

Hazirlanan iki kolon i¢in ayr1 ayr1 kolon dayaniklilik testleri yapildi. Kolonlarin
yiiksek ve diisik pH dayanikliliklar test edildi ve kolonlarin pH 2.5-8.5 araliginda
yiiksek dayanikliliga sahip olduklar: tesbit edildi. Ayrica kolonlarin ¢esitli ¢oziiciilere
kars1 davranislar1 detayl olarak tesbit edilip Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1 ve 2’den elde edilen sonuglara gore kolonlarin basarili bir sekilde
hazirlandiklari, yiliksek akis hiz1 sartlarinda ¢alisilabilecegi, dolayisila gerek ters faz
gerek HILIC sartlarinda rahatlikla ¢alisilabilecegi anlasilmistir. Bu iki kolon da farkl
polaritelere sahip ceestili anilit gruplarinin ayrilmasinda kullnilmak i¢in uyundur.
Bundan sonraki amag, bu kolonlarin ¢esitli analit gruplarinin ayrilmasinda ters faz ve
HILIC uygulamalar1 yapilarak kolon etkinliklerinin detayli olarak incelenmesi

olmalidir.
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