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OZET

FARKLI POLARITELERE SAHIP AMID-SILIKA KOLON DOLGU
MATERYALLERININ SENTEZi VE HPLC iLE CESITLI POLAR BILESIKLERIN
AYRILMASINDA KULLANILMASI

DOKTORA TEZi

Hayriye Aral

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiIMYA ANABILIM DALI

2013

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalara bakildiginda polar gruplar igeren dolgu
maddeleriyle yapilan ¢aligmalarin, bu dolgu maddelerinin yaygin olarak kullanilan geleneksel
fazlar olan C8 ve C18 fazlarmma gore bazik analitlere karsi ¢cok daha iyi ayirma sagladigini
gostermistir.  Polar  gruplar, oOzellikle amidler, bazik analitlerle giiglii etkilesim
yapabilmelerinden dolayi tercih edilir. Ayrica amid grubu igeren dolgu fazlari, diisiik molekiil
agirlikli asitlere karsi da iistiin bir segicilik gosterir (Ascah ve ark. 1996).

Bu ¢aligmada iki adet silika tabanli amid tiirevi yeni dolgu maddesi elde edildi. Bu
amitlerden birisi N-Boc-Fenilalanin, sikloheksil amin ve kiiresel silika jel (4mp, 60 A); digeri
ise N-Boc-Glutamin, anilin ve kiiresel silika jel (4mp, 60 A) kullanilarak elde edildi. Her iki
sentezin ilk basamagi (amit sentezi) DCC ortaminda gergeklestirildi. Daha sonra her iki amid
bilesiginin boc grubu TFA/CH;COOH ortaminda kaldirildi. Bunlardan N-Boc-Fenilalanin ve
siklohekzilaminden elde edilen boc grubu kaldirilmig bilesik 3-kloropropiltrimetoksisilan
(CPTMS) ile uyarlanmis kiiresel silika jel ile etkilestirilerek SP1 kodlu dolgu fazi hazirlandu.
Ote yandan N-Boc-Glutamin ve anilinden elde edilen boc koruyucu grubu kaldirilmis bilesik 3-
glisidiloksipropiltrimetoksisilan (GPTMS) ile etkilestirildi ve daha sonra kiiresel silika jel ile
reaksiyona sokularak SP2 kodlu dolgu fazi hazirlandi. Her iki dolgu maddesinin yapisi element
analizi, SEM ve IR ile tayin edildi. Bu dolgu fazlar1 geleneksel bulamag paketleme metodu ile
yiiksek basing altinda HPLC bos kolonuna dolduruldu. Kolonlar on {i¢ bitki biiyiime
diizenleyicisi, on bir fenolik bilesik, on siibstitiie anilin, ¢esitli niikleotid ve niikleozitler ve
sudan boyalarinin ayrilmasinda kullanildi. Dolgu maddelerinin 6zelliklerini ve ayirma giiciinii
incelemek i¢in mobil faz igerigi, pH, tampon derisimi, akis hizi, sicaklik gibi sartlara karsi
ayrmtili optimizasyon ¢alismalar1 yapildi. SP1’in 6zellikle bitki biiylime diizenleyicilerine karsi
SP2’nin de niikleotid ve niikleozidlere karsi piyasadaki mevcut ticari kolonlarla yarisacak
ol¢lide performans gosterdigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: HPLC, Polar dolgu fazi, Amid dolgu fazi, HILIC, Polar analitler.



ABSTRACT

SYNTHESIS OF AMID-SILICA STATIONARY PHASES HAVING DIFFERENT
POLARITIES AND USING IN SEPERATION OF A VARIETY OF POLAR
COMPOUNDS BY HPLC

Ph.D. THESIS

Hayriye Aral

UNIVERSITY OF DICLE
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF CHEMISTRY

2013

Recent investigations describing stationary phases containing embedded polar groups
have shown the superior performance of these new phases over conventional Cg and C,s phases
for alkaline analytes. The polar groups, particularly amide, were originally chosen for their
ability to interact with alkaline nalytes. In addition, the amide phases have shown enhanced
polar groups show different selectivities and are less retentive, requiring a mobile phase with a
lower concentration of organic solvent (Ascah and at all. 1996).

In this study new stationary phases that were made of two silica-based amide derivative
were synthezied starting from either N-Boc-phenylalanine and N-Boc-Glutamine aminoacids,
cyclohexylamine or aniline and spherical silica gel (4um, 60 A). Two new amide compounds
were obtained by interacting N-Boc-phenilalanine with cyclohexylamine and N-Boc-Glutamine
with aniline in exist of DCC. Then boc group was removed using TFA/CH;COOH. Resulted
amides were reacted either using with spherical silica gel modified with 3-
chloropropyletrimetoxisilane or 3-glysidyoxipropyltrimetoxisilane yielded SP1 and SP2. The
resulting amide bonded stationary phases were characterised by SEM, IR and elemental
analysis. Two stationary phases were given HPLC columns with conventional slurry packing
method. Optimization studies towards mobile phase content, pH, mobile phase concentration,
flow rate and temperature were made to observe properties of stationary phases and their
seperation efficiency. It was determined that SP1 towards especially plant growth regulators and
SP2 towards especially nucleosides and nukleotides showed enhanced performance race
percentage with supply commercial columns.

Key Words: HPLC, polar stationary phase, Amid stationary phase, HILIC, Polar
analytes
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1. GIRiS

1970’11 yillarda ortaya ¢ikan yiliksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
etkili, hizli ve yaygm olarak kullanilan bir teknik olup ¢ok hizli bir sekilde
gelismektedir. HPLC kimya, gida, ila¢ analizi ve bircok benzer alanlarda en ¢ok
kullanilan analitik araclardan biridir (Ye ve ark. 2009), (Zhang ve ark. 2010). HPLC ters
faz, normal faz, iyon kromatografisi ve kiral kromatografi gibi birgok ayirma modlarina
sahiptir. Dolgu fazlari, yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC) nin gelisiminin
ve uygulamasmin temelidir. Bundan dolayr HPLC dolgu fazlar1 {izerine arastirmalar
kromatografik arastirmalarin en aktif ve yaratici pargast olmustur.

HPLC’de dolgu fazlar1 iige ayrilabilir. Bunlar polimerik, inorganik ve hibrid
materyallerdir. Giinlimiizde, silika, hidroksiapatit, grafit ve metal oksit iceren inorganik
materyaller arastirma ve uygulamalarda genis ¢apta kullanilmaktadir. Bu materyaller
arasinda, silika oldukca ideal bir destek maddesidir. Soyle ki, silika mekanik
dayaniklilik, yiiksek kimyasal ve termal kararlilik, yiizeyindeki silanol gruplarmin, por
yapismin ve yiizey alaninin kontrol edilebilmesi bakimindan olduk¢a avantajlidir.
Bundan dolay1 silika en yaygin olarak kullanilan HPLC dolgu materyali olarak
gelismektedir (Qiu ve ark. 2011).

Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC); en c¢ok kullanilan analitik
yontemlerden biri olup, kromatografinin bir ¢esididir. Kromatografik islemler, sabit faz
ve hareketli faz arasindaki kiitle aktarimini igeren ayirma teknikleri olarak
tanimlanabilir. HPLC, bir karisimdaki bilesenleri ayirmak i¢in hareketli sivi fazdan
yararlanir. Bu bilesenler (veya analitler) ilk once bir ¢oziicii igerisinde ¢oziiniir ve
yiiksek basing altinda kromatografik kolona dogru akisi saglanir. Kolon igerisinde
karisim bilesenlerine ayrilir. Kolon igerisindeki ¢6zlinme miktar1 dnemlidir ve ¢6ziinen
madde ile sabit faz arasindaki etkilesime baghdir. Sabit faz kolon icerisindeki dolgu
maddesi olarak tanimlanabilir. Céziinen madde ile sabit ve hareketli faz arasindaki
etkilesim farkli sabit faz ve ¢ozelti kullanilarak ayarlanabilir. HPLC bir¢cok kimyasal
karigimin kolay bir sekilde ayrilmasini saglar. Sivi bir hareketli fazin kullanildig:
kromatografik yontemlerin (Sivi kromatografisi) tarihgesi Rus botanik¢i M. S. Twsett’in
1906 yilinda yaptig1 ve yaymladigi ¢aligmalarina kadar uzanir. Onceleri diiz yiizlemsel

yapida sabit fazlar kullanilmis ve bu teknikler daha sonra kagit kromatografisi ve ince
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tabaka kromatografisi olarak isimlendirilmistir. Modern sivi kolon kromatografisi ise

1969 yilinda HPLC’nin kullanima girmeye baglamasiyla gelisme géstermistir.

1.1.  HPLC Tiirleri
Stv1 kromatografisini siniflandirmanin birgok yolu vardir. Eger bu siniflandirma
sabit fazin yapisma ve aywrma islemine gore yapilirsa, HPLC’yi 5 farkhi tiirde

inceleyebiliriz.

1.1.1. Normal Faz Sivi Kromatografisi (Normal Phase Liquid
Chromatography, NPLC)

Bu tiirde sabit faz oldukca polar yapida (6rnegin silika jel), hareketli faz ise n-
hekzan ya da tetrahidrofuran gibi apolar yapidadir. Burada polar olan kolon dolgu
materyali ile etkilesen polar 6rneklerin alikonma siireleri daha az polar olan 6rneklere
oranla daha fazladir. Bu nedenle 6rnek bilesenlerinden daha polar olanlar, kolondan

daha ge¢ ¢ikarlar ve ayirma gergeklesir.

1.1.2. Biyiikliik¢e Ayirma Kromatografisi (Size Exclusion
Chromatography, SEC)

Kolon, gozenek boyutu ve hacmi kontrol edilebilen tanecikler ile doldurulur.
Kolona enjekte edilen ornek igerisindeki bilesenler molekiil biiyiikliiklerine gore
kolondan siiziiliir. Biiyiik molekiiller hizli bir sekilde kolondan ayrilirken, daha kii¢iik
molekiiller taneciklerin gdzeneklerine dogru difiizlenerek kolondan daha ge¢ cikarlar.
Bu yonteme jel gecirgenlik kromatografisi (Gel Permeation Chromatography, GPC) de

denir.

1.1.3. Iyon Degisim Kromatografisi (Ion Exchange Chromatography, IEC)
Sabit faz, ornek bilesenleri {lizerinde yer alan iyonik yapmin tersi seklinde
yiliklenmistir. Bu sayede iyonik yapida olan veya iyonlagabilen O6rneklerin analizi ve
ayrilmasi yapilmaktadir. Sabit faz ile daha giiclii etkilesime giren bilesen kolondan daha
gec cikar. Etkilesim diistiikge alikonma siiresi azalir. Hareketli faz sulu tampon

cozeltileridir. pH ve iyonik kuvvet alikonma siirelerinin kontroliinde kullanilir.
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1.1.4. Ters Faz Sivi Kromatografisi (Reversed Phase Liquid
Chromatography, RPLC)

Apolar sabit faz ylizeyinin ve metanol, su-asetonitril karisimi gibi polar hareketli
faz tiirlerinin kullanildig1 sivi kromatografik teknigi “Ters Faz Sivi Kromatografisi”
olarak adlandirilir. 1974’de RPLC kolonlarinin ticari olarak piyasaya ¢ikmasi ile birlikte
RPLC kolonlar1 hizli bir sekilde bir¢cok analitin analizinde kullanilmis ve RPLC en
yaygin kullanima sahip HPLC tiirii olmustur. RPLC modunda yapilan analizlerin tiim
HPLC modlarinda yapilan analizlerin dortte ti¢linii olusturdugu tahmin edilmektedir. Bu
basar1 ozellikle bir¢cok organik maddenin ve bunlarla ilgili bilesenlerinin RPLC ile
ayrilabilmesi ile agiklanabilmektedir. RPLC’de analitlerin alikonma siiresini sabit fazin
tiirti, sabit fazin ylizey kimyasi, sabit fazin analit ile etkilesim kuvveti, hareketli faz tiiri
ve hareketli faz-analit arasindaki etkilesim kuvveti belirler. RPLC’de en polar olan
analit sabit faz ile en az etkilesime girerek RPLC kolonunu en hizli sekilde terk eder.
Daha apolar olanlar ise sabit faz ile arasindaki etkilesim kuvvetine gore kolonu daha geg
terk ederler. Sekil 1.1°de verilen Ornekte birbirinin homologu olan alkilbenzen
karisimindaki artan karbon atom sayisi ile alilkonma hacminin artis1 belirgin sekilde

goriilebilir (Unsal, E. 2006).

30
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Alikonma Hacmi (mL)

Karbon Atomu Sayisi

Sekil 1.1. Kolon: Hypersil-C18 (5 pm, 150x4.6 mm); Hareketli faz: Metanol/Su 60/40,
Akis Hizt: 1 ml/dak., Analit: Alkilbenzen karigimi.

RPC’de yaygin olarak kullanilan hareketli faz tiirleri ve 6zellikleri sekil 1.2°de

verilmistir. RPC uygulamalarinda kullanilacak hareketli faz tiirliniin belirlenmesi sabit
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faz tiirlinlin sec¢ilmesi kadar onemlidir. Secilen hareketli fazin analizi yapilacak 6rnegi
dedektoriin tespit edebilecegi derisime kadar ¢dzebilmesi gerekmektedir. Gradient
eliisyon gerektiginde bu eliisyon tiirtine uygunluk diger bir parametredir. RPLC’de
farkli hareketli faz tiirlerinin farkli oranlarda karistirilarak kullanilabilmesi
uygulamalarda esneklik saglamaktadir. RPLC uygulamalarinda hareketli faz

polaritesinin artmas1 analitin alikonma siiresini arttirir.

Hareketli Faz Molekiil | Kaynama RI UV(nm) | Viskozite
agirhgr | Noktasi("C)

Asetonitril 41 82 1.341 195 0.358
Dioksan 88 101 1.421 215 1.26
Etanol 46 78 1.359 205 1.19
Metanol 32 65 1.326 205 0.584
Izopropanol 60 82 1.375 205 2.39
Tetrahidrofuran | 72 66 1.404 215 2.20
Su 18 100 1.333 185 1.00

Sekil 1.2. RPC’de yaygin olarak kullanilan hareketli faz tiir ve 6zeklikleri.

Sabit faz olarak RPLC’de genellikle polimerik hidrokarbon yapilar1 ve yiizeyi
kimyasal olarak uyarlanmis silika yapis1 kullanilmaktadir. RPLC’de yaygm olarak
kullanilan sabit faz tiiri C;g olarak adlandirilan ve oktadesil tiirevleri ile uyarlanmig
silika kolonlardir. Son yillarda 6zellikle polimer teknolojisindeki gelismeler RPLC sabit
faz tlriinii oldukga arttirmistir. Cesitli monomer tiirleri ile istenilen kosullara uygun
polimer matriksler iiretilebilmektedir. C;g’in disinda Cg, Cy4, C;, -CN ve -NH; gruplarini
tasiyacak silika tabanl sabit faz tiirleri de yaygin kullanim alanlar1 bulmaktadir. Sabit
faz tiirlerinin gozenekliligi, gozenek boyutu, yiizey alan1 ve tanecik yapisi ile boyutu
oldukca 6nem tagimaktadir. Modern HPLC uygulamalarmnin tiimiinde rijit ve kiiciik
tanecikler kromatografik performansi artirmaktadir. Bu baglamda tanecik ¢apinin 3 ile
10 um boyutlar1 arasinda olmasi gerekmektedir. Ayrica diger 6nemli bir husus da yiizey
alamdir. RPLC’de kullamilan sabit fazlar 50 den 400 m?/g degerlerine ¢ikan yiizey

alanlarmna sahip olmalidirlar. Gdzeneklerin boyutu sabit faz tiiriine gére 70 - 300 A
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arasinda degisebilir. RPLC’de sabit fazimn polaritesinin azalmas1 alikonma siiresinin
artmasina neden olur. Yiizeyinde kimyasal uyarlama yapilan sabit faz tiirlerinde
tagidiklar1 ligandlarm baglanma yogunluklar1 (pmol/m®) ve polariteleri alikonma

stiresini etkileyen diger 6nemli bir parametredir.

1.1.5. Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi (Hydrophilic Interaction
Chromatography, HILIC)

Hidrofilik etkilesim kromatografisi polar analitlerin tayinine ydnelik olarak
ozellikle son on yilda gelistirilmis yeni bir, yiiksek performansl sivi kromatografisi
yontemidir (Liu ve ark. 2008). Yiiksek performansl sivi kromatografi yontemlerinden
biri olan ters faz sivi kromatografisi peptidlerin ayrilmasinda kullanilan vazgecilmez bir
yontemdir. Ters faz sivi kromatografisinin bir avantaji, giiclii ¢6ziiniirliik kapasitesinin
yaninda ugucu hareketli faz kullanilabilmesidir. Bu ugucu hareketli faz ile saf peptid
kolayca vakum altinda kurutma ile elde edilebilir. Fakat ters faz sivi kromatografisinde
ayirma yetenegi ¢ok giiclii olsa da, polar molekiiller i¢cin yeterli alikonma saglanamaz.
Bu durumda polar analitlerin ayirimi i¢in silika, alumina gibi sabit faz ve hekzan,
kloroform gibi susuz hareketli faz iceren normal faz sivi kromatografisi kullanilabilir.
Normal faz sivi kromatografisinde, peptid gibi hidrofilik bilesiklerin apolar ¢ozeltiler
icerisinde ¢oziilmesi zordur ve bu ylizden normal faz sivi komatografisi biyolojik
orneklerin uygulamasinda az kullanilir. 1975 yilindan beri polar sabit faz olarak,
modifiye edilmemis silika ve sulu hareketli faz, normal faz sivi kromatografisinde
karbonhidratlar i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu kosullarda hareketli faz cok az
oranda su bileseni icermekte ve bu da biyolojik Orneklerin ¢dziiniirliigii icin avantaj
saglamaktadir. Bu kullanilan yonteme hidrofilik etkilesim kromatografisi denir.

HILIC yontemi, ilk kez Dr. Andrew Alpert tarafindan 1990 yilinda (Alpert
1990) yayninda 6nerilmis olup, hidrofilik maddelerin ayiriminda kullanilan, normal faz
sivi  kromatografisinin bir ¢esididir (Arabaci, T. 2008). Hidrofilik etkilesim
kromatografisinde, sabit faz, silika veya silikanin siyano, amino ve diol gibi gruplarla
modifiye oldugu polar bir maddedir. Hareketli faz ise az miktarda su veya polar ¢ozelti
iceren yiiksek organiklikte ve sabit faza gére daha az polaritededir (Ikegami ve ark.
2008). Az miktarda su veya polar ¢ozelti igeren asetonitril, HILIC i¢in kullanilan klasik

bir hareketli fazdir. Ayn1 zamanda THF ve dioksan gibi su ile karisan ¢oziiciiler de
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kullanilabilir. HILIC’ta yiiksek oranda organik ¢oziicii i¢eren hareketli faz kullanildigi
icin kolon geri basinci diisiiktiir ve bu da kolonun yiiksek akis hizlarinda ¢alismasini
kolaylastirarak analiz siiresini kisaltr.

HILIC’ta sabit fazin ve analitlerin polaritesinin artmasi, hareketli fazin
polaritesinin azalmasi, analitlerin alikonmasmi arttirmaktadir. HILIC’ta 6nemli bazi
parametreler vardir. Bunlar, hareketli faz kuvveti, hareketli faz pH’1, sabit faz tiirii, akis
hiz1 gibi parametrelerdir. HILIC icin hareketli faz igerisindeki su oran1 hacimce % 5-40
arasinda olmalidir yani siklikla kullanilan asetonitril orant hacimce % 95-60’diwr.
Yontemde, hareketli fazda bulunan polar analitlerin yine polar bir kat1 destek yiizeyi ile
farkli derecede etkilesimi, analitlerin kolonu farkli siirelerde terk etmesine neden
olmakta ve bu davranig kromatografik ayirimi saglamaktadir. Hareketli faz, polar sabit
faz yiizeyi lizerinde su bakimindan zengin tabaka olusturur. Analitler hareketli faz ile bu
1slak sabit faz yiizeyi arasinda ayrilirlar. Daha polar bilesikler sabit sulu tabaka ile daha
giiclii etkilesim gosterir. HILIC aymrimlarinda mekanizma karigiktir. Mekanizmanin
karigik olmasinin yaninda yontem pratikte basittir. Asagida HILIC i¢in bazi avantajlar
Ozetlenmistir:

1. Ters faz kromatografisi ile yeterince alikonamayan yiiksek polaritedeki
analitler1 alikoyar.

2. Coziciilerin eliisyon siras1 ters faz ayirmada oldugunun tam tersidir ve bu
alternatif secicilik kazandirir.

3. Yiiksek organik bilesenli hareketli fazlardan dolay:r yiiksek akis hizlar:
miimkiindiir. Yani HILIC, ters faz sivi kromatografisine gore daha iyi alikonmaya ve
secicilige sahiptir. Ayn1 zamanda normal faz sivi kromatografisinde ¢6ziinemeyen polar
analitlerin ayirimi i¢in de kullanilmaktadir. (Mccalley 2007).

4. Bazik analitler i¢in iy1 pik keskinligi elde edilebilir (Mccalley 2010)

Bununla beraber, HILIC RP ile kiyaslandiginda bazi dezavantajlara sahiptir.

Bunlar asagidaki gibi 6zetlenebilir:
1. Ayirma mekanizmasi RPLC ile kiyaslandiginda heniiz daha az anlasilmstir.
Bundan dolayr kosullarin degisiminin aywrmaya etkisini tahmin etmek

zordur.
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2. Teknik RPLC modda oldugu gibi genis uygulanabilirlige sahip degildir.
Notral ve polar olmayan analitler genellikle cok az alikonma gdsterir.
Ayrica, ityonik haldeki asidik analitler ( negatif yiiklii iyonlar) silika tabanli
dolgu maddeleri Tlzerindeki negatif yikli serbest silanol gruplarmin
itmesinden dolay: diisiik alikonma gosterir.

3. RPLC moduna gore daha yiiksek oranda organik ¢oziicii gerektiren hareketli
faz kullanimin1 gerektirdiginden daha az ¢evre dostudur.

4. Kolonlarin hareketli faz ile dengeye gelmesi uzun zaman alir ki bazan bu
siire bir saat olabilir. Oysa RPLC modda kolonun dengeye gelmesi on bes

dakika gibi kisa bir siirede gerceklesir (McCalley 2010).

HILIC ytiksek polaritedeki maddelerin yani;

- Biyolojik aktif bilesikler

- Niikleotitler

- Suda ¢ozilinen vitaminler

- Tlag metabolitleri

- Norotransmiterler

- Aminoasitler

- Peptidler

- Oligosakkaritler

- Ters faz sivi kromatografisinde istenilen alikonma saglanamayan veya
alikonamayan bilesikler gibi bilesiklerin ayrilmasinda kullanilir.

Literatiirde bugiine degin yapilan c¢alismalarda 6zellikle silika tabanli kolon
materyalleri tercih edilmistir. Bu silika; amino, diol, stilfobetain tiirii gruplarla
uyarlanmis olup polar gruplu sabit faz olarak kullanilabilir. Son yillarda bu tiir sabit
fazlari ayirma verimleri ayrintili olarak incelenmektedir. Yapilan bir calismada HILIC
modunda, fosforilkolin tipi monomerin silika yiizeyine kovalent baglanmasiyla elde
edilen zwitteriyonik yapidaki sabit faz, HILIC modunda peptid ayirimi ig¢in
kullanilmistir. Yapilan bu calismada peptidlerin alikonmalarmin pH 3-6 arasinda arttig1
gozlenmistir. Ayrica bu tip kolonun sadece silika kolonuna gore daha iyi alikonmaya

sahip oldugu goriilmiistiir (Unsal, E. 2006).
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1.1.6. HPLC Kullanim Alanlarn
Glinimiizde HPLC, bir¢ok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Baslica

kullanim alanlar1 bilesen ayirma, saflagtirma, tanimlama ve derisim tayinidir.

1.1.6.1. Bilesen Ayirma
HPLC’de bilesen ayirma islemi, her maddenin belli bir sabit faz ve hareketli faz
bilesiminde farkli ¢ikis siiresinin olmasindan yararlanilarak yapilmaktadir. Yapilan

ayirmanin derecesi cogunlukla sabit faz ve hareketli faz se¢cimine baglhdir.

1.1.6.2. Saflastirma

Saflagtirma hedeflenen bir maddenin diger maddelerden ya da atiklardan
ayrilmasi islemidir. Her maddenin belli kromatografik kosullar altinda karakteristik bir
piki bulunur. Ayrilmasi istenen maddeye gore ve diger maddelerle olan iligskisine gore
kosullar belirlenir. Kromatografik saflastrma isleminde, istenilen madde kolon
cikisinda toplanarak diger fraksiyonlardan izole edilir. Bu ise ancak dogru bir hareketli
faz secimiyle miimkiindiir. Istenilen maddenin kolondan cikis siiresi herhangi bir
safsizlik veya istenmeyen bir maddenin karigmasini engelleyecek kadar kisa olmasi

gereklidir.

1.1.6.3. Tamimlama

Bir maddenin HPLC ile tanimlanmas1 HPLC analizlerinin 6nemli bir par¢asini
olusturur. HPLC’de madde tanimlamasi, bilinmeyene ait olan pik alikonma siiresinin
standarda ait alitkonma siiresiyle cakistirilmasi ile yapilabilir. Herhangi bir maddenin
HPLC ile tanimlanabilmesi i¢in dncelikle dedektdriin dogru sec¢ilmesi gerekir. Dedektor
secildikten ve optimum kosullar da ayarlandiktan sonra bir ayirma analizi yapilmalidir.
Tanimlanmaya c¢alisilan maddenin segilen dedektér ve analiz kosullarinda kabul
edilebilir bir ¢ikis siiresi ve belirgin bir piki olmalidir. Cikis stiresini kisaltmak igin bazi
ayarlamalar yapilabilir. Bunlardan ilki kolon se¢imi, digeri hareketli faz se¢cimi ve son
olarak da akis hiz1 se¢cimidir. Kesin bir tanimlama i¢in bilinen bir 6rnegin kullanilmasi

gerekir. Giivenilir bir tanimlama i¢in birden ¢ok metod kullanilmalidir.
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1.1.6.4. Derisim Tayini

HPLC’de taniml1 bir maddenin, bir s1vi ¢ozeltisinde derisimi tayin edilebilir. Bu
islem istenilen maddenin degisik derisimlerde HPLC’ye enjekte edilmesi islemini igerir.
Bilinen derisimler bir seri pik verir. Bu piklerin altinda kalan alanlar hesaplanarak
derisime kars1 grafige gecirilir ve kalibrasyon grafigi cizilir. Bilinmeyen derisime ait pik
alan1 saptanarak kalibrasyon egrisi araciligiyla bilinmeyen derisim bulunur. HPLC’de
kullanilan hareketli fazin polaritesi ayirma isleminde 6nemli rol oynar. iki farkl

elisyon tip1 vardir:

1.1.6.5.1zokratik Eliisyon

Kolona sabit bilesimdeki hareketli faz pompalanir. Hareketli fazin polaritesi sabit
oldugu i¢in kolona ¢ok fazla ilgi duyan bilesenleri kolondan atmak zorlasir ve eliisyon
siiresi uzar. Maddelerin molekiil biiyiikliigiine gore tayini de bu eliisyon tiirii ile

gerceklesir.

1.1.6.6. Gradient Eliisyonu

Hareketli faz bilesimi analiz boyunca dogrusal olarak degisir. Analiz 6rneginin
kolon dolgu materyali ylizeyine afinitesi 6nemlidir. Ortamdaki eliientin polaritesi
zamanla degistirilerek Orneklerin tanecik yilizeyine afinitesi degistirilir ve ayirma

saglanir.

1.1.7. HPLC Sistemleri

Standart HPLC donanimi temel olarak; pompa, enjektor, kolon, dedektor ve
bilgisayar birimleri bilesenlerinden olugsmaktadir. Kromatografik analiz siireci ¢oziiciide
¢oziinmiis drnegin sisteme enjekte edilmesi ile baslar. Ornek hareketli faz ile kolona
pompalanir ve kolon icerisinde bilesenlerine ayrilmaya baslar. Ayrilan bilesenlerin
sinyallerini dedektor kaydeder. Kromatografik analiz sonucunda elde edilen ve

bilgisayara aktarilan sinyallere kromatogram adi verilir.
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1.1.7.1. Hareketli Faz

Ornek bilesenlerini, kolon boyunca tasiyan, ¢esitli fiziksel ve kimyasal
ozelliklere sahip ¢ozelti veya ¢oziicli karisgimlaridir. HPLC sisteminde kullanilacak
stirekli fazin se¢iminde,

* Yiiksek derecede saflik

* Dedektor ile uyumluluk

* Diisiik viskozite

* Ornegi ¢6zebilme

+ Kimyasal agidan inert olmasi

* Uygun fiyat
gibi ozelliklere dikkat edilmelidir.

1.1.7.2.Sabit Faz

HPLC uygulamalarindaki ayirma, yiizey etkilesimlerinden yararlanilarak yapilir
ve adsorbent ¢esidine ve ozelliklerine baglhidir. Modern HPLC adsorbentleri genis ylizey
alanina sahip, kiiciik, rijit yapidaki taneciklerdir. Temel adsorbent 6zellikleri sunlardir
(Chromatography, 1995; SGE Chromatography Products, 2001):

* 3-10 pm tanecik boyutu

* Olabildigince es boyutlu, ortalamanin = % 10’una denk gelecek tanecik boy
dagilimi

* 70-300 A gdzenek boyutu

* 50-250 m?/g yiizey alani

* Yiizeye tutturulan ligand tiirline bagli olarak, adsorbent normal faz (-OH, -
NH,) veya ters faz (Cs, Cyg, fenil) hatta anyon (NH,") ya da katyon (-COO") degistirici

ve zwitteriyonik yapida olabilir.

1.1.7.3. Pompa

Kolon dolgu materyali olarak iiretilen taneciklerin kolona doldurulmasi islemi ve
uygun ¢oziiclide ¢coziinen drnegin bu sabit faz ve hareketli faz yatagiyla etkilesmesi i¢in
yiiksek basinglt pompalara ihtiya¢ vardir. Kullanilan tanecigin boyutu kiiciildiikge
yiiksek basingli pompalar gerekse de; kiiclik tanecikler yiiksek Ornek yilikleme

kapasitesi, hizl1 analiz ve yiiksek ¢oziiniirliige sahiptir. Pompa seciminde akis hizinda
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kararlilik 6nemlidir. Modern HPLC donanim pompalar1 bilgi islemci kontrollii olup,
cok cesitli firmalar tarafindan degisik modellerde tiretilmektedir.

Modern pompalar asagidaki 6zelliklere sahiptir:

* 0.01-10 mL/dak. arasinda akis hiz1.

* % 1’den fazla sapmayan akis hiz1 kararlilig

* 5000 psi’ya kadar ¢ikabilen maksimum basing degeri

1.1.7.4. Kolon

Modern HPLC donaniminin temel yap1 taslarindan birisi olan kolon, karmagik
orneklerde bilesenlerin birbirinden 1yi ¢Oziniirlikle ayirimmdan sorumlu parcadir.
Secilecek kolonun HPLC uygulamasinda kullanilacak akis hizi ve dolayisiyla olusacak
basinca dayanikli olmasina dikkat edilmelidir. Tipik HPLC kolonlari; mikron boyutlu
tanecik icerirler (1-10 um) ve yiiksek basinca (400 atm) dayanikli ¢elik kolonlardir.
Bir¢ok analitik kolonun i¢ ¢apt 2-10 mm araliginda degismektedir. Kolon i¢ ¢ap1
arttikca akis hizi ve i¢ doldurma hacmi artmakta ama olusacak piklerin ¢oziiniirligii
dolayisiyla duyarlilik azalmaktadir. Kolonlarin boylar1 (uzunlugu) ¢ok cesitli olup
genellikle 2-30 cm araliginda degismektedir. Kolon uzunlugu arttikga Ornek
bilesenlerinin aymrimi daha iyi olmakta fakat analiz siiresi uzadigi i¢in daha fazla

hareketli faz harcanmaktadir.

1.1.7.5. Dedektor

Gilinlimiizde  kromatografik  yontemlerde optik  dedektorler  siklikla
kullanilmaktadir. Ornek bilesenleri dedektdrden gecerken, UV absorbans, floresans
emisyon ya da kirilma indisindeki degisimden dolay1 151k siddetindeki degisim belirlenir
ve kaydedilir. Belirlenen bu degisimler (kromatogramlar) {izerinden alikonma stireleri,
pik alanlar1 gibi degerler tayin edilerek, kolon performans parametreleri hesaplanir. Sivi
kromatografisinde en c¢ok kullanilan dedektor tipi UV absorbans dedektorleridir. Bu
dedektorler ile 190-600 nm araliginda analiz miimkiin olmaktadir. Kullanilan diger
dedektor tiirleri i¢inde kirilma indisi (refractive index, RI), floresans (FL),
elektrokimyasal (EC) ve kiitle spektrometresi (massspectrometric, MS) dedektorleri
bulunmaktadir. RI dedektorleri yaygin olarak kullanilan ancak az hassasiyete sahip

dedektorlerdir. FL ve EC, RI’ya gore daha hassas ancak daha secici dedektorlerdir. MS
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dedektorleri ise ¢ok duyarli, ancak pahali sistemlerdir. ideal bir dedektdr su dzelliklere

sahip olmalidir (Arabaci, T. 2008):

* Yiiksek duyarlilik

 Hizli tepki

* Diisiik sinyal giiriiltiisi

* Minimum pik yayilmasi

* Ayrilan bantlarin tekrar karigmasini engelleyen hiicre yapisi

* Calisma kolaylig1 ve genisligi

12
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. HPLC’de Kullamilan Dolgu Maddeleri

Ters-Faz s1ivi1 kromatografisinde, ayirma isleminde dolgu maddesi 6nemli bir rol
oynar. HPLC ilk gelistirildiginde, dolgu maddesi viskoz bir sivi ile kapli inert
desteklerden olusmaktaydi (Dorsey ve ark. 1994). Ancak boyle bir dolgu maddesi
iizerinden siirekli gegen bir hareketli faz varliginda dolgu maddesinin kapli oldugu
viskoz siviyr korumanm olanaksiz olmasi dolgu maddelerinin yetersiz ve smirh
oldugunun kanitiydi. Bir ligandin silil eter (-Si-O-Si-) baglar1 lizerinden kat1 bir destege
kovalent olarak baglanmasiyla elde edilen dolgu maddelerinin gelismesi bu problemi
gidermis ve modern sivi kromatografisinin gelisimine katkida bulunmustur. Cesitli
fonksiyonel gruplara sahip dolgu maddeleri ticari olarak mevcuttur. Bununla beraber,
katt destegin ligand ile baglanma sekli kromatografik aymrma islemini
etkileyebildiginden kolon gelistiren bir¢ok firma kendi silikasini gelistirmektedir
(Dorsey ve ark. 1994).

Sentez reaksiyonu iireticiler arasinda degisse de, genel reaksiyon uygun bir
ligandin silika destek maddesi tizerindeki silanol (Si-OH) ya da siloksanlara (Si-O-Si)
kimyasal olarak baglanmasini icerir. Genel olarak siloksanlarm diisiik aktiviteye sahip
olduklar1 kabul edilir bundan dolayi, baglanma isleminde sonu¢ gostermezler. Silanoller
boylece baglanma fazi i¢in birincil baglant1 noktas: olarak gorev yapar. Sekil 2.1. tipik
bir baglanma isleminin semasmi gostermektedir (Sander ve Wise 1987). Silika
yilizeyinde ligandin baglandigi noktalar reaktif silanollerle sinirlidir. Bununla beraber,
reaksiyonun tamamlanmamas1 ve sterik engel reaksiyona girebilecek mevcut bolgenin

yarisindan daha azinin baglanmasina neden olur (Sandoval 1999).

—Si-OH Si-0-Si(CH,),R
Si-OH Si-OH
__sioH | Si-0-Si(CH,),R
Si-OH + C|-SI(CH3)2R - Si-OH
Si-OH Si-0-Si(CH,),R

Sekil 2.1.Baglanma Reaksiyonunun Semasi
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En yaygin olarak kullanilan dolgu fazi1 hazirlama yontemi bir monofonksiyonel
organosilan reaktifi ile silanol grubunun reaksiyonunu igerir. Bu organosilan reaktifi
tipik olarak ayrilan grup olarak ya bir kloro ya da alkoksi fonksiyonel grubunu igerir.
Monofonksiyonel organosilanlar kullanilarak yapilan dolgu fazlar1 organosilan reaktifi
ile silika arasindaki tek noktali baglantidan dolayr monomerik dolgu fazlari1 olarak
adlandirilirlar (Rimmer ve ark. 2003). Eger iki ya da li¢ fonsiyonel organosilan reaktifi
kullanilirsa daha karmasik bir baglanma fazi olusur. Silan monomerik dolgu fazina
benzer sekilde tek bir tabakada baglanabilir. Daha yaygin diislince, organosilan hidrolizi
ile ekstradan fonksiyonel bolge olusmakta ve bu da daha fazla ligandin bu bolgeye atak
yapmasimi saglamaktadir. Boylece silika yiizeyinden disar1 uzayabilen polimerik bir
yaptya neden olmaktadwr. Bu polimerik yap1 silika ile reaksiyona girmeden
yapilabilecegi gibi silika yiizeyinde de yapilabilir (Rimmer ve ark. 2003), (Kirkland
2004) (Sekil 2.2).

CH3
| HO\ ./(CH2)17CH3

Si—0—Si—(CH,),CH, S—0—Si__ OH

0
—Si-OH  CH; —Si-OH ><

HO (CH,),,CH

CH, HO_ 3
Si—O—|Si—(CH2)17CH3 Si—0—|3i—(CH2)17CH3
CH, OH
—Si-OH —Si-OH
—Si-OH
CH, Si—O.__ _(CH,),,CH,
. —o” o
S|—0—|Si—(CH2)17CH3 Si ~gj—(CH,),,CH,
/ N
CH, HO O\Si/(CH2)17CH3
/" “OH
Monomerik polimerik HO

Sekil 2.2. Monomerik ve Polimerik Dolgu Fazlar

Monomerik dolgu fazi reaksiyonu daha iyi kontrol edilebildiginden silika
iizerinde tek bir yerde reaksiyon gerceklesir. Bu da dolgu fazinin tekrar sentezlenebilir
olmasina olanak saglar (Cooke ve Olsen 1980), (Sander ve Wise 1987). Bununla
beraber, monomerik dolgu fazlarinda maksimum yiizey alam 4-4.5 pmol/m’ iken
polimerik dolgu fazlarinda 6pmol/m® dir (Rimmer ve ark. 2003). Ancak bu yiksek
ylizey alam silika ylizeyi ile 6rnek analitin etkilesimine neden olur. Ayrica, farkli pH

degerlerinde silikayr hidrolizden korur. Calismalar polimerik dolgu fazlarinin
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monomerik dolgu fazlari ile kiyaslandiginda diisiik ve yiiksek pH degerlerinde daha
kararli oldugunu gostermistir. Ancak, polimerizasyon isleminin kontrol edilebilme
zorlugundan dolay1 polimerik dolgu fazmnmn sik sik yeniden sentezlenmesi zordur
(Kirkland 2004).

Ideal olarak, dolgu faz1 gesitli karakteristik 6zelliklere sahip olmalidir. Birincisi,
destek materyali homojen bir yiizeye sahip olmasinin yami smra kimyasal
modifikasyonlara karsi1 cevap verebilmelidir. Ayrica kimyasal ve termal olarak kararli
olmali ve pH degisimine karsi uzun siire kararlilik géstermelidir. Bunlara ek olarak
HPLC’de yiiksek basing degerine direnmek icin yliksek mekanik kararliliga sahip
olmalidir. Ticari olarak uygulanabilir olmasi i¢in, lretim prosediirii son derece
yinelenebilir olmalidir. En 6nemlisi de, dolgu fazlar1 ayirma i¢in gerekli selektiviteyi,
tutunmay1 ve genis bir analit siifina uygulanabilirligi saglamalidir (Nawrocki ve ark.

2004).

2.1.1. Silika Jel

Ticari olarak mevcut kolonlarin biiyiik bir kismu silika jel tabanhdir. Silikay:
diger dolgu fazlarindan istiin kilan baz1 avantajlar1 vardir. Birincisi, Silikanin kimyasi1
iyl bilinmektedir ve fabrikasyon kosullar1 kolaylikla kontrol altina alinabildiginden
istenilen {irtinii elde etmek mimkiindiir. Silika jeller dar gozenek capi dagilimli, ¢ok
gozenekli ve yiizey alanl ve diisiik miktarda metal icerigi barindirabilirler. Silika ayrica
HPLC kosullar1 altinda goriilen basingtan kaynakli mekanik etki i¢in ihtiya¢ duyulan
dayanikliliga sahiptir. Ilaveten, bu gozenekli parcalar ¢ok biiyiik yiizey alanlarina
sahiptir ki bu sayede 6rnek analitlerin alitkonmasi ¢ok iyidir (Kirkland ve ark. 2002).

Mevcut silika jel tabanli dolgu fazlar1 geleneksel olarak diiz bir alkil zinciri
iceren ligand 1ile modifiye olmustur. Birg¢ok sivi  kromatografisi analizleri
oktadesilsiloksan (ODS) olarak bilinen C;g dolgu fazli kolon ile yapilir. Bunun yan sira
karbon sayist birden otuza kadar degisen dolgu fazlar1 da mevcuttur. Son zamanlarda,
alkil zincirinin i¢ kisminda polar bir grup iceren dolgu fazlar1 popiiler olmustur. Bu tiir
dolgu fazlar1 polar gomiilii (embedded) dolgu fazlar1 olarak adlandirilirlar. Temel polar
gomiilii gruplar amidler, karbamatlar ya da eterlerdir. Bu polar gruplar silika yiizeyine
yakin bir noktada bulunurlar. Devaminda ise dolgu fazmimn hidrofobik dogasi i¢in

gerekli karbon sayisi sekizden on sekize kadar degisen alkil gruplar1 vardir.
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Ligandin birinci baglanma reaksiyonuna ilaveten trimetilklorosilan gibi kisa
zincirli alkil silanlar kullanilarak geriye kalan silanollerin bloke edilmesi islemine end-
capping denir. Bu sekilde hem dolgu fazmin kararliligi hem de pik keskinligi artar
(Kirkland ve ark. 1997), (Kirkland ve ark. 1998), (Pesek ve ark. 2002). Benzer sekilde,
dolgu fazinin kararhiligini artirmak icin sterik engelli hacimli baglanma fazlari
kullanilabilir. Bu dolgu fazlar1 dolgu fazini hidrolizden koruyan hacimli yan gruplara
sahip monofonksiyonel alkilsilan igerir.

Cift disli dolgu fazlar1 6zellikle daha yiliksek pH degerlerinde iistiin kararliliga
sahiptir. Bunlar monomerik dolgu fazlarina benzer, fakat bu dolgu fazlar1 ek bir ara
linke sahiptir ve bu ara link genellikle propilen grubudur (Kirkland ve ark. 1989,1998).
Polimer iceren dolgu fazlari ideal olarak kimyasal kararliligi artirir. Kobayashi ve
calisma arkadaslar1 (1998) bu kolonlarin yiiksek oranda karbon icerdigini ve bunun da
pik keskinligini ve bazik hareketli fazlarda kararlilig1 artirdigimi bulmustur.

Son zamanlarda ©6zel amaghi dolgu fazlar1 popiiler olmakta ve spesifik
uygulamalar i¢in kullamlmaktadir. Ornegin, kiral dolgu fazlar1 enantiyomerik
ayirmalarda Onemlidir. Tipik kiral dolgu fazlar1 polisakkarit, protein, ta¢c eter ve
siklodekstrin igerir (Zhou ve ark. 2009). Fenil halkasi igeren dolgu fazlar1 de polisiklik
aromatik hidrokarbonlara (PAHs) karsi aromatik selektivite gdstermeye meyillidir
(Kayillo ve ark. 2006), (Euerby ve ark. 2007). Geleneksel alkil zincirli ligandlarla
kiyaslandiginda, siyano grubu bagli dolgu fazlar1 daha az hidrofobik ozelliktedir
(Merchand ve ark. 2005). Flor bagl dolgu fazlarinin 6zellikle halojenli analitlerin
ayrilmasida popiilerligi artmaktadir. Bu kolonlar C,s kolonlarla kiyaslandiginda daha
uzun alikonma siiresi ve daha yiiksek bir selektivite gdsterir. Ilaveten, bu dolgu fazlar1
stiperkritik akigkan kromatografisi (SFC), micellar elektrokinetik sivi kromatografisi
(MEKC) ve iyon kromatografisi gibi diger ayirma modlarinda da uygunluk gosterir
(Zhang 2008).

2.1.1.1. Silanoller

Destek maddesi tlizerinde reaksiyon yapabilmek i¢in onun {izerinde kimyasal
olarak reaktif bolgelere sahip olmasi gerekir. Birgok destek maddesi 6zellikle de silika
iizerinde reaktif bolge olarak hidroksil gruplari igerir. Dolgu fazinin silika tabanli olmas1

durumunda fonksiyonel gruplar silanoller olarak adlandirilir. Silika iyi karakterize
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edilebildigi icin, burada silika tabanli destek maddelerinden bahsedilecektir. Daha 6nce
bahsedildigi gibi, silika yiizeyi siloksan baglar1 icerir. Baz1 ¢aligmalar yiiksek oranda
sulu hareketli fazda yalin haldeki silika jel kullanilarak polar olmayan analitlerin yalin
haldeki silika {izerinde alikondugunu gostermistir (Bidlingmeyer ve ark. 1982), (Cox ve
ark. 1987), (Cox 1993). Siloksan ile analitin etkilesmesi alikonmanin kaynagi olabilir,
ancak yliksek oranda sulu hareketli faz kullanilmas1 alikonmada temel etki degildir.
Sekil 2.3.’te gosterildigi gibi, silanoller silika ylizeyinde izole, geminal ve

vicinal silanol olarak {i¢ farkli formda bulunur (Sunseri ve ark. 2003).

izole silanol vijinal silanoller geminal silanoller
—H —H H H
O O 1 /H \ /
| \;_J‘ (l) o .0
Si i g Si

Sekil 2.3.Silika Yiizeyindeki Silanollerin Bulunma Sekli

Infrared spektroskopisi (IR) ve niikleer manyetik resonans (NMR) gibi fiziksel
metodlar ile silanollerin hangi formda bulunduklar tartigilabilir. IR ile izole ve vicinal
silanoller arasindaki fark goriilebilirken NMR ile izole ve geminal silanoller ayirt
edilebilir (Berthod 1991), (Nawrocki 1997).

Silika yiizeyinde reaksiyon yapildiktan sonra geriye kalan silanollerin 6zellikle
bazik analitlerin ayrilmasinda asimetrik pike neden olduguna inanilmaktadir.
Silanollerin asidik dogasi1 asagida gosterildigi gibi bazik bilesiklerle reaksiyonundan

kaynaklanir.

XH + Si0O < SiO XH"

Dolgu fazi {lizerinde serbest silanol gruplarinin varhiginin ve etkisinin oldugunu
cesitli calismalar kanitlamistir (Wirth ve ark. 1999). Neue ve ¢alisma arkadaslar1 (2001)
silanol gruplarinin aktifligi ve asitliginin bir isareti olarak hareketli faz pH’sindaki
degisimle lityum iyonlarmin alikonmasmdaki degisimi incelemistir. iki farkli silanol

grubu igeren kolonlardan (Resolve Cis ve Symmetry kolonlar) silanol grubu igermeyen
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kolonlara (Symmetry C;s, XTerra ve XTerra MS C;g) kadar ¢esitli ticari kolonlar
incelenmis ve farkli sonuglar elde edilmistir. Asidik kosullar altindaki bir kolon ile
anyon degisimi bile gozlenmistir (Méndez ve ark. 2003). Yapilan son ¢alismalar
silikanin ylizey heterojenitesinin farkli baglanma enerjisine sahip ¢oklu aktif
bolgelerden kaynaklandigini kanitlamistir. Bunun ise gozlenen pik tailinginin silikanin
farkli enerjiye sahip bolgeleri ile analit arasindaki etkilesiminden kaynaklandigi
sanilmaktadir (Gritti ve ark. 2005).

Silanol aktivitesine ek olarak, analitin sabit faz {izerindeki yavas hareketinin de
pik kuyruklanmasina (pik tailingine) neden oldugu tartisiimaktadir. Eger bu dogru
olsayd1 yeterince yiiksek bir sicaklikta, kiitle transfer hiz katsayis1 pik keskinligindeki
bu etkiyi minimuma indirebilecek kadar artardi (Gotmar ve ark. 1999). Bu yaklasima
sahip bir caligma, dikkati dolgu fazinin ve analitin termal kararliligini saglamaya
¢ekmelidir. Ancak, McCalley (2000) sicaklik 20°C’den 60 °C’ye yiikseltildiginde pik
simetrisinin arttigini gézlemlemistir. Bunun yaninda, bu gelisme sadece pH 7.0’de
goriilmistiir. pH 3.0°da pik keskinliginde onemli degisim goriilmemistir. Daha sonraki
bir ¢alismada, Buckenmaier ve ¢alisma arkadaglar1 (2004) sicaklig arttirarak yapilan bir
analizde pik keskinligindeki gelismelerin analitlerin hareketindeki degisikliklerden degil
bazik analitlerin pKa degerinden kaynaklandigmni oOnermistir. Sicaklik arttiginda,
analitin pKa degeri diiser. Boylece, sabit bir pH’da sicaklig1 arttirmak bazik molekiiliin
daha diisiik bir miktarinin protonlanmasma neden olur. Bu da analit ile silanoller
arasindaki etkilesimi azaltir.

Gritti ve Guiochon (2005) dolgu fazinin heterojenitesi ve bunun pik
kuyruklanmasma etkisi iizerine kapsamli bir arastrma yapmistir. Denge izoterm
modelleri ve afinite enerji dagilim hesaplamalar1 pik kuyruklanmasima neden olan farkli
enerji bolgelerinin varhigini kanitlamistir.

Daha sonraki c¢alismalarinda Gritti ve Guiochon (2005) end-capped ve end-
capped amid-gomiilii ters faz kolonlar ile geleneksel end-capped olmayan C;g kolonlarin
adsorpsiyon izotermini kiyaslamistir. Bazik olmayan bilesikler icin adsorpsiyon
davranisinda kiiclik farklilik goriilebilecegi bulunmustur. Bununla beraber, genel olarak,
end-capped olmayan kolonlar daha biiyiik yiizey heterojenitesi gostermistir. ilaveten,
organik modifier tercihi ylizey heterojenitesini etkiler. Asetonitril-metanol karigimi gibi

giiclii bir organik modifier kullanarak koruyucu bir organik tabaka olusturulur, boylece
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analit yliksek enerjili bolgelerden korunur. End-capped bir amid-gomiilii kolon ile
geleneksel end-capped C;g kolon kiyaslandiginda her iki kolon da benzer analitler igin
benzer adsorpsiyon davranmiglar1 gostermistir. Fakat diger analitler polar-gémiilii
gruplarm oldugu kolonlara yanit vermis ve ek bir yiiksek enerjili bolge gostermistir

(Gritti ve Guiochon 2006).

2.1.1.2. Silanol Aktivitesini Azaltma Metodlar

Silanollerin aywrmadaki negatif etkisi analit ile etkilesimini minimuma
indirebilecek bir¢ok teknigin gelismesine neden olmustur. Yeni dolgu fazlar1 ve imalat
tekniklerinin gelisimi bunlarin miktarmi azaltmaya calismaktadir. Kromatograficilere
gore hareketli faz kosullar1 bunlarin olumsuz etkilerini azaltmak i¢in optimize edilebilir.

Silanollerin asidik dogas1 ayrigma reaksiyonuyla gosterilir:

Si-O-He Si-O + H'

20 °C’de, izole olmus bir silanoliin pKa’s1 yaklasik 6.8+0.5 ‘dir (Berthod 1991).
Boylece, uygun bir hareketli faz secilerek iyonik etkilesim azaltilabilir. Bir yaklagim
silanoliin pKa degerinin ortamin pH degerinden daha biiyiik oldugu bir pH degerinde
analiz yapmak ve boylece silanoliin protonlanmigs formda kalmasini saglamaya
yoneliktir. Benzer sekilde, yiiksek pH’da yani bazik analitin pKa degerinin ortamin pH
degerinden daha kiigiik oldugu pH degerinde analiz yapmak analitin iyonlagsmasini
engelleyecektir (Kirkland ve ark. 1997), (Kirkland ve ark. 1998). U¢ pH degerlerinde
analiz yapabilme silika destek maddesi ya da baglanma fazinin kararliligina baghdir.
Calismalar diisiik pH’da baglanma fazinin silika destek maddesinden kopabilecegini ve
bu kopmanin ligandm tiiriine, baglanmanin yogunluguna ve end-capping sekline gore
degisebilecegini gostermistir (Trammell ve ark. 2004). Aksine, pH’nin dokuzun
iizerinde olmasi durumunda, silika destek maddesinin bozulmasi problem teskil eder
(Kirkland ve ark. 1995). Orta pH’larda, bazik bilesiklerin sicakligin yiikselmesiyle pik
keskinliklerinin arttig1 goriilmiistiir (Buckenmaier ve ark. 2004). Iyon kuvveti
arttirillarak, analit derigimleri degistirilerek hareketli fazin silanol aktivitesini
azaltmadaki katkis1 ayrica calisilmistir. Silanol etkilesimini ortadan kaldirmak i¢in bir

hareketli faz modifierinin kullanimi ilk kez Nahum ve Horvath (1981) tarafindan
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onerilmistir. Amonyum tuzlar1 ve trietilamin (TEA) ve dimetiloktilamin (DMOA) gibi
aminler en ¢ok kullanilan modifierlerdir ve nétral ve asidik pH’da bazi analitlerle
etkilesebildikleri kanitlanmistir (Vervoort ve ark. 1992). Tamponlarin kullanim1 sadece
pH’nin konroliine degil ayrica kullanilan tamponun tiirii dzellikle katyonun ( Na’, K"
gibi) iyon ¢ifti etkilesimleri iizerinden bir silanol giderici olarak islev gorebilmesine izin
verir (Papp ve Vigh 1983). Silanolle daha giiclii bir sekilde etkilesen ¢ift yiikli
katyonlarin kullanimi silanol aktivitesini azaltmada etkili olmustur. Reta ve Carr (1999)
baryumun modifier olarak TEA ile kiyaslanabilir 6l¢iide pik simetrisi ve alikonma
gosterdigini ve modifier olarak kullanilabildigini kanitlamistir. Ayrica, hareketli fazin
iyon kuvvetinin artmasiyla pik simetrisinin arttig1 gériilmiistiir. Bununla beraber, Gritti
ve Guiochon (2004) propanololiin adsorpsiyon izotermini ve analizini kullanarak
silanollerin asimetrik piklere neden olan adsorpsiyon bdlgeleri i¢in sadece sorumlu
olmadigina karar vermistir. Ilaveten, derisimle birlikte iyon kuvvetini artirmak igin
kullanilan tuzlarm (NaCl, KCI, CaCl, vs) se¢imi pik keskinliginde 6nemli rol oynar
(Gritti ve Guiochon 2004 a, b). Analit derisimi de silanollerin etkisini minimuma
indirmede etkilidir.

Bu yontemlere ek olarak, pH’nin diizenli artis1 ya da mevcut silanol miktarinin
azaltilmasi yoluyla peak kuyruklanmasini kendi basina azaltmaya yardim eden dolgu
fazlar1 tasarlanmaktadir. Kirkland ve c¢aligma arkadaslar1 (1997) end-capping tipi
kolonlarmn orta ve yliksek pH’larda dolgu fazinin bozunmasinin azaldigini kanitlamistir.
Bir metotda silanoller ligandla reaksiyona girmeden Once metil gruplar1 ile yer
degistirmistir. Bu da silanol kalintilarinin yaklasik %50’den %33’e kadar azalmasima
olanak saglamistir (Unger ve ark. 1976). Polietilen ve polistren gibi polimerler silika
ylizeyini kaplayarak daha diisiik pH’larda bile silika destek maddesinin dayanikliligini
artirmak i¢in kullanilir (Kobayashi ve ark. 1998).

2.1.2. Polar Dolgu Maddeleri

2.1.2.1. Polar Gomiilii (Embedded) Ters-Faz Dolgu Maddeleri

Geleneksel Cis ve Cg dolgu fazlari ters-faz ayirmalari i¢cin genis bir uygulama
alanina sahiptir. Bununla beraber, bu dolgu fazlarinin yiiksek oranda sulu hareketli
fazda 1slanamama (McCalley 1999), ( Layne 2002) ve bazik analitler icin zayif pik

keskinligi gésterme gibi bazi dezavantajlar1 vardir (O’Gara ve ark. 1995). Son on yilda,
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arastirmacilar bu tarz zorluklarin iistesinden gelebilecek bir seri polar-gémiilii dolgu
fazlar1 gelistirmistir (Engelhardt ve Mathes 1977), (Engelhardt ve Mathes 1979),
(Engelhardt ve ark. 1981), (Sandi ve Szepesy 1998), (Neue ve ark.1999), (Neue ve ark.
2001). Bu fazlar silika yiizeyine yakin bir yerde bulunan hidrofilik polar bir grubun
temel olarak hidrofobik bir alkil zincirine baglanmasindan meydana gelir. Tipik bir
polar gdmiilii fazinin sematik gosterimi sekil 2.4°te goriilmektedir (Euerby ve Petersson

2005).

polar grup [alkil Zinciri ]

Polar grup = amid, karbamat, iire, siilfonamid, alkil ya da fenil eter
Ara link = Propil ligand
Alkil zinciri = Genellikle C8’den C18’e kadar

Sekil 2.4. Tipik bir polar gdomiilii (embedded) dolgu fazinin hazirlanis sekli

Temel olarak kullanilan polar gruplar amid, iire, eter, karbamat ve siilfonamid
fonksiyonel gruplaridir. Genel olarak, geleneksel C;s kolonlarla kiyaslandiginda polar-
gomiilli fazlarm avantajlar1 polar-gomiilii fonksiyonel grubunun bazik analitlerin yerine
silika ylizeyindeki silanollerle hidrojen bagi yapmasi sonucu (Engelhardt ve Mathes
1977), (Engelhardt ve Mathes 1979), (Engelhardt ve ark. 1981 ), (O’Gara ve ark. 1995),
(McCalley 1999), (Layne 2002), bazik analitler i¢cin iyi bir pik keskinligi gostermesi
(O’Gara ve ark. 1995), yiiksek oranda sulu hareketli faz kullanilabilmesi (Engelhardt ve
Mathes 1979), (Engelhardt ve ark. 1981), (Neue ve ark. 2001) ve bu sayede % 100 sulu
hareketli faz kullanarak ¢ok polar analitlerin ters-faz modda analizine tesvik etmesi
(Euerby ve Petersson 2004), bazik, asidik ve nétral analitlere kars1 (O’Gara ve ark.
1995), (Sandi ve Szepesy 1998 a, b, c), (McCalley 1999), (Neue ve ark. 1999), (Layne
2002), essiz bir selektivite gostermesi (Engelhardt ve ark. 1981) ( bu selektivite dolgu
faz1 ve analitler arasindaki elektrostatik etkilesimler sonucu asit ve bazlarmn pozitif
itmelerinden kaynaklanir) (Euerby ve Petersson 2005), hidrojen bagi yapabilme
kapasitelerinin olmas1 (Wilson ve ark. 2004), icerdigi polar grup sayesinde hidrofobik
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karakterinin azalmas1 (O’Gara ve ark. 1995), (McCalley 1999), (Layne 2002), seklinde
siralanabilir. Bununla beraber, polar-gomiilii bir kolonun hidrolitik kararliligi Cig
kolonlardan daha diisiiktiir (Sandi ve Szepesy 1998), (Wilson ve ark. 2004), (Ruderisch
ve ark. 2005). Bundan dolay1, daha kisa kolon 6mrii gosterirler. Baska bir deyisle, silika
tabanl diger ters-faz kolonlar gibi polar-gémiilii kolonlar da silikanin bozunmasindan
dolay1 bazik sartlar altinda ayni sinirlamadan sikint1 ¢eker (Liu ve ark. 2006).

Silika tabanli ters-faz dolgu fazlar1 pH 2 ile 8 arasinda giivenli bir sekilde
kullanilabilseler de pH 8’den sonra silika hidroliz oldugundan kullanimlarinda ciddi
sinirlamalar vardir. Silikanin kimyasal kararhiligmi artirmak i¢in Neue ve calisma
arkadaslar1 (2001) cesitli silil ligandlarla modifiye olmus gozenekli inorganik/organik
hibrit silika substratlar1 gelistirmistir (Wyndham ve ark. 2003). Bu dolgu fazlar1 bazik
analitler ile oldukg¢a iyi bir pik keskinligi ve bazik kosullara karsi yiiksek oranda
dayaniklilik gdstermistir. Bununla beraber, diisiik pH degerindeki kararliliklarinin
geleneksel Cis, sterik engelli korunmus C;s ve bidentat C;g fazlarindan daha diistik
oldugu bulunmustur (Kirkland 2004). Bidentat C;g dolgu fazlarinin hem diisiik ve hem
de yiiksek pH degerine sahip hareketli fazlarda iyi bir hidrolitik kararlilik sergiledigi
bulunmustur (Kirkland ve ark.1998).

Literatiirde silika tabanl ters-faz kolonlarin kimyasal kararliligini artirmak i¢in
gelistirilen ¢esitli dolgu fazlar1 mevcuttur. Bunlarin tipik Ornekleri polimerik bagli
(Sangliano ve ark. 1998), bidentat (Kirkland ve ark. 1998), sterik engelli hacimli grup
bagh (Kirkland ve ark. 1989) ve hibrit inorganik-organik dolgu fazlar1 (Wyndham ve
ark. 2003) seklinde gosterilebilir. Diisiikk pH’da dolgu fazmnin bozulmasi solvoliz ve
siloksan baginin kopmasiyla silika ylizeyinden organik ligandin ayrilmasindan
kaynaklanir. Polimerik bagh dolgu fazlar1 diisiik ve yiiksek pH’larda geleneksel
monofonksiyonel fazli kolonlardan daha kararli olsa da bunlarin sentezlenmesi daha
zordur. Yatay polimerizasyonun hem diisiik hem de yiiksek pH’larda {istiin hidrolitik
kararliliga sahip monomerik bir baglanma faz1 olusturdugu belirlenmistir (Wirth ve
Fatunmbi 1993). Bununla beraber, bu kolonlarin hazirlanmasma yonelik literatiirde
herhangi bir bilgi bulunamamistir. Kirkland ve ¢alisma arkadaslar1 (1989), (1995),
(1998), geleneksel metil yan gruplarinin yerine hacimli yan gruplar kullanarak sterik
engelli korunmus dolgu fazlar1 gelistirmistir. Meydana gelen dolgu fazlar1 asidik

kosullara karst oldukca fazla hidrolitik kararlilik gdstermistir. Bunun yaninda, ayni
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calisma grubu diisiik ve orta pH’larda oldukca yliksek kararhilik saglayan sterik engelli
diizopropil yan gruplar1 kullanarak hidrolitik olarak oldukca kararli amid-gomiilii fazini
gelistirmistir. Bununla beraber, boyle fazlarin yiizey kaplamasi genellikle diisiiktiir, bu
da ytiksek pH’lardaki kararlhilig1 diisiirtir.

Bazik bilesiklerin analizi diisiik pik keskinligi ve etkinliklerden dolay1
kromatograficiler icin bir problem olmustur. Son arastirmalar asil sebeplerin daha
karmagik oldugunu gosterse de geleneksel bakis acisi bunu silanoller tizerindeki zayif
etkilesime baglamaktadir. Nedenlere bakmaksizin yeni dolgu fazlarinin gelisimi bazik
analitler s6z konusu oldugunda etkilesimi artirmaya caligmaktadir. Bu dolgu fazlar
geleneksel baglanma fazindan fiziksel olarak farklidir. Ciinkii bunlar alkil zincirinin
icinde bir polar grup icerirler. Bu kolonlar ayirmada 6nemli avantajlar saglasa da bazi
dezavantajlara da sahiptir. Daha kisa alkil zincirine ve polar gruplara sahip olan
gomiilii(embedded) kolonlar yiiksek ve diisiik pH degerinde saf alkil zinciri iceren
kolonlara gore daha zayif kararlilik gosterir (Kirkland ve ark. 1989), (Kirkland ve ark.
1995), (Kirkland ve ark. 1997), (Kirkland ve ark. 1998). Bundan dolay1, daha kisa alkil
zinciri ya da daha polar fonksiyonel grup iceren dolgu fazlar1 yiiksek polarliktaki
bilesiklerin ayriminda yiliksek performans gosterse de daha kisa kolon 6mriine sahiptir.
Mevcut arastirmalar bu kolonlarin essiz bir selektivite sergiledigini ve uygun bilesikler
icin kolon performansmin arttigini gostermistir. Bununla beraber, bu fazlar oldukca yeni
olduklarindan bu kolonlarin karakterizasyonu hald devam etmektedir. Bu kolonlarin
incelenmesi alikonma iglemlerinin anlagilmasina yardim edebilir.

Son yillarda yapilan calismalarda polar-gomiilii ve geleneksel alkil zincirli
kolonlarin karakterleri incelenmistir. Asid, baz ve notral bilesiklerin karisimini
kullanarak yapilan bir ¢calisma bu kolonlarm essizligi ve kolonlar arasindaki en 6nemli
farklar lizerine bilgi saglamistir (Liu ve ark. 2006). Yine son yillarda yapilan baska bir
calismada aminopropilsilika’ya humik asit baglanarak amid dolgu fazlar1 hazirlanmis ve
bu dolgu fazlarinin RP ve HILIC 6zellikleri incelenmistir. Bu calismada sentezlenen
dolgu maddelerinin yapis1 sekil 2.5°de, niikleozit ve niikleotitlerinin ayrilmasindaki

etkinligini gosteren kromatogramlar sekil 2.6’da goriilmektedir ( Gezici ve Kara 2011).
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Sekil 2.5. Aminopropilsilikaya humik asidin baglanmasini1 gosteren sentetik sema

Tyd (a) Nucleosides - Isocratic elution
MeCN + Water (1:99; v/v)

{0.50 mL/min; 25 °C; 254 nm)

Cyd

Guo
Ado

Ura (b) Nucleobases - Gradient elution

MeOH : 0% —> 20% (0-10 min)

Water : 100% —> 80% (0-10 min)

Flow rate : 0.15 — 1.00 mL/min (0-10 min)

25 °C; 254 nm
Thy
Cyt Gua Ade
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t (min)

Sekil 2.6. izokratik ve gradient eliisyon kullanarak EC-HA-APS dolgu faz1 ile RPLC kosullarmda
niikleozit (a) ve niikleotitlerin (b) ayrilmasini gésteren kromatogram
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Sekil 2.7°de gorildiigii gibi polar gdmiilii dolgu fazlari alkil zinciri iginde polar
bir fonksiyonel grup icerir. Polar grubun varliginin bazik analitler i¢in 1yi bir selektivite
ve pik keskinligi saglamasi gibi bazi avantajlarimin oldugu kanitlanmistir. Bu dolgu
fazlar1 geleneksel kolonlardan farkli olduklarindan essiz bir selektivite saglar. Bu da
karmasik karisimlarin ayrilmasina olanak saglar ki geleneksel kolonlar bunu yapamaz.

[laveten, polar gdémiilii kolonlarin daha yiiksek oranda su iceren hareketli fazin
kullannmina izin verdigi tespit edilmistir. Yiiksek baglanma yogunluklu geleneksel
kolonlarda ise su bakimindan zengin hareketli faz kullanildiginda zincir kopmasinin
meydana geldigi saptanmistir. Zincir kopmasi su bakimindan zengin hareketli fazda
hidrofobik alkil zincirinin toplanmasindan kaynaklanir. Bu alikonmanin geri
dontistimsiiz olmasindan ve azalan kromatografik etkinlikten kaynaklanabilir (Neue ve
ark. 2001). Walter ve calisma arkadaslar1 (2005) tarafindan yapilan son caligmalarda
yiiksek oranda sulu hareketli faz kullanildiginda alikonma siiresindeki azalmanin zincir
kopmasindan degil dolgu fazi gozeneklerinden hareketli fazin ekstriizyonundan
kaynakladig1 belirtilmistir. Alikonmadaki diislisiin gézenek boyutuna bagliligi, bos
hacim ve akis durdurulduktan sonraki gdzenek boyutundaki degisiklikler arasindaki
iligki ve alikonmadaki diisiisiin basinca bagimlilig1 bu fikri dogrular. Bunun yani sira,
hareketli faz % 100 su oldugunda karbamat goémiilii grup igeren bir C;3 dolgu fazi
alikonma siiresinde sadece % 3’liikk bir diisiis gosterirken Cg ve C;g dolgu fazi alikonma
stiresinde % 98’lik bir diislis gostermistir.

Bazik analitler i¢in pik keskinlesmesinin artmasina neden olan bir baska faktor
polar gédmiilii kolonlarin artan 1slakliklarindan kaynaklanir (McCalley 1999). Bir goriise
gore polar grup analiti silanollerden koruyan silika yiizeyindeki bir su tabakasiyla
kaplanir (Neue ve ark. 2001). Diger goriislere gore ise polar grup serbest silanollerle
etkilesmeyi tercih edebilir (O’Gara ve ark. 1995). ilaveten, eger hareketli fazin pH’s1
gomiilii grubun pKa’smin altina diiserse, gomiilii grup protonlanir ve pozitif yiiklenir.
Bu, gémiilii grubu ylizeydeki silanollerden koruyarak dolgu faz1 ve analitin elektrostatik
itmesine neden olabilir.

Bu kolonlarin essiz olmasi polar gémiilii dolgu fazmin sentezinde kullanilan
metotlardan kaynaklanir. iki basamakli sentezin ilk basamaginda propildimetilsilan gibi
kisa bir alkil zincirli ara linki silaka destek maddesine baglanir. Daha sonra bu alkil

silan polar gomiilii alkil ligand: ile reaksiyona sokulur. Bununla beraber, geleneksel
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kolonlarin toplam sentezinde oldugu gibi ikinci basamaktaki baglanma reaksiyonu
tamamlanmaz. Bu da silika ylizeyinde ¢iplak polar gruplarin kalmasma neden olur.
Tamamlanmayan bu reaksiyon polar end-capped dolgu fazlarinda oldugu gibi essiz bir

selektivite saglayabilir (Quach, V. 2009).

karbamat polar

embedded grup
amid polar
embedded
S

H C\S-/CHB‘ H,O\C\S\i/CH3
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Sekil 2.7. a. Geleneksel C;s dolgu fazi, b. Polar gémiilii (embedded) grup igeren dolgu fazi

2.1.2.2. Polar HILIC Dolgu Maddeleri

- Amin Dolgu Fazlan

Seker, aminoasit, peptid, karboksilik asit, niikleozit ve baz1 ilaglarin
ayrilmasinda HILIC modda hala yaygin bir sekilde kullanilan primer amin grubu iceren
aminopropil grubu ile kimyasal olarak modifiye olmus silika jel amin dolgu fazlarinin
en eski tlriidiir.(Sekil 2.6.a) Piyasada mevcut olan amin tabanli silika kolonlar alikonma
stireleri ve segicilikte onemli dl¢lide farklilik gosterebilirler (Olsen 2001).

Amin tabanli dolgu fazlar1 asidik bilesiklere kars1 yliksek afinite gosterirler ki bu
asidik bilesiklerin alikonmalarinin partisyon ve iyon degisim mekanizmalarmin bir

kombinasyonundan kaynaklandigma inanilmaktadir (Oyler ve ark. 1996). Bu iki etkinin
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kombinasyonundan dolay1 etkinlik olduk¢a diistik olabilir. Hareketli fazdaki uzun denge
stireleri, geri doniistimsiiz adsorpsiyon siklikla gozlenir. Primer amin gruplar1 oldukca
reaktif olup aldehitlerle schiff bazi olustururlar. Karbonhidratlarda aldehit grubu
oldugundan dolay1 amin dolgu fazlar1 bunlarin ayrilmasinda problem olusturur (Ikeami
ve ark. 2008).

YMC Pack Polyamine II gibi sekonder ve tersiyer amin gruplari igeren dolgu
fazlar1 karbonil bilesikleri ile schiff bazi olusturmazlar. Aromatik amin iceren dolgu
fazlar1 bagil olarak daha zayif baz olduklarindan dolay1 polar amin ve asitlerin
ayrilmasida daha kisa alikonma siiresi gdsterir. Ornegin ticari olarak mevcut aromatik

amin grubu iceren HILIC-PI bu 6zellige sahiptir.

- Amid Tiirevi Dolgu Fazlan

Amid dolgu fazlar1 kii¢iik bir alkil ara linki {lizerinden silika jele bagli bir
karbamoil (Sekil 2.8.g) ya da bir amid grubu (Sekil 2.8.h) icerirler. Amin tabanli dolgu
fazlarinin aksine amid dolgu fazlar1 bazik 6zellik gostermez. Bundan dolay: yiiriitiicii
fazda iyonlasabilen analitler dolgu fazi ile iyonik etkilesimde bulunmazlar. Yani iyon-
degistirme durumuna pek fazla rastlanmaz. Ayrica analitlerin geri doniistimsiiz olarak
adsorplanmast minimum diizeydedir. Bu 06zellikler Amid dolgu fazlarmin yiiksek
kararhiliginin bir gostergesidir. Yani kisacast amid dolgu fazlar1 asidik ve bazik
sartlardan minimum diizeyde etkilenir.

Amid dolgu fazlarma temel olarak peptidlerin ayrilmasinda bagvurulur.
Hidrofilik peptidler hidrofobik peptidlere gore amid dolgu fazi lizerinde daha giiclii bir
sekilde alikonulurlar. Amid dolgu fazli HILIC kolonlar ayrica oligosakkarit,
glikoprotein ve cesitli glikozidler gibi diger hidrofilik ya da ampifilik polimer
orneklerinin ayrilmasinda da uygun bir moddur (Yoshida 1997).

Bazi amid dolgu fazlar1 sadece belli bir analit smifin1 ayirmak i¢in 6zel olarak
tasarlanmistir.  Ornegin TSK-gel Amide 80 mono ve oligosakkaritlerin, seker
tiirevlerinin, peptid ve aminoasitlerin ayrilmasinda kullanilan oldukg¢a popiiler bir

HILIC kolondur (Karlsson ve ark. 2005).
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Sekil 2.8. Silika yiizeyine kimyasal olarak bagl bazi polar dolgu fazlarinin yapisi

Amid-80 yalin silika jel ve diger polar dolgu fazlar ile kiyaslandiginda bir¢ok
polar analit i¢cin daha yiiksek alikonma siiresi gosterir. Yine amid tabanl ¢esitli dolgu
fazlar1 gelistirilmis ve siklodekstrin tiirevlerinin ters-faz sivi  kromatografik
ayrilmasinda kullanilmistir (Szeman ve ark. 2006), (Sekil 2.9). Sekil 2.9°da bu dolgu
fazlarinin yapilar1 ve siklodekstrin tiirevlerinin ayrilmasmdaki etkinligini gosteren
HPLC kromatogramlar1 goriilmektedir. Siklodektrinlere karsi en i1yi seciciligi N-(4-
nitrofenil)karbamid (NPhC) tiirevi dolgu fazinin gdsterdigi tespit edilmistir.
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Welch ve calisma arkadaslar1 (2005) cesitli aminoasitlerden yola ¢ikarak bir seri
yeni amid ve amin tiirevi dolgu maddesi sentezlemis ve pneumocandin By (Sekil 2.10)
antibiyotiginin HPLC ile kromatografik saflagtirilmasinin gelistirilmesinde kullanmistir.
Sekil 2.11°de bu calismada sentezlenen amino-silika tiirevi dolgu maddelerinin farkl
yollardan sentezi gosterilmektedir. Sekil 2.12°de ise aminoasit tiirevi dort adet dolgu
maddesinin sentezi goriilmektedir. Boylece bu calisma kapsaminda amid ve amin tiirevi
on yedi adet dolgu maddesi sentezlenmis ve pneumocandin By’in ayrilmasinda
kullanilmis, en 1yi selektivitenin 6 ve 13 numarali dolgu maddeleriyle saglandigi

belirtilmistir.

- Polisiiksinimit ve Tiirevi Dolgu Fazlan

Alpert (1983) polisiiksinimitle aminopropil silikanin reaksiyonu ile
polisiiksinimid-silikay1 elde etmis ve daha sonra polisiiksinimid-silika tabanli bir seri
yeni HILIC dolgu fazlar1 gelistirmistir (Sekil 2.13). Poli(aspartik asit)-silikanin 2-
aminoetanol ile reaksiyonu sonucu poli(2-hidroksietil)aspartamid-silika ve 2-
aminoethilsiilfonik asit ile reaksiyonu sonucu poli(2-siilfoetil)aspartamid-silika elde
edilmistir (Alpert 1990). Polisiiksinimid-silika tabanli dolgu materyalleri ticari olarak
Poliglikopleks (PolyGlycoplex) (Sekil 2.13.a), Polihidroksietil (PolyHydroxyethyl) A
(Sekil 2.13.b), PolyCAT A (Sekil 2.13.c) ve Polisiilfoetil (Polysulfoethyl) A (Sekil
2.13.d) ticari isimleri altinda {iiretilmektedir ve peptidler, proteinler, niikleik asitler,
oligosakkaritler, karbonhidratlar gibi olduk¢a yiiksek polarliktaki bilesiklerin
ayrilmasida kullanilmaktadir.

Polisiilfoetil A (Sekil 2.13.d) giiglii katyon degistirme o6zelliklerine sahiptir ve
birlesik modlu (mixed-mode) HILIC/katyon-degistirme mekanizmas1 gosterir. Bu
kolonun hidrofilik peptidlerin ayrilmasinda uygun oldugu goriilmiistiir (Hartmann ve
ark. 2003). % 50 ya da daha fazla asetonitril iceren sulu organik hareketli fazda tuz
derisiminin artmasiyla ayirmada en 1yi sonuglar elde edilir (Alpert ve Andrews 1988).
% 90’dan daha az asetonitril iceren hareketli fazlarda ¢ok giiclii polar analitler i¢in

ayirma etkisi azalabilir (Alpert 1990).
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Polidroksietil A (Sekil 2.13.b) fosforlanmis ve fosforlanmamis aminoasitler,
peptidler ve glikopeptidler, proteinler, oligoniikleotidler, karbonhidratlar ve glikozidler,
metabolitler ve kiigiik polar molekiillerin ayrilmasinda kullanilabilir (Zhu ve ark. 1991),
(Oyler ve ark. 1996), (Curren ve King 2002), (Tolstikov ve Fiehn 2002). Basarili
ayirmalar trietilamonyum tamponu gibi en az 7-10 mmol/L elektrolit i¢eren hareketli
faz gerektirir. Analitin iyonikligi ne kadar fazla ise simetrik pikler elde etmek icin o
kadar ¢ok tuza ihtiya¢ vardir. Poliglikopleks kolonlar (Sekil 2.13.a) monosakkaritler,
oligosakkaritler ve sialil sekerler ya da onlarin p-nitrobenzoiloksi tiirevlerinin ayrilmasi
icin uygundur (Alpert ve ark. 1994). Seri olarak baglanan birlesik modlu (mixed-mode)
anyon-degistirme/HILIC katyon-degistirme/HILIC silika-tabanli kii¢iik gézenekli iyon
degistiricilerinin dipeptidlerin ve biyolojik ve sentetik analitlerdeki diger bilesiklerin

analizi ve saflastirilmasi i¢in uygun oldugu bulunmustur.

- Diol, Polietilenglikol ve Siyano-propil Tiirevi Dolgu Fazlan

Kimyasal olarak bagli diol fazlar1 genellikle noétral hidrofilik  2,3-
dihidroksipropil ligandlar igerirler ve silika jel ylizeyine glisidiloksipropiltrimetoksisilan
molekiiliiniin baglanmasiyla ve bunu takiben epoksi grubunun hidroliz olmasiyla
hazirlanirlar (Sekil 2.8.c). Bu fazlar yiiksek polarite ve yalin haldeki silika jel gibi
hidrojen bagi yapma o0zelligi gosterir ve polar bilesiklerin geri doniisiimsiiz
adsorpsiyonunu 6nlemek i¢in bir sililleme reaktifiyle kismen bloke olabilen ve bir kism1
serbest kalan silanol gruplar1 disinda iyonlasabilen gruplar igcermez. Diol-silika kolonlar
proteinlerin ayrilmasi i¢in kullanilmaktadir (Regnier ve Noel 1976), fakat son
zamanlarda daha ¢ok hem ters faz sivi kromatografisi modunda hem de HILIC modda
ayrilabilen fenolik bilesiklerin ayrilmasinda kullanilmaktadir (Jandera ve Hajek 2009).
Silika jele bagli undecyl-1,2- diol ligandlar igeren dolgu fazi alkil zincirinin sonunda
polar diol fonksiyonel grubunu iceren uzun bir hidrofobik alkil zinciri igerir ve
RP/HILIC ikili modunun alikonma mekanizmasmi goésterir. Bu dolgu fazi ile hem
diisiik organik hareketli fazli hem de yiiksek organik hareketli fazli sistemlerle
calisilabildigi i¢in hem ters-faz hem de HILIC 6zellik gosterir.

HILIC diol kolonlar polar aktif ilaglarin kantitatif tayininde kullanilirlar ve
burada hareketli faz olarak 10 mmol/L amonyum kloriir iceren su-asetonitril karigimi

kullanilir (Wang ve ark. 2005).
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Capraz bagh diol dolgu faz1 Luna HILIC 200 (Sekil 2.8.d) ¢apraz bagl olmayan
diol silika dolgu fazlar ile kiyaslandiginda hidrolize kars: yiiksek kararlilik, daha giiclii
hidrofobik etkilesimler ve daha iyi pik keskinligi ve ayirma gosterir (Jandera ve ark.
2010). Luna HILIC 200 kolon hem oksietilen ve hem de hidroksi bagli gruplar icerirler
(Jandera ve Hajek 2009).

Luna HILIC 200 kolon nikotin ve onun kotinin, trans-3-hidroksikotinini nikotin-
N-oxid ve kotinin-N-oksid gibi temel metabolitlerinin ayrilmasinda kullanilir. Ayirma
isleminde kullanilan gradient sartlar su sekildedir; 10 mmol/L amonyum format
tamponu (pH:3.0) icerisinde asetonitril orant % 98 oraninda baslayip % 35 oranina
degismektedir ve analiz siiresi 13 dakikadir (Marclay ve Saugy 2010).

Hidrofobik etkilesimler daha az polar poli (etilen glikol), PEG, bagli dolgu
fazlar1 i¢cin Luna HILIC 200 kolona gore daha 6nemlidir (Blahova ve ark. 2006).

Siyanopropil-silika bagli dolgu fazlar1 (Sekil 2.8.b) hidrojen bagi yapma
kabiliyetinden yoksundur ve organik ¢6ziicii bakimindan zengin hareketli fazlarda polar
bilesiklerin alikonmasi genellikle diisiiktiir. Bundan dolay: bu dolgu fazlarmin HILIC
ayirmalarindaki kullanimlar1 spesifik analitlerle sinirhidir (Yoshida ve Okada 1999),

(Daunoravicius ve ark. 2006).

- Siklodekstrin Tiirevi Dolgu Fazlan

Siklodekstrinler kismen hidrofobik kaviteli toroid zincirli yapilardaki alti(a-CD),
yedi(B-CD) ya da sekiz(y-CD) D-glukoz {initelerine sahip siklik oligosakkaritlerdir. CD
kiral tanima 6zelligi gosterir ve bundan dolayr sivi kromatografisinde hareketli faza
eklenerek kiral selektor olarak ya da enantiyoselektif ayirmalarda kiral dolgu faz1 (CSP)
olarak kullanilir. Amin, iiretan ya da eter bagi ile modifiye edilerek hazirlanan silika jel
tabanli siklodekstrin kiral dolgu fazlar1 ters-faz kosullar1 altinda ya da polar organik
modda enantiyomerlerin kromatografik ayrilmasinda kullanighdir. Siklodekstrin dolgu
fazlar1 ayrica hareketli faz olarak % 70 asetonitril kullanildiginda HILIC modda seker
alkollerin, monosakkaritlerin ve oligosakkaritlerin ayrilmasinda kullanilir (Armstrang
ve Jin 1989). Alikonma siiresi monosakkarit {nitesinin artmasiyla artar. Ciinki
siklodekstrin birimlerinin artmasi analitlerin etkilesecegi kavite sayisini da artirir ve
ayrica polar hidroksil gruplarmin sayisi da artacagindan alikonma siiresinin artmasi

olagandir (Berthod ve ark. 1998).
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Sekil 2.14. Siklodekstrin ve seker tiirevi baz1 dolgu fazlarmin yapisi
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Siklodekstrin tabanli kolonlar TSKgel Amide 80 kolonuna gore aminoasitler ve
bazi polar analitlerin ayrilmasinda daha yiiksek alikonma siiresi gosterir ve
aminopropil-silika dolgu fazlarindan daha kararlidir (Risley ve Strege 2000).

HILIC kosullar1 altinda kiral tanima 6zelligi gosteren B-siklodekstrin fazi alkin
modifiyeli silika tanelerinin yiizeyinde azit modifiyeli B-siklodekstrinin baglanmasiyla
hazirlanmistir (Sekil 2.14.a) (Liu ve ark. 2008). Ters-faz ile ayrilabilen bazi1 flavanoidler
ve izoflavanoidler HILIC kosullar1 altinda Atlantis HILIC silika ve siklodekstrin
kolonlarda iy1 tutunur ve ayrilir (Zhang ve ark. 2008).

- Silika jel Tabanh Dolgu Fazlarinin Diger Tiirleri

Birka¢ diger polar silika jel tabanli dolgu fazlar1 HILIC aywrmalarinda
kullanilmaktadir (Sekil 2.8- 2.15). 1,2,4-triazol grubu ile uyarlanmig Cosmosil HILIC
kolon bazik karakterlidir ve suda c¢oOziinebilen vitaminler, karboksilik asitler,
aminoasitler, peptidler ve polar ilaglarin etkili bir sekilde ayrilmasinda kullanilmaktadir
(Ikeami ve ark. 2008). Flor ile uyarlanmus silika tabanli dolgu fazlar1 aromatik aminlerin
ve diger polar aromatik bilesiklerin HILIC ayrmalarinda kullanilabilir. Sekil 2.8.k’de
gosterilen dolgu fazi hem HILIC hem de ters-faz modda kullanilabilir ve vitamin ve
niikleotit gibi ¢esitli analit smifinin ayrilmasinda kullanilir (Bicker ve ark. 2008), (Wu
ve ark. 2008).

Sekil 2.14.b-d’de gosterilen dolgu fazlar1 karbonhidrat ile uyarlanmis silika jel
tabanli dolgu fazlar1 olup monosakkaritlerin stereoselektif ayrilmasinda ve polar
aminoasitlerin, glikopeptidlerin, oligoniikleotitlerin ve flavanoidler gibi dogal tirlinlerin
HILIC modda ayrilmasinda kullanilir (Moni ve ark. 2010).

Birlesik modlu (Mixed-mod) HILIC/iyon-degistirme kolonlar organik ¢oziicii
bakimindan zengin olan hareketli fazlarda gii¢lii polar, zayif polar ve polar olmayan
bilesiklerin bile genis capta ayrilmasma olanak saglamaktadir. Bu tip kolonlara 6rnek
olarak mixed-mod WAX-1 ve WCX-1 kolonlar1 (Sekil 2.15.a ve b), (Lammerhofer ve
Lindner 2011) ve zayif asidik ya da bazik 6zellikler gosteren polar bir hidrofilik grup ve
uzun bir alkil zincirine sahip bir ligand ile modifiye olmus silika jel tabanli bazi ticari

kolonlar (Sekil 2.15.c-)) gosterilebilir (Wu ve ark. 2008).
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- Zwitteriyonik Dolgu Fazlan

Zwitteriyonik yapili dolgu fazlari temel olarak iyon degistirme ayirmalar: i¢in
tasarlanmistir. Irgum’un grubu inorganik tuzlarm, kiiclik organik iyonik bilesiklerin ve
proteinlerin HILIC ayirmalar1 i¢in siilfoalkilbetain dolgu fazlarini gelistirmistir (Jiang
ve Irgum 1999), (Viklund ve Irgum 2000), (Jiang ve Irgum 2002), (Wikberg ve ark.
2009). Bu dolgu fazlar1 ile hem anyonik hem de katyonik bilesiklerin es zamanda
ayrilmas1 miimkiindiir (Guo ve Gaiki 2005).

Stilfoalkilbetain bagli dolgu fazlar1 giiclii bir sekilde suyu adsorplar. Zayif
elektrostatik etkilesimler negatif ya da pozitif yiikler tasiyan analitlerin ayrilmasini
etkilese de dolgu fazindaki polar etkilesimler (hidrojen bagi ve dipol-dipol) temel
oneme sahiptir. Zwitteriyonik kolonlar ticari olarak ZIC-HILIC (silikajel tabanli) ve
ZIC-pHILIC (polimer tabanli) isimleri ile mevcuttur. Zwitteriyonik materyallerin
kromatografik 6zellikleri dnemli 6lgiide diger HILIC fazlarmdan farkhdir. ZIC-HILIC
kolonlar kiiciik polar bilesiklerin (Guo ve Gaiki 2005), metabolomeslerin (Idborg ve
ark. 2005), glukosinolateslerin (Wade ve ark. 2007), aminoglikozidlerin (Oertel ve ark.
2004), peptidlerin (Boersma ve ark. 2007), glikopeptidlerin (Takegawa ve ark. 2006) ve
diger bilesiklerin ayrilmasinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadwr. ZIC-HILIC
kolonlarla peptidlerin HILIC modda ayrilmasi pH’a baghdir. pH 3’de aymrma giigli
katyon degistiricileri (Strong Cation Exchangers, SCX) ile ayirmaya benzerlik gosterir.
Daha yiiksek bir pH’da (pH 7-8) daha i1y1 kromatografik ayirma gosterir (Boersma ve
ark. 2007). Farmasotik olarak onemli olan piirin ve pirimidin bazlar1 ve niikleozitler
tampon-asetonitril hareketli fazindaki asetonitril oranini gradient olarak diisiirerek
stilfobetain ZIC-HILIC ya da TSKgel Amid kolonlar ile ayrilabilirler (Marrubini ve ark.
2010).

HILIC aymrmalar: i¢in Zwitteriyonik dolgu fazlarmin diger tiirti Sekil 2.16.b’de
gosterilen dolgu fazidir. Bu kolonlar ZIC-cHILIC ve KS-polyMPC ticari isimleri ile
mevcutturlar. Bu kolonlar bitki dokularindaki serbest aminoasitler, karboksilik asitler ve
bunlarin metal kompleksleri gibi analitlerin selektif olarak ayrilmasini saglamasi
bakimindan ZIC-HILIC kolondan farklilik gdsterir (Weber ve ark. 2008). Anyonik ve
katyonik tiirler hem ZIC-HILIC hem de ZIC-cHILIC zwitteriyonik materyalleri ile

ayrilabilirler ancak bunlarin ayrilma siralar1 farklilik gosterir.

38



HAYRIYE ARAL

N o |,

b o)
\/\O/P\O/\/N\

Sekil 2.16. Baz1 Zwitteriyonik HILIC dolgu fazlarinin yapisi

- HILIC Ayirmalarinda Cahsma Sartlan

HILIC metodlarinin sistematik gelisiminde, ¢alisma faktorlerinin incelendigi ve
ayarlandig1 yerde tek degiskenli optimizasyon bi¢cimi kullanilabilir (Dejaegher ve ark.
2008). HILIC modda kullanilan bazi yararli deneysel kurallar vardir (Jandera, 2011).

Genellikle standart caligmalar i¢in 3-5pum tanecik boyutlu 100-150 mm
uzunlugunda 4.6 mm c¢apli kolonlar kullanilir. Analiz siiresini azaltmak ya da
reziiliisyonu artirmak i¢in kolon uzunlugu ve akis hiz1 degistirilebilir. Cok yiiksek bir
basing altinda calismak ayirmayi hizlandirir, bununla beraber HILIC ayirmalarinda
ikinci etkiye sahip olabilir. Ters-faz sistemlerdeki davranisin aksine, hidrofilik etkilesim
kromatografisinde sekerlerin alikonma faktorlerinin yiiksek basing altinda diistigi
goriilmiistiir (Neue ve ark. 2010).

Ters-faz HPLC’ nin aksine, saf organik ¢oziiciilerde ¢6zlinen analitler genellikle
bir HILIC sisteme direkt olarak enjekte edilebilir, ¢linkii organik ¢oziicliler zayif
eliientler olduklar1 i¢in polar analitler kolonun ucunda dar bir bolgede birikir. Bu,
plazma oOrneklerindeki bazik ilaglarin analizini ¢ok kolaylastirir. Ciinkii plazma
proteinleri asetonitril ¢ozeltilerinde ¢Oktiiriiliir ve matriks karistiricilart uzaklastirilir.
Asetonitril supernatantlar1 HILIC modda direkt olarak analiz edilebilir. Diger yandan,
yiiksek eliisyon giicline sahip sulu bir ¢Oziciliniin analitin  ¢dziilmesinde
kullanilmasindan kac¢imilmalidir. Cilinkli yiiksek ¢6zme giicline sahip olan ¢oziicii
analitleri kolonda stiriikleyecegi icin analitler hareketli faz ile es zamanl olarak analize
baslayamazlar. Bu da analitin daha az tutunmasina, diisiik kromatografik etkinlige ve

zaylf ayrmaya yol agabilir (Guinebault ve Broquaire 1981), (Vukmanic ve Chiba
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1989), (Layne ve ark. 2001), (Loeser ve Drumm 2006), (Ali ve ark. 2008). HILIC’ta
polar analitler igin yiiksek bir performans elde etmek icin 6rnek karisimi hazirlanirken
% 50°den fazla organik ¢6ziicii kullanilmalidir.

Baz1 cok giicli polar bilesikler HILIC kolon ile ¢ok giiclii bir etkilesim
yapacaklarindan dolay1 kolonda alikonurlar. Bu da kolon performansinin diismesine yol
acar. BOyle bir problemi bertaraf etmek i¢in farkli pH’lara sahip hareketli fazlar
kullanilabildigi gibi 6rnek iyice temizlenerek kolona verilebilir veya koruyucu bir kolon

kullanilabilir (Jian ve ark. 2010).

- HILIC’ta Hareketli Faz

HILIC’ta genellikle % 5-40 arasinda su ya da tampon iceren organik ¢dziicli
bakimmdan zengin hareketli faz kullanilir. Analize ilk baslandiginda tiim ornek
analitlerinin ayrilmasi i¢in su ya da tampon oraninin % 40 olmasi tavsiye edilir. Daha
sonra uygun bir alikonma saglaymcaya kadar asetonitril oran1 artirilir. Alternatif olarak
asetonitril oranmin gittikge azaltildigir bir gradient eliisyon yapilabilir. Asetonitril
oraninin azaldigi bdylece su ya da tampon oranmnin artti§i gradient eliisyon sistemi
Ozellikle yalin haldeki silika kolonlar ile ¢esitli biyolojik 6rneklerin HILIC
ayirmalarinda basarili bir sekilde uygulanmistir. Gradient eliisyon genellikle % 5
oraninda amonyum asetat ya da amonyum format tamponu igceren % 95 asetonitril
oranindan baglar yavas yavas asetonitril oran1 diistiriiliir. Su oraninin artirilmasi kolonda
giiclii bir sekilde tutunmus 6rnek karisimlarinin ayrilmasina yardim edebilir.

Sulu organik hareketli fazdan su yiiklii ya da yiiksiiz baglanma fazi {izerinde
giiclii bir sekilde adsorplanir. Sulu fazin derisiminin birka¢ yliz ppm’den daha fazla
oldugu hareketli fazlarda, suyun dolgu fazi iizerinde adsorbe edilmesi dolgu fazi
iizerinde yliksek oranda su adsorbe etmis ekstra bir tabaka olugsmasia neden olur (Sekil
2.17). % 0.5-1 arasinda su iceren sulu organik hareketli fazli normal fazda su adsorbe
eden tabaka yeterince kalindir. Bununla beraber, polar ylizey merkezlerinde analit
adsorpsiyonu alikonmay1 6nemli dlciide etkileyebilir (Buszewski ve Noga 2012).

HILIC modda organik c¢oziiciiniin se¢imi alikonmada giiclii etkiye sahiptir.
HILIC modda organik coziiciilerin eliisyon giicli genellikle ¢6ziicli polaritesi arttikca
artar.  Proton-donér/Proton-akseptdr etkilesim giicleri su sekilde siralanabir:

Metanol>Etanol>2-propanol>tetrahidrofuran>asetonitril (Quiming ve ark. 2007).
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HILIC modda en ¢ok tercih edilen organik ¢oziicli asetonitrildir. Ciinkii diger
organik ¢oOziciileri iceren hareketli fazlar genellikle Ornek analitin yeterince
alikonmamasina ve pik keskinliginin simetrik olmamasina neden olur. Bu olumsuz etki
genellikle metanol kullanildiginda goriiliir. Bu yiizden HILIC uygulamalarinda metanol
tercih edilmez. Metanoliin tercih edilmemesi suya benzer ozellik gostermesinden
kaynaklanabilir. Ciinkii hem metanol ve hem de su protik ¢oziiciidiir. Protik ¢oziiciiler
silika ya da diger polar dolgu fazlarinin ylizeyini solvatize ederler. Ayrica, su ve
metanol birbirleriyle gii¢lii hidrojen bagi yapar. Bundan dolay1 etanol, 2-propanol gibi
diger alkoler de HILIC modda organik ¢dziicii olarak tercih edilmezler. Asetonitril ise
proton-dondr etkilesimleri gdstermez ve boylece polar adsorbentlerin yiizeyinde adsorbe
olmus su bakimindan zengin sivi dolgu fazmna karsin daha biiyiik farkliliklar saglar.
Asetonitril yerine kullanilabilecek daha az toksik organik ¢oziiciiler denenmis fakat
simdiye kadar tetrahidrofuran disinda herhangi uygun bir ¢oziicii bulunamamistir.
Aseton da asetonitril ile benzer polarliktadir, fakat aseton HILIC kosullar1 altinda daha
diisiik alikonma ve onemli selektivite farkliliklart gosterir. Ayrica, UV bolgesinde
absorpsiyon yapar. Bundan dolayi asetonitrilin yerine kullanilmasi tavsiye edilmez

(Fountain ve ark. 2010), (Kawachi ve ark. 2011).

Polar dolgu faz1 - Sulu alt tabaka - Organik ¢6ziicii agirl hareketli faz

Sekil 2.17. Organik ¢oziicii bakimindan zengin bir ¢cevrede polar dolgu maddesinin yiizeyinde adsorbe
olan sulu tabakanin sematik gdsterimi
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Hareketli faza karbondioksit eklenmesi yalin haldeki silika jel iizerinde ayirmaya
calisilan niikleik bazlar, kortisol, florbiprofen, teofilin ve kaffeinin HILIC moddaki
ayrimini ve alikonmasini etkiler (dos Santos Pereira ve ark. 2010).

Ayrilan zayif asit ve bazlarm iyonik ya da notral formda olmas: gerekir. Eger bir
kismi iyonik bir kismi ndtral formda ise, bu pikin yayvan olmasma, pikin sekilsiz
olmasina ve hatta omuz seklinde olmasma bile neden olur. Ters-faz sivi
kromatografisinde, iyonlasma genellikle ortadan kaldirilmistir. Ciinkii iyonlasan formlar
genellikle kolonda ¢ok zayif alikonurlar. HILIC hareketli fazlar1 genellikle tampon
icerirler. Kullanilan tamponun pH ve iyonik kuvveti iyonlasabilen Orneklerin
alikonmasini ve aymrmadaki selektivitesini onemli Olciide etkiler (Hao ve ark. 2008),
(Jandera 2008). Ters-faz sivi kromatografisinin aksine, tamponun pH’s1 06rnek
bilesiklerin iyonlagmasini artirabilecek degerde olmalidir ( asitler icin pH>7, bazlar i¢in
pH<7). HILIC dolgu faz1 iyonlasabilen fonksiyonel gruplara sahip ise selektivitenin
pH’ya baghligindan yararlanilarak aywrma yapilabilir. Bununla beraber, yiiksek ve
diisiik pH arasindaki alikonma farkliliklar1 genellikle ters-faz sivi kromatografisindeki
kadar biiyiik degildir. Ciinkii analitin iyonlagmasi yiiksek asetonitril oraninda ortadan
kalkar.

HILIC sistemde iyonlasabilen herhangi bir fonksiyonel grup igcermeyen dolgu
fazlarinda alikonma tampon derigiminin artmasiyla artar. Ciinkii tampon derisiminin
artmastyla hareketli fazdaki solvate olmus tuz iyonlarinin sayisi artacak ve bdylece
analit ile dolgu fazi arasindaki hidrojen bagi etkilesimi artacaktir (salting-out etkisi).
Bununla beraber, iyon kuvvetinin artmasiyla amino tabanli ve {izerinde iyonlasabilen
fonksiyonel grup iceren dolgu fazlarinda HILIC modda alikonma diisebilir. Ciinki
karsit tuz iyonlar1 iyon degisim etkilesimiyle dolgu fazindaki zit yiikli bolgelerle
etkilesmek i¢in analit iyonlariyla yaris halindedir (Nguyen ve ark. 2010).

Kuyruklu pikler HILIC modda ters-faz sartlarina gore daha temeldir. Pik
keskinligi iyon kuvvetinin artmasiyla bazan artabilir. Baz1 6rnek analitler 100 mmol/L
tampon derisimi gerektirebilir. Hareketli faza trifloroasetitasit (TFA) eklendiginde silika
tabanli dolgu fazlarinda bazik analitlerin pik keskinligi artar.

Normal-faz sivi kromatografisinde oldugu gibi, HILIC moddaki alikonma
analitin polaritesinin artmasiyla artar ve alikonma dolgu fazinin polaritesinin artmasiyla

ve hareketli fazin polaritesinin azalmasiyla artar. Uygun bir dolgu fazini segmenin yani
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sira hareketli fazdaki organik ¢6ziiciiniin yilizdesi de ayirmayi etkileyen temel faktordiir.
Organik c¢oziicliniin (asetonitril) oraninin artmasi ¢esitli dolgu fazlarinda polar
bilesiklerin alikonmasini artirir. Ayirma selektivitesindeki degisiklikler hareketli
fazdaki su ya da tampon yiizdesinin degisimiyle meydana gelebilir (Guo ve Gaiki
2011), (Kucera ve ark. 2011).

Su HILIC kosullar1 altinda en giiclii eliienttir. Bundan dolay1 su oranindaki
kiigiik bir artig alikonmay1 ¢ok 6nemli 6l¢iide diisiiriir. Alikonmay1 ve kolona ¢ok zayif
bir sekilde tutunmus bilesiklerin ayrimini artirmak icin hareketli fazdaki su oran1 % 5 ya
da daha az olmalidir. Baz1 uygulamalarda, su kismen ya da tam olarak polar bir organik
¢oziiniin yerini alabilir. Ornegin, BEH-HILIC kolonda metakrilik asit, sitosin,
nortriptilin ve nikotinik asitin alikonmasi 6nemli Gl¢iide artmistir ve aymrmaya % 90
asetonitril-% 10 amonyum asetat (10 mM) oranli hareketli faz ile baglanmis ve tampon
oran1 % 5’e gradient olarak degistirilerek ayirma saglanmistir. Alikonma polaritenin
azalmasiyla artmistir ve organik ¢oziiciiniin eliisyon giicli metanol>ethanol>2-propanol
seklinde siralanmistir (Jandera, 2008).

Polar bir kolonun kullanildig1 bir ¢calismada hareketli faz olarak sadece polar
organik ¢oziicli kullanilmistir. Bu teknige susuz HILIC (NA-HILIC) kromatografi adi
verilmistir. Hareketli fazda hi¢ su olmadigi i¢in, dolgu fazi iizerinde adsorplanan sivi
akiskan tabaka etilen diol, metanol ya da etanol gibi organik protik bir modifier igerir.
Boyle eliisyon kosullar1 bazan polar organik mod olarak ifade edilir ve polar analitlerin
normal faz ve sulu-organik HILIC arasindaki farkini saglayabilir. Serbest silika, diol ve
tiyogliserol gibi polar dolgu fazlariyla HILIC modda niikleik bazlarm, niikleozitlerin
deoksiniikleotitlerin alikonmasi ve selektif ayrilmasi i¢in asetonitrile protik bir ¢oziicli
eklenmistir (Bicker ve ark. 2008). NA-HILIC ¢oziniirligii diisik olan bazi
oligomerlerin ya da su iceren HILIC hareketli fazlarda c¢okebilen oldukca az polar

ozellik gosteren bilesiklerin analizine yardim edebilir.

- Sicakhik Etkisi

HILIC’ta alikonma genellikle sicakligin yilikselmesiyle azalir. Bu muhtemelen
hareketli faz ve dolgu fazi arasindaki hidrojen bag1 ve diger polar etkilesimlerin bag
enerjisindeki farkin azalmasindan kaynaklanir (Guo ve ark. 2007). Fakat sicaklik

degisimi alikonmada hareketli faz bilesiminden daha az bir etkiye sahiptir. Ayirma
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selektivitesinde onemli sicaklik etkileri molekiillerin biiyiikliik ya da bulundugu form
farkli olan bilesikler i¢in beklenebilir (Zhu ve ark. 1996).

Bazi durumlarda, ayirma selektivitesi sicakliktan onemli Glgiide etkilenebilir.
Modifiye olmamus silika hibrid bir kolon ve UDC kolesterol hidrosilat bir silika kolon
ile fenolik asitlerin HILIC alikonma verilerine gore bir ya da iki tane metoksi grubu
iceren asitlerin alikonmasi daha fazladir. Bu nedenle, fenolik asitler ortamin sabit
sicakliginda en iyi ayrilmaya sahiptir (Jandera 2011).

Bununla beraber, bazi diger HILIC sistemlerde farkli sicaklik etkileri
bulunmustur. Soyle ki, bazilarinda daha yiiksek sicakliklarda alikonma artarken,
bazilarinda sicakliga bagli olmaksizin alikonma daha fazla ya da daha azdir (Guo ve
Gaiki 2005). Bu davranig zwitteriyonik bir kolon tizerinde HILIC modda alikonmaya
cok diisiik entalpik katkiyr ve aywrma iizerinde entropik etkilerin temel role sahip
oldugunu isaret eder. Bu muhtemelen dolgu fazi iizerinde adsorbe olmus siv1 faz ve

hareketli fazda farkli hidrojen bagi yapan Ornek analitlerin solvatize olmasindan

kaynaklanir.
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Sekil 2.18. MEDSA-EDMA kolon ile fenolik asitlerin alikonmasinda sicakligin etkisi
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Kolon sicakliginin artmas1 kromatografik etkinligi daha diisiik viskozite ve daha
yiiksek diflizyondan dolay1 genellikle olumlu yonde etkiler. Ancak, Amid-80 kolon
lizerinde sicaklik 40°C’den 60°C’ye degistirildiginde monosakkaritlerin ve iironik
asitlerin pik genisliginin arttig1 ve alikonmalarmin diistiigi gértilmiistiir (Karlsson ve
ark. 2005).

HILIC kosullar1 altinda polimetakrilat monolitik siilfobetain kolon sicakliktan
cok fazla etkilenmese de, bu kolon iizerinde fenolik asitlerin pik genisligi ve hem
izokratik ve hem de gradient ayirma etkisi 30°C’deki ayirma ile kiyaslandiginda 60-
80°C arasinda onemli 6lgiide artmustir (Sekil 2.18) (Sketikova ve Jandera 2010).

- HILIC-RP Arasi Ozellik Gésteren Polar Kolonlarda Ayirma Mekanizmasi

Sulu normal faz kromatografide alikonma ters-fazdakinin aksine su oraninin
artmastyla azalir. Bununla beraber, ters-faz sistemlerde dolgu fazi lizerindeki serbest
silanol gruplar1 ile polar gruplarin etkilesimi alikonmay1 etkileyebilir. Diger yandan,
solvofobik (polar olmayan) etkilesimler HILIC kosullar1 altinda alikonmaya bir
dereceye kadar katkida bulunabilir. Ciinkii bircok polar dolgu fazi (yalin haldeki
silikagel harig) silika yiizeyi ile polar gruplarin kovalent baglanmasmna olanak kilan

hidrokarbon halkasi1 gibi bazi polar olmayan yapisal elementler icerir.

1 - uracil, 2 - thiourea, 3 - phenol, 4 - toluen
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Sekil 2.19. MEDSA-EDMA kolonda RP ve HILIC modda alikonmaya hareketli fazda asetonitril
ylizdesinin ve analit polaritesinin etkisi
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HILIC-RP aras1 Ozellik gosteren polar kolonlarin varliginda, su bakimindan
zengin hareketli faz kullanildiginda ters-faz davranisi baskindir ve minimum alikonma
elde edilinceye kadar alikonma organik ¢oziicliniin oraninin artmasiyla azalir. Organik
¢Oziiciiniin oran1 daha da arttiginda alikonma yeniden artmaya baglar. Ciinkii yiiksek
oranda organik c¢Ozilicii igeren hareketli fazlarda polar etkilesimler solvofobik
etkilesimlerden daha giiclii olur (Sekil 2.19).

Sekil 2.19 hareketli fazdaki su orami azar azar arttiginda zwitteriyonik
polimetakrilat monolitik kapiler kolonda HILIC ve RP arasindaki gecisi gostermektedir.
% 40 Asetonitrilde eliisyon sirast; urasil, tiyoiire, fenol ve toliien seklinde olup tipik bir
ters faz davranis1 gosterir. SOyleki polar urasil kolonu ilk 6nce terk ederken en apolar
toluen kolonu en son terk etmistir. % 80 ve 90 asetonitril kullanildiginda HILIC
kosullar1 altinda toluen ve fenol urasil ve tiyolireden 6nce kolonu terk etmistir. % 50
asetonitril kullanildiginda hem HILIC ve hem de RP mekanizmasi alikonmaya ayni

anda etki eder (Urban ve ark. 2009).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Spherical silika jel (kiiresel silika jel) (SuperSpherSi 60, 4um, 60 A), kolon
kromatografisi i¢in kullanilan silika jel 60 (Merck, 0.040-0.063 mm) Merck’ten temin
edildi. HPLC’de kullanilan ¢6ziicliler HPLC kalitesinde olup Merck’ten temin edildi.
Tim analitler, diger tiim reaktif ve ¢oziicliler Sigma-Aldrich ya da Merck’ten temin
edildi. Sentezde kullanilan tiim reaktifler yiiksek saflikta olup ayrica saflastirilmadan
kullanildi. DCM ve THF destillendikten sonra kullanildi. Erime noktalar1 agik kapilerli
Electrothermal 9300 cihaz ile belirlendi. Infrared spektrumu Mattson 1000 FTIR
spektrometresi ile alindi. Element analizleri Thermo Scientific FLASH 2000 cihaz ile
belirlendi. Ultra saf su Millipore Milli-Q ultra saf su cihazi ile elde edildi. SEM
gorintiileri JEOL/JSM-6510 LV cihazi ile elde edildi. 'H (400 MHz) ve °C (100 MHz)
NMR spektrumlar1 Bruker DPX-400 hig-performance digital FT-NMR spektrometresi
ile belirlendi. Kimyasal kaymalar (d) ve eslesme sabitleri (j) swrasiyla milyonda bir

(ppm) ve hertz olarak belirlendi.

3.2. Sentez

Bu calismada iki adet yeni kolon dolgu maddesi sentezlendi. Baslangig
maddeleri olarak N-Boc-Fenil alanin ve N-Boc-Glutamin aminoasitleri secildi. Sekil
3.1°de SP1 dolgu maddesinin sentezi verilmektedir.

N-Boc-Fenil alanin DCC varliginda siklohegzilamin ile etkilestirilerek bilesik 1,
bunun da TFA/AcOH ile etkilesimi sonucu Boc- grubu kaldirilarak bilesik 2 elde edildi.
Ote yandan 3-kloropropiltrimetoksisilan silikaya tutturularak kloropropillenmis silika
jel (3) elde edildi. Bilesik 2 ile 3’iin toluendeki dort giinliikk reaksiyonu sonucu SP1
dolgu maddesi edildi.

SP2 dolgu maddesinin sentezi i¢in N-Boc-Glutamin anilin ile DCC varliginda
etkilestirilerek bilesik 4, bunun da TFA/AcOH ile etkilesimi sonucu Boc- grubunun
uzaklastirilmasiyla bilesik 5 elde edildi. Bilesik § GPTMS ile etkilestirilmesini takiben
silika jel ile toluende 4 giin boyunca riflaks edildi ve SP2 dolgu maddesi elde edildi
(Sekil 3.2). Sentezlenen bilesiklerin yapilari "H NMR, "C NMR ve IR ile aydinlatildi.

Dolgu fazlarmin yapilar1 da IR, SEM ve element analizi ile karakterize edildi.
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Sekil 3.1. SP1’in Sentez Semasi. Reaktifler ve Kosullar; i: DCC, 0°C-os, 24 saat; ii: TFA/AcOH
( 1:1, v:v), DCM; iii: toluen, riflaks, 4 giin
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Sekil 3.2. SP2’nin sentez semasi. Reaktifler ve Kosullar; i;DCC, oda sartlar1, 24 saat ii; TFA /AcOH
(1:1, v:v), DCM, iii;EtOH, riflaks, 2 giin, iV;Kiiresel silica jel, Toluen, riflaks, 4 giin

3.3. Metot
3.3.1. N-Boc-N’-Sikloheksilfenilalanamid’in Sentezi (1)

o)
i IS Se
b N boc
oc OH DCC / DCM
+ B
H.N

2 0°C-r.t., 1gin 1

Iz

N-boc-Fenilalanin

N-Boc-fenilalanin (2g, 7.55 mmol) ve siklohekzilamin (820 mg, 8.3 mmol)
diklorometanda (15 mL) ¢oziildi ve karismakta olan bu karisimin {izerine 0°C’de
yaklagik bir saat siireyle 15 mL diklorometanda ¢oziilmiis disiklohekzilkarbodiimid
(DCC, 1.71 g, 8.3 mmol) eklendi. Bir gece oda sartlarinda karistirildiktan sonra, karisim

stiziildii ve ¢oziicii uzaklastirildi. Kalan kisim silika jel iizerinde Hekzan/ Etilasetat (4/1)
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oraninda kolon kromatografisiyle ayrildi Beyaz kat1 N-Boc-N’-
Sikloheksilfenilalanamid (1) elde edildi. Verim 3.11 g olup % 90 olarak kaydedildi.
E.N: 134-135 °C. '"H NMR (CDCL): & (ppm); 0.90-1.95 (m, 19 H), 2.91-2.99 (m, 1H),
3.05-3.15 (m, 1H), 3.65-3.76 (m, 1H), 4.18-4.27 (m, 1H), 5.18 (bs, 1H), 5.57 (bs, 1H),
7.21-7.33 (m, 5H). °C NMR (CDCL): & (ppm); 26.64, 25.41, 32.71, 38.96, 48.08,
56.73, 79.11, 126.90, 128.64, 129.38, 136.95, 155.35, 169.90. IR v (cm™) ; 3341, 3060,
3020, 29.60, 2930, 2853, 1690, 1649, 15.38, 1521, 1449, 1386, 1291, 1264, 1166, 743,
699.

3.3.2. N’-Sikloheksilfenilalanamid’in Sentezi ( 2 )

N
boc” HN

TFA-AcOH / DCM

—_—

0°C-o.s., 1gun

Iz
Iz

N-Boc-Amid (1) 5 mL diklorometanda ¢6ziildii ve 0°C’de iyice karistirildi. Daha
sonra lzerine TFA/AcOH (1:1) (1.2 mL) eklendi. Bir gece oda sartlarinda
karistirildiktan sonra ¢oziicii uzaklastirildi ve kalan kismin {izerine 1N NaOH (5 mL)
eklendi. Karistm DCM (3x15 mL) ile ekstrakte edildi, Na,SOy ile kurutuldu, siiziildi ve
¢oziicli uzaklastirildi. Beyaz kat1 N’-Sikloheksilfenilalanamid (2) elde edildi. Verim 710
mg olup % 99 olarak kaydedildi. EN: 217 °C’de bozunuyor. 'H NMR (CDCL): &
(ppm); 1.1-2.2 (m, 12H), 2.90-2.95 (m, 1H), 3.18-3.23 (m, 1H), 3.75-3.81 (m, 1H),
4.16-4.19 (m, 1H), 6.07 (s, 1H), 7.19-7.33 (m, 5H). *C NMR (CDCI): & (ppm); 24.94,
25.77,28.99, 37.78, 51.29, 57.44, 127.28, 128.66, 129.44, 134.97, 173.17. IR v (cm™) ;
3324, 3296, 3084, 3027, 2935, 2853, 1631, 1547, 1445, 1388, 1305, 1249, 1151,
1091,746, 701, 663.
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3.3.3. 3-Kloropropilsilika jel (3 )

OH MeQ (I)Me
OH + s~ Toluen :O;Si\/\/CI
MeO riflaks, 4 giin
' OH
SuperSpher Si 60 CPTMS 3
Silika jel CP-Si

HPLC kalitesindeki kiiresel silika jel (4pum, 60 A) toluenle (60 mL) siispansiyon
haline getirildi ve lizerine 3-kloropropiltrimetoksisilan (2 g, 10 mmol) eklendi. Karigim
dort gece karistirilarak riflaks edildi. Toluen siiziildii ve kloropropillenmis silika jel
soxhlet ekstraksiyonu ile bir gece kloroformla yikandi. Daha sonra beyaz katilar sekiz
saat boyunca vakum altinda kurutuldu. Element analizi: C 5.32, H 1.09 (Bu
kloropropillenmis silika gel’in 1 gramina 1.11 mmol kloropropilsililin karsilik geldigini

ifade eder).

3.3.4. SP1 Dolgu Maddesinin Sentezi

?Me e}
—O\Si\/\/CI H.N
—o~ 2 Toluen 0 QMe H 0 /O
OH =Si—"
+ riflaks, 4 gln ©
3 2 9 OH

I=z
I=z

CP-Si SP1

3-Kloropropilsilika jel (3) (4 g) toluenle (60 mL) siispansiyon haline getirildi ve
bilesik (2) (1.5 g, 6 mmol) bu karigima eklendi. Karisim dort giin boyunca karistirilarak
riflaks edildi. Toluen siiziildii ve elde edilen SP1 dolgu maddesi soxhlet ekstraksiyonu
ile bir gece kloroformla yikandi. Daha sonra beyaz katilar yedi saat boyunca vakum
altinda kurutuldu. Element analizi: C 21.45, H 3.24, N 2.46 (Bu SP1’in 1 gramma 1.11
mmol ligandin karsilik geldigini ifade eder).
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3.3.5. N-Boc-N’-Fenilglutamid’in Sentezi (4)

0 (0]
HoN DCC / DCM 2
o CC/DC HN
NH ¥ N
boc NH,

0°C-0.s., 1giin NHH
boc

N-boc-Glutamin

N-Boc-glutamin (1.86 g, 7.55 mmol ) ve anilin (7.22 mg, 8.3 mmol) THF’de (15
mL) ¢oziildii ve karigmakta olan bu karisimin {izerine 0°C’de yaklasik bir saat siireyle
I15SmL THF’de ¢6zilmiis disiklohekzilkarbodiimin (DCC, 1.71 g, 8.3 mmol) eklendi.
Bir gece oda sartlarinda karistirildiktan sonra, karisim siiziildii ve ¢oziicii uzaklastirildi.
Kalan kisim silika jel tizerinde Hekzan/ Etilasetat (1/6) oraninda kolon
kromatografisiyle ayrildi. Beyaz kat1 N-Boc-N’-Fenilglutamid (4) elde edildi. Verim
1.44 g olup % 60 olarak kaydedildi. EN: 178-179 °C. '"H NMR (CDCL): & (ppm); 1.98
(s, 9 H), 1.74-1.94 (m, 2H), 2.08-2.22 (m, 2H), 4.02-4.07 (m, 1H), 6.81 (s, 1H), 7.02-
7.61 (m, 7H), 9.67 (s, 1H). "*C NMR (CDCI): & (ppm); 28.08, 28.65, 32.04, 55.32,
78.59, 119.70, 123.73, 129.16, 139.42, 155.87, 171.44, 174.16. IR v (cm™): 3423, 3386,
3329, 3251, 3195, 3132, 3037, 2979, 2931, 2851, 1698, 1659, 1606, 1558, 1510, 1446,
1367, 1251, 1172, 1027, 756.

3.3.6. N’-Fenilglutamid’in Sentezi (5)

o o)
HN TFA-ACOH / DCM 0
N HN
ANH 0°C-0.s., 1 giin N
boc "o NH2 H
4 5

N-Boc-Amid (4) (1 g, 3.1 mmol) 5 mL diklorometanda ¢oziildii ve 0°C’de iyice
karistirildi. Daha sonra tlizerine TFA/AcOH ( 1:1 v:v ) (1.2 mL) eklendi. Bir gece oda
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sartlarinda karistirildiktan sonra ¢6ziicii uzaklastirildi ve kalan kismin iizerine 1IN NaOH
(5mL) eklendi. Karigim siras1 ile THF (3x20 mL) ve toluen (3x10 mL) ile ekstrakte
edildi, organik fazlar birlestirildi, Na,SO4 ile kurutuldu, siiziildi ve c¢oziici
uzaklastirildi. Beyaz kat1 N’-Fenilglutamid (5) elde edildi. Verim 500 mg olup % 72
olarak kaydedildi. EN: 185-186"C. "H NMR (CDCL): & (ppm); 2.00-2.55 (m, 7H), 4.02
(m, 1H), 7.05-7.09 (m, 1H), 7.30-7.34 (m, 2H), 7.60-7.63 (m, 2H), 7.89 (s, 1H). °C
NMR (CDCI;): & (ppm); 25.80, 29.71, 56.88, 119.84, 123.98, 129.22, 139.24, 152.01,
171.75, 178.06. IR v (cm™) ; 3326, 3256, 3197, 3139, 3093, 3047, 2929, 2850, 1698,
1662, 1623, 1564, 1498, 1444, 1309, 1244, 1087, 1044, 893, 755, 666.

3.3.7. SP2 Dolgu Maddesinin Sentezi

% 0
HN g
, )K/\/[(N

+ 0 gh(ﬂjﬁ/le Toluen 0} N OMe Toluen
NH,H IO SGe —— B oH skOMe " _ opo
riflaks, 4 giin AL O oMe .
riflaks, 4 guin
5 GPTMS o)
NH

5 mL etanolde ¢O6zilmis 5’in (500 mg, 2.25 mmol) {izerine 3-
glisidiloksipropiltrimetoksisilan (GPTMS) (1 g, 4.2 mmol) eklendi. Reaksiyon karigimi
iki glin boyunca karistirilarak riflaks edildi. Etanol uzaklastirildi ve kalan kat1 kisim
GPTMS’nin fazlasini uzaklastirmak i¢in birkag kez DCM ve heksan ile yikandi. Daha
sonra toluende (60 mL) ¢oziildii ve iizerine kiiresel silika jel (4 g) eklenerek dort giin
riflaks edildi. Toluen siiziildii ve amid uyarlanmuis silika jel soxhlet ekstraksiyonu ile bir
gece kloroformla yikandi. Daha sonra beyaz katilar yedi saat boyunca vakum altinda
kurutuldu. Element analizi: C 9.36, H 1.38, N 1.63 (Bu SP2’in 1 gramima 0.39 mmol
ligandin karsilik geldigini ifade eder).

3.4. HPLC Kosullan

Kromatografik calismada dort yollu bir pompa, degasser, autosampler, DAD
dedektdr, termostat kolon bolmesi iceren Agilent 1260 HPLC (Agilent, Waldbronn,
Germany) sistemi kullanild1 (Sekil 3.3). Kolon (250-4.6 mm, paslanmaz ¢elik) slurry
(bulamag) paketleme teknigi kullanilarak yiiksek basing altinda modifiye olmus silika

gel ile dolduruldu. Her bir analitin standart ¢ozeltisi (1 mg/mL) asetonitrilde hazirland1.
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Ancak Kinetin (K) ve N-benzilaminopiirin (BAP) analitlerinin standart ¢ozeltisi 30:70
asetonitril: 0.1 N NaOH karisiminda hazirlandi. Biitiin ¢ozeltiler — 25 °C’de muhafaza
edildi. Seyreltmeler her bir analitin son konsantrasyonu 100 ppm olacak sekilde su ile
yapildi. Sudan boyalarminin ise ortamdaki konsantrasyonlar1 25 ppm olacak sekilde
hazirlandi. Dalga boylar1 icin 230 ve/veya 275 nm secildi. Bu ¢alisma kapsaminda
model bilesikler olarak kullanilan analitler asagida verilmektedir (Sekil 3.3-7)

o
o) o o
OH OH OH
OH
(I )
N ¢ >
N N
NAA IAA PA H
IBA
o

0 0 o
//Q O OH
J OH
@ IN / ( cl %O OH %O
cl cl cl
2,4 D PA

2,4,5-T
4- 2,4-DP 2,4-DB
o
OH
f( /© I |
HN (6]
NTX N X N ‘
)I N N
& Ly LY
o
z BAP K

ABA

Sekil 3.3. Bitki Biiyiime Diizenleyicileri

CH, HC o
Ycn
@NHZ QNHZ QNHZ ch«i%w2 @N ’
H
3

i Toluidi ! >
Anilin o-loluidn m-Toluidin p-Toluidin Asetanilid
NH,
Cl NO
Cl
2 NO2
; § OQN4<: E%NHZ cl NH
2 Cl NH, O,N NH,
HN
6 8 9 10
p-Aminoanilin  2-Kloro-4-nitroanilin 4-Kloro-2-nitroanilin 2,4-dikloroanilin 2,4-dinitroanilin

Sekil 3.4. Siibstitiie Anilinler
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Sekil 3.5. Fenolik Asitler ve Flavanoidler
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Sekil 3.6. Niikleotit ve Niikleozitler
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HO HO
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Sekil 3.7. Sudan Boyalari

3.5.1. Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Sulu fazin pH’min ayarlanmasi i¢cin tampon c¢ozeltiler kullanildi (asetik asit,
fosforik asit, borik asit ve onlarin potasyum tuzlar1). pH 2-3 tamponlar1 H;PO4 ve
KH,POy’ten, pH 4-5 tamponlar1 asetik asit ve sodyum asetat ve amonyum asetattan, pH
6-8 tamponlar1t KH,PO4 ve KHPO,’den, pH 8.5 tamponu borik asit ve sodyum hidroksit
kullanilarak asagida verildigi gibi hazirlanmis ve bu c¢ozeltilerin pH’lar1 pH metreden

Olctilerek gerektiginde asit ve baz ilave edilerek pH’lar1 ayarlandi.

a) pH 2.5 tamponu
1.36 g KH,PO4 ve 0.413 g H3PO4 alinip 500 mL’ye ultra saf su ile tamamlanarak

hazirlandi.

b) pH 3.2 tamponu
1.36 g KH,PO4 ve 0.0815 g H3PO4 alinip 500 mL’ye ultra saf su ile tamamlanarak

hazirlanda.
¢) pH4.6 tamponu

0.77g CH3COONH; ve 0.87 g CH3;COOH almnip 500 mL’ye ultra saf su ile

tamamlanarak hazirland.
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d) pH 6.85 tamponu

1.14 g KH,PO4 ve 0.575 g K;HPO4 alinip 500 mL’ye ultra saf su ile tamamlanarak
hazirland1 (pH 7.03, 6.46 ve 6.75 degerleri yukaridaki ¢ozeltinin pH’s1 fosforik asit
ve/veya KOH ilave edilerek hazirlandr).

e) pH 8.0 tamponu
0.332 g KH,PO4 ve 2.63 g K;HPO4 alinip 500 mL’ye ultra saf su ile tamamlanarak

hazirlandi.

f) pH 8.5 tamponu
0.4 g NaOH ve 3.9 g H3BOs3 alinip 500 mL’ye ultra saf su ile tamamlanarak hazirlandu.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu caligmanin ilk agsamasinda iki adet N-boc ile korunmus amid (1, 4) ve
koruma gruplarinin kaldirilmas: ile iki adet amid ligand (2, 5) sentezlendi. Sentezlenen
tiim bilesiklerin yapilar1 yapilari IR, 'H, "°C ve gerektiginde DEPT 90 ve DEPT 135
spektrumlari ile dogrulandi. Bu bilesliklere ait s6z konusu spektrumlar ekler boliimiinde
verilmigtir. Bu bilesiklerin silikaya baglanmasi ile SP1 ve SP2 dolgu maddeleri
sentezlendi. Sentezlenen dolgu maddelerinin yapilar1 -IR, SEM ve element analizi ile
karakterize edildi.

Kromatografik ¢alismalar silika tabanli amid tiirevi SP1 ve SP2 dolgu maddeleri
ile ¢esitli polar analitler kullanilarak yapildi. Mobil faz igerigi, pH, akis hiz1 ve sicaklik
gibi parametrelerin model analitlerin ayrilmasina ve alikonmasina olan etkisi incelendi.
Mobil faz olarak genellikle su-asetonitril ya da su-metanol kullanildi. Biitiin
kromatografik ¢alismalar fosfat ya da amonyum asetat tamponu iceren asetonitril ya da
metanol karisimindan olusan mobil faz ile yapildi. Her bir model analitin ayrilmasinda

optimum sartlar1 elde edene kadar farkli gradient ve izokratik sartlar denendi.

4.1. Dolgu Maddelerinin Karakterizasyonu

Sentezlenen dolgu maddeleri FT-IR, SEM ve element analizi ile karakterize
edildi.  Tablo serbest silikanin ve modifiye edilmis hallerinin element analizi
sonuclarini géstermektedir. Bilindigi gibi, amid ligandin (2) kloropropillenmis silikaya
(CP-Si) baglanmasi ile SP1 elde edildi. Bu nedenle SP1’in element analizi sonuglarini
CP-Si’nin  sonuclariyla kiyaslamak gerekir. Tablo 4.1°deki element anilizi
sonuglarindan mol hesab1 yapildiginda CP-Si’deki hemen hemen tiim klorlarin ligand
ile yerdegistirdigi anlasilmaktadir. SP2 dolgu maddesi ise, GPTMS ile etkilestirilen
amid ligand 5’in direk serbest silica gele baglanmasi ile elde edildi. Bu nedenle SP2’nin
sonuglarint serbest silica (Si) ile karsilastirmak gerekir. Sonuglar 1 g SP1 dolgu
maddesinin 0.88 mmol ligand (2), 1 g SP2 dolgu maddesinin ise 0.39 mmol ligand (4)
bagladig1 anlasilmaktadir.

Sekil 4.1. Serbest silika gel (A), CP-Si (B), SP1 (C) ve SP2 (D)’nin IR
spektrumlarmi gostermektedir. Element analizi i¢in yapilan karsilastirmanin benzerini

bu sefer IR spektrumlari i¢in yapacagiz.
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Tablo 4.1. Dolgu maddelerinin element analizi sonuglari

Yapi % C % H % N
Serbest silika (Si) 0 0.03 0
CP-Si (3) 532 1.09 0
SP1 21.45 3.24 2.46
SP2 9.36 1.38 1.63
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Sekil 4.1. Dolgu maddelerinin IR spektrumlari. A: Serbest silica, B: CP-Si, C:SP1, D:SP2

A spektrumu 3484 cm ' de giiglii bir silanol (Si-OH) bandini gostermektedir. Bu
band B spektrumunda neredeyse kaybolmustur. Ayrica A spektrumundaki at 1636 ve
963 cm™ bandlar1 da B spektrumunda ¢ok ok kiigiilmiis ve C-H gerilmeleri (CH,, CH)
gosteren 2990-2980 cm'1°de yeni bandlar ortaya ¢ikmistir. Bu da silikanin CPTMS ile
modifikasyonunun basarilt oldugunu gostermektedir. B ile C spektrumlarini

kiyasladigimizda; C spektrumunda C-H gerilme banlarinin gii¢lendigi ve ¢ok sayida
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yeni bandin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Bu da kloropropil silikanin ligand ile basarili
modifiye oldugunu gostermektedir. SP2’nin karakterizasyonu i¢in D spektrumunu A ile
kiyasladigimizda; yine Si-OH bandinin kiiciildiigii ancak kaybolmadigi goriilmektedir.
Cinkii GPTMS’deki epoksit halkasinin agilmasi ile C-OH fonsiyonel grubu
olusmaktadir. Bu da 3456 cm™’deki bandin hem C-OH’a hem de ligand ile bloke
olmayan Si-OH piklerine ait oldugunu gosterir. Yine, A spektrumundaki 1636 cm™ deki
bandin B spektrumunda kayboldugu, 963 cm™’deki bandmn ise ¢ok kiiciildigii ve 2983
cm’, 2938 cm™ ve 1650 cm™ civarinda yeni bantlarn olustugu gdriilmektedir. Bu
sonuglar SP’2 nin de basaril1 bir sekilde sentezlendigini gostermektedir.

Modifikasyon sonucu kiiresel yapidaki silika jelin partikiil sekli ve boyutunda
degismeler olabilmektedir. Bu nedenle, dolgu maddelerinin partikiil boyutu ve seklini
incelemek icin dolgu maddelerine ait SEM spektrumlar1 alindi. Serbest silika, CP-Si,
SP1 ve SP2’nin SEM spektrumlar1 ekler boliimiinde verilmistir. Serbest silika ile dolgu
maddelerinin SEM spektrumlar1 kiyaslandiginda, modifikasyon sonucu bazi
partikiillerin kirildig1 bazilarinin da birlestigi goriilmektedir. Bu beklenen bir durumdur.
Ancak silikanin kiiresel yapsiniin ve parcacik boyutunun ¢ok biiyiik oranda korundugu

anlasilmaktadir.

4.2. Bitki Bilyiime Diizenleyicilerinin Ayrilmasi

Bitki biiyiime diizenleyicilerinin ¢ok diisiik miktar1 bitki gelisiminin farkli
evrelerinde hiicre bdoliinmesi, biiylime ve farklilasma, organ olusumu, tohum ve
cimlenme, lif ve organ gelisimi gibi bir¢ok 6nemli fizyolojik islevi yerine getirir.
1926’da auxin olan ilk bitki bliyiime diizenleyicisinin kesfinden beri, bilim adamlar1
temel olarak auxin, sitokinin, absisik asit, gibberellin ve etilen igeren bir¢ok bitki
biiylime diizenleyicisi kesfettiler. Auxinlere benzer aktiviteye sahip klorlu fenoksiasetik
asitler herbisit (2,4-D, 2,4-DP, 2,4-DB, 2,4,5-T ve 4-PA) olarak bilinir. Herbisitler
sudaki ¢oziiniirliiklerinden dolay1 dogal kaynak sulari ve gevreyi kirletirler (Cserhati
ve Forgacs 1998), (Song ve Budde 1998).

HPLC bu polar bitki biiyiime diizenleyicilerinin analizi i¢in en geni§ g¢apta
kullanilan tekniktir (Wurst ve ark. 1980), (Gupta ve ark. 2011). LC-MS ile auxin
(Sitbon ve ark. 1993), (Chmarro ve ark. 2001) ve absisik asitin (Gomez-Cadenas ve ark.
2002), (Zhou ve ark. 2003) RP-C18 kolon ile analizi yapilmistir. Bununla beraber,
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auxinler, sitokininler ve absisik asit ¢ok farkli bitki fizyolojik fonksiyonuna ve farkl
kimyasal 6zelliklere sahiptir. Bundan dolayi, farkli smif bitki biiyiime diizenleyicilerinin
HPLC ayirimi i¢in ayrma metodlar1 ve dolgu fazlar1 gelistirmek son derece 6neme
sahiptir. Literatlir bilgimize dayanarak, farkli smf bitki biiylime diizenleyicisinin
ayrilmasi ile ilgili ¢alismalar olduk¢a sinirlidir (Dobrev ve Kaminek 2002), (Chiwocha
ve ark. 2003), (Kelen ve ark. 2004), (Dobrev ve ark. 2005). Son birka¢ yilda, Ma ve
calisma arkadaglar1 (2008) RP-C18 kolon kullanarak LC-MS ile dort grup bitki biiylime
diizenleyicisinin ayrimini ¢alismistir. Yazarlar bu makalenin dort grup bitki biiyiime
diizenleyicisinin ayrimmin ilk kez basarildigini ifade etmistir. Bu ¢alismada, sekiz tane
bitki biiylime diizenleyicisi 50 dakikalik analiz siiresinde ayrilmistir. Diger birgok
calismalarda, RPLC bitki biiylime diizenleyicilerinin ayrimi ve analizi icin
kullanilmistir. Literatiir bilgimize gore, farkli smif on iki tane bitki biiylime
diizenleyicisinin HPLC ile ayrimin1 iceren herhangi bir makaleye rastlayamadik.

Bu calismada ¢esitli gradient eliisyon sartlar1 denenerek SP1 dolgu maddesi ile
on iki SP2 dolgu maddesi ile on bir bitki biiyiime diizenleyicisinin HPLC ayirimi
yapildi. En 1yi ayrrma SP1 dolgu maddesi ile pH= 6.85, 20 mM KH,;PO4/K,HPO,4
tampon sistemi ve asetonitrilden olusan mobil faz ile gradient eliisyon sartlarinda 22
°C’de elde edildi (Sekil 4.2). SP2 dolgu maddesi ile pH=2.5, 10 mM H;PO,/KH,PO4
tampon sistemi ve asetonitrilden olusan mobil faz ile gradient eliisyon sartlarinda 20
°C’de elde edildi (Sekil 4.3). Sekil 4.2°de goriildiigii gibi SP1 ile on iki tane bitki
biiylime diizenleyicisi optimum sartlarda 26 dakikada ayrilirken SP2 ile her ne kadar on
bir tane bitki biiylime diizenleyicisi ayrilabilse de bu siire 12 dakika gibi ¢ok kisa bir
siireye inmistir. SP1 dolgu maddesi yapisindaki apolar fenil alanin ve siklohegzil
halkalar1 ile amid embedded grubu iceren polar-embedded bir dolgu fazidir (Sekil 5.1).
SP2 dolgu maddesi ise yapisinda apolar benzen halkasi ile polar hidroksil gruplari
iceren bir dolgu fazi olup oldukca polar 6zellik tasir (Sekil 5.2). Bitki biiylime
diizenleyicileri orta polarlikta olup apolar 6zelligi daha baskin olan analitlerdir ve
bundan dolayr muhtemelen SP1 dolgu maddesi ile daha gii¢lii hidrofobik etkilesim
yapacaklarindan alikonmalar1 daha fazladir. SP2 dolgu maddesi ise daha ¢ok polar
gruplar icerdiginden dolay1 bu analitler ile etkilesimi daha zayif olacagindan alikonma

suresi daha az olur.
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Bitki biliylime diizenleyicilerinin ayrintili optimizasyon calismalar1 i¢in SP1
dolgu maddesi kullanildi. SP2 de bu analit grubuna kars1 benzer 6zellik gdstermesinden
dolay1r ayrintili optimizasyon sartlar1 bu dolgu maddesi i¢in verilmeye gerek

duyulmamustir.
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Sekil 4.2. SP1 Dolgu Maddesi ile Optimum Sartlarda Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Ayrilmast.
Gradient Eliisyon: % ACN / Fosfat Tamponu (pH: 6.85, 20 mM), 0-20 dk; % 10-25, 20-30 dk;
% 25-90. Akis hizi: 0-13 dk; 0.9 mL/dk, 13-30 dk; 1.2 mL/dk. Sicaklik: 22 °C. Enjeksiyon
Hacmi: 5 pL, Analitler: 1: TAA, 2: 4-PA, 3. IPA, 4: ABA, 5: IBA, 6: 2,4-D, 7: 2,4-DP, 8: NAA,
9:2,45-T, 10: Z, 11: 2,4-DB, 12: K, 13: BAP, dalga boyu: 230-270 nm.

DAl A, Sig=278 4 Ref=360, 10 (HAYRIYES\13PGR168.0)
maLl ! 12

300 =

2 1w | 14
250 =
200 =
150 =

100 =

DADM B, Sig=230 4 Ref=off (HAYRIVE41IPGR16.0)

250 =
200 =
150 =

100 =

B.E12
7.384
42

50

T
a 2 4 8 2 10 12 min

Sekil 4.3. SP2 Dolgu Maddesi ile Optimum Sartlarda Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Ayrilmasi.
Gradient Eliisyon: % ACN / Fosfat Tamponu (pH: 2.5, 10 mM), 0-30 dk; % 10-30. Akis hiz1:
ImL/dk. Sicaklik: 20 °C. Enjeksiyon Hacmi: 5 pul, Analitler: 1: IAA, 2: 4-PA, 3. IPA, 4. ABA,
5:1BA, 6: 2,4-D, 7: 2,4-DP, 8: NAA, 9: 2,4,5-T, 10: Z, 11: 2,4-DB, 12: K, 13: BAP, dalga
boyu: 230-278 nm.
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4.2.1. Ayirma Uzerine pH’nin Etkisi

Ortamin pH’s1 mobil fazdaki analitlerin iyonlasmasini etkileyeceginden ters-faz
kromatografisinde alikonma ve selektivitede cok giiclii bir etkiye sahiptir. Bu calismada
farkli pH’larda tampon c¢ozeltiler kullanilarak ters-faz sivi kromatografik ayirmada
pH’nin aymrmaya olan etkisi incelendi. pH 6-7 (6.42, 6.73, 6.85 ve 7.03) aralifinda
tampon ¢ozeltiler hazirlanirken KH,PO4/K,HPO4’tan 20 mM pH= 6.73 olan bir tampon
cozelti hazirland1 ve daha sonra istenilen pH’ya ulagsmak i¢in ortama asit ve/veya baz
ilave edildi. pH=3.12, 10 mM olan bir tampon ¢ozelti H;PO4+/KH,PO,’tan hazirlandi.
pH=4.6, 10 mM olan bir tampon ¢ozelti CH;COOH/CH3;COONH,’tan hazirlandi. Sekil
4.4 ve 4.5te asitligin fonksiyonu olarak alikonma siireleri ve aywrma etkisi
kiyaslanmaktadir. Goriildiigii gibi mobil fazin asitligi arttiginda bazik analit olan BAP,
Z ve K’nin alikonma siiresi azalmakta fakat asidik analitlerin alikonma siiresi
artmaktadir. Ozellikle klorlu asitler pH nin diismesiyle (asitligin artmasiyla) amid dolgu
faz1 iizerinde ¢ok iy1 alikonulmaktadir. Biitiin klorlu asitler pH= 3.25’te kolonu en ge¢
terk eden ve pH= 7.03’te kolonu olduk¢a erken terk eden analitlerdir. Ayrica, pH
distiigiinde kolonun klorlu asitleri ayirma etkisi diismektedir. Klorlu asitler i¢cin en
etkili ayirma pH=4.6’da elde edilmistir. Bununla beraber, alikonma siiresi diismesine
ragman kolonun sitokininler olarak bilinen BAP, Z ve K bazik analitlerini ayirma etkisi
asitligin artmasiyla degismemektedir. Silika tabanli amid dolgu fazlar1 bu bazik
analitlere kars1 bilyiik bir selektivite gosterir. Indol tiirevi asitler (IAA, IPA, IBA) hem
asidik hem de bazik gruplar igerdiklerinden kolonu pH’ya bagh olarak klorlu asitler ve
sitokininler arasinda bir yerde terk eder. pH degeri bu ¢alismada kullanilan asidik ve
asidik-bazik analit karisimlarinin ayrilmasinda 6nemli bir etkiye sahiptir.

Polarite ve farkli analit siniflarnin kolonu terk etme sirasi arasindaki iliski
pH’ya 6nemli 6lciide baglidir. Ayn1 smif icerisinde polar olmayan analitler genellikle
kolonu daha ge¢ terk etse de, farkli smiflar arasinda kolonu terk etme sirasi daha
komplekstir. Ornegin, ayn1 smifta yer alan IAA, IBA ve IPA’min alikonma siiresi
IBA>IPA>TAA seklindedir. Benzer sekilde, bazik analit olan sitokininlerin kolonu terk
etme sirast BAP>K>Z seklindedir. Her iki durumda da, {i¢ bilesik de ayni polar gruplar
fakat farkli apolar gruplar igerir. Bundan dolay1 daha apolar bilesik kolonu daha geg terk
eder. Soyle ki; daha apolar analitlerin sudaki ¢6ziiniirliigii zordur ve hem fenil ve hem

de siklohekzil grubu iceren bir dolgu maddesi (SP1) ile daha gii¢lii bir sekilde etkilesir.
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Bununla beraber, farkli analit sinifindaki bilesikler ( farkl: tiir ve sayida polar ve apolar
gruplar iceren bilesikler) dogru bir sekilde kiyaslanamaz. Cilinkii analitler hem mobil faz
ve hem de dolgu fazi ile etkilesir. Dolgu fazindaki asidik amid, bazik amin grubu,
aromatik ve alifatik halkalar farkli polar ve apolar gruplar iceren farkl siniftaki
analitlerle iyi bir etkilesime neden olur. Bununla beraber, en polar gruplara sahip
sitokininler pH= 6-7 arasinda kolonda daha uzun siire tutunur. Bazi klorlu asitler (2,4-D,
4-PA, 2,4-DP) pH= 6-7 arasinda kolonu erken terk etse de pH= 3.2°de kolonu ¢ok ge¢

terk eder. Diger biitlin analitlerin kolonu terk etme siiresi pH ile degismistir.

0 5 10 15 20 25 min 0 5 10 15 20 25 r

Sekil 4.4. SP1 Dolgu Maddesi ile Bitki Biiyiime Diizenleyicilerinin Ayrilmasina pH’nin Etkisi. Gradient
eliisyon: % ACN/ Tampon (pH=6.41-7.03, 20 mM fosfat tamponu), 0-20 dk; % 10-25, 20-30
dk; % 25-90. Akis hizi: 0-13 dk; 0.9 mL/dk, 13-30 dk; 1.2 mL/dk. Sicaklik: 22 °C. Enjeksiyon
hacmi: 5 pL, Analitler: 1: IAA, 2: 4-PA, 3: IPA, 4: ABA, 5: IBA, 6: 2,4-D, 7: 2,4-DP, 8: NAA,
9:2,4,5-T, 10: Z, 11: 2,4-DB, 12: K, 13:BAP, dalga boyu: 230 nm.
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DAD1 A, Sig=230 4 Ref=off (HAYRIYE3\12PGR23.0)
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Sekil 4.5. SP1 Dolgu Maddesi ile Bitki Biiylime Diizenleyicilerinin Ayrilmasina pH’nin Etkisi. A;
gradient eliisyon: (pH= 4.6, 10 mM amonyum asetat tamponu), 0-20 dk; % 10-25, B; gradient
eliisyon: (pH= 3.25, 10 mM fosfat tamponu), 0-20 dk; % 20-70. Akis hizi:1 mL/dk. Sicaklik:
22 °C. Enjeksiyon hacmi: 5 pL, Analitler: 1: TAA, 2: 4-PA, 3: IPA, 4. ABA, 5: IBA, 6: 2,4-D,
7:2,4-DP, 8: NAA, 9:2,4,5-T, 10: Z, 11: 2,4-DB, 12: K, 13:BAP, dalga boyu: 230 nm.

4.2.2. Ayirma Uzerine Céziicii Etkisi: Tampon Derisimi ve ACN oram

Alkoller, THF ve ACN gibi farkli organik c¢oziiciler RPLC ve HILIC
ayirmalarinda mobil faz karisimlarinda kullanilsa da en iyi sonuglar asetonitril ile elde
edilmistir (Ascah ve ark. 1996). Aslinda, bu ¢alismada kullanilan mobil faz genellikle
su ve ACN karigimimi icermektedir. Biitiin kromatografik ¢calismalar potasyum fosfat ve
amonyum asetat tamponlarmi i¢eren sulu mobil faz ve asetonitrile kars1 gradient
eliisyon kullanilarak yapildi.

Alikonmaya tampon konsantrasyonun etkisi optimum pH=6.85te 0.5, 10, 20 ve
40 mM fosfat tamponu kullanilarak calisildi (Sekil 4.6). En iyi ayirma 20 mM tampon
konsantrasyonunda elde edildi. Tamponun kullanilmadig1 mobil faz olarak su/asetonitril
kullanildig1 durumda 1yi bir ayirma goriilmedi. Uzun analiz siiresi, zayif pik keskinligi
ve diistik selektivite gézlendi. 5 mM tampon kullanildiginda ise ayirmanin ve spektrum
goriintlisiiniin - diizeldigi goriildii. 0-10 dakika arasinda kolonu terk eden asidik
analitlerin ayirma selektivitesi tampon konsantrasyonunun artmasiyla daha iyiye gittigi

goriilmiistiir. Bazik analitler olan BAP, Z ve K hari¢ diger tiim analitler, 6zellikle klorlu
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asitler tampon derisiminden yiiksek oranda etkilenmistir. Tampon derisimi arttikca
asidik analitlerin alikonma zamanlar1 da artmaktadir. pH’nin diigmesiyle asidik analitler
kolonu daha gec terk etmistir. 5-20 mM tampon konsantrasyonunda ayrilan pikler
tampon konsantrasyonunun 40 mM olmasiyla i¢ ice girmistir. Béylece en 1yi ayirma 20

mM tampon derisiminde elde edildi.
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Sekil 4.6. SP1 Dolgu Maddesi ile Bitki Biiylime Diizenleyicilerinin Ayrilmasina Tampon Derigiminin
Etkisi. Optimum kosullar (Sekil 4.2). Analitler: 1: TAA, 2: 4-PA, 3: IPA, 4: ABA, 5: IBA, 6:
2,4-D, 7: 2,4-DP, 8: NAA, 9:2,4,5-T, 10: Z, 11: 2,4-DB, 12: K, 13: BAP, dalga boyu: 230 nm.

Hareketli fazdaki ACN oraninin ayirmaya etkisini incelemek i¢in gradient
eliisyondaki asetonitril baslangic derisimi % 5-90, % 10-90, % 15-90 oranlarinda 40
dakika icerisinde degistirilerek incelendi (Sekil 4.7). % 5 ve % 15 ACN orani ile
baslandiginda on bir analit ayrilabilirken, % 10 ACN orani ile baslandiginda on iki
analit ayrilabilmistir. Bununla beraber, artan ACN orani analiz siiresinin kisalmasina
yol agtig1 goriilmektedir. Bu tipik bir ters-faz kolon davramisidir. Ancak, analitlerin
polaritelerine gore alikonma zamanlar1 kiyaslandiginda ise tamamen ters-faz ile ayni
ozellik gostermedigi anlasilmaktadir. Bu durum yukaridaki baslik altinda ayrimntili
olarak tartistlmistir. Kisacasi, dolgu maddesi agirlikli olarak ters-faz 6zellik
gostermesine karsin yapidaki polar gruplarin etkisi zaman zaman ters-faz davraniginin

disma ¢ikmasina neden oldugu da goriilmektedir.
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DAD1 B, Sig=275.4
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Sekil 4.7. SP1 Dolgu Maddesi ile Bitki Biiylime Diizenleyicilerinin Ayrilmasina Asetonitril Derigiminin
Etkisi. Gradient eliisyon: % ACN/Tampon (pH: 6.85, 20 mM): 0-20 dk; % X-25, 20-30 dk; %
25-90. Akis hizi: 0-13 dk; 0.9 mL/dk, 13-30 dk; 1.2 mL/dk. Sicaklik: 22 °C. Enjeksiyon hacmi:
5 uL, Analitler: 1: TAA, 2: 4-PA, 3: IPA, 4: ABA, 5: IBA, 6: 2,4-D, 7: 2,4-DP, 8: NAA, 9:
2,4,5-T, 10: Z, 11: 2,4-DB, 12: K, 13: BAP, dalga boyu: 275 nm
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4.2.3. Ayirma Uzerine Sicakhgin Etkisi

Kolon sicakligi analitlerin alikonmasimi etkileyen 6nemli bir parametredir. Cogu
zaman, kolon sicakligindaki artig analiz stiresini kisaltir. Ciinkli sicakligin artmasiyla
analitlerin mobil fazdaki ¢oziiniirliigii artar ve dolgu fazi ile etkilesimi azalir ve bundan
dolay1 alikonma siiresi kisalir (Li ve Carr 1997). Kolon sicakligmin bir fonksiyonu
olarak selektivitedeki bu degisim mobil fazin bilesimi kadar hem analitin ve hem de
dolgu fazinin fonksiyonel gruplarina baghdir (Li ve Carr 1997), (Mao ve Carr 2001),
(Hao ve ark. 2008). Ters-faz HPLC’de yiiksek sicakliklarin analitlerin alikonmasini
azalttig1 ve mobil fazi daha hidrofobik yaptig1 genis ¢apta kabul edilen bir diistincedir
(Chen ve Horvath 1997). Bu teoriye dayanarak, aslinda bu durumun HILIC’ta olmasi
gerekirdi: hidrofilik analitlerin alikonmast mobil fazin etkisinin azalmasindan dolay1
sicakligm bir fonksiyonu olarak artmalidir. HILIC’ta asetonitril agirlikli mobil faz
kullanildig1 i¢in sicakligin artmasiyla asetonitrilin iyonlagmasi artacagindan olusan
iyonlarm biiylik bir kismi su fazina gegecek ve mobil fazda hidrofilik kisim
artacagindan dolayr analitlerin alikonmasi artar. Bununla beraber, alikonmanin
sicaklikligm artmasiyla beraber hem artmasi ve hem de azalmasi literatiirde mevcuttur.
Bundan dolayi, bu bulgular hem analitin hem de dolgu fazinin dogasinmn ve ikisinin
ortak etkisinin toplam alikonmay1 etkiledigini kanitlamistir (Kucera ve ark. 2011).

Bu calismada, optimum sartlar altinda 10-30 °C arasinda degisen kolon

sicakliklarinda sicakligin alikonma ve ayirmaya olan etkisi ¢alisildi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. SP1 Dolgu Maddesi ile Bitki Biiylime Diizenleyicilerinin Ayrilmasina Sicakligm Etkisi. A:
15°C, B: 20°C, C: 22°C, D: 25°C, Optimum sartlar (Sekil 4.2), dalga boyu: 230 nm.
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Sekil 4.8 15, 20, 22 ve 25 °C’de sicakligin ayrmaya olan etkisini
gostermektedir. 10 ve 30 °C de calisildi ancak burada gosterilmedi. Biitiin analitlerin
alikonmas1 sicakligi artmasiyla beraber diigmiistiir. Bununla beraber, sicakligin artmasi
selektiviteyi etkileyerek alikonma siiresini degistirmistir. Sicaklik 10 °C’den 22 °C’ye
cikartildiginda 4 ve 5 arasindaki selektivite artarken 7 ile 8 arasindaki selektivite
azalmustir. Sicaklik 25 °C’ye ¢ikarildiginda 7 ile 8 i¢ ice ge¢mistir. Bundan dolay, en
iyi sicaklik 22 °C olarak belirlenmistir.

4.2.4. Ayirma Uzerine Akis Hiz Etkisi

En 1y1 ayirimi elde etmek icin analizin ilk 20 dakikasinda 0.7, 0.9 ve 1 mL/dk
akis hizlarinda calisildi. 20-30 dakika arasinda 1.2 mL/dk sabit akis hizinda ¢alisildi
(Sekil 4.9). Sekil’de gorildiigii gibi akis hizindaki degisiklik selektiviteyi kiiclik bir
oranda etkilemektedir. Bununla beraber, 0-20 dakika arasinda 0.7 mL/dk akis hiz1 ile
kiyaslandiginda daha iyi bir pik keskinligi elde edilmesinden dolay1 0.9 mL/dk akis hiz1

calisiimastir.

il ( T
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Sekil 4.9. SP1 Dolgu Maddesi ile Bitki Biiylime Diizenleyicilerinin Ayrilmasina Akis Hiz1 Etkisi. Akis
hizi: 0-13 dk; 1.2 mL/dk, 13-30 dk; 1.2 mL/dk- A: 0.7, B: 0.9, C: 1 mL/min. Optimum sartlar
(Sekil 4.2), dalga boyu: 230 nm.
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4.3. Niikleotit ve Niikleozitlerin Ayrilmasi

Kiiciik polar bilesikler geleneksel ters-faz kolonlarda alikonulamadiklarindan
bunlarin ayirimini saglayacak metod gelistirmek cok Onemlidir. Polar bilesiklerin
ayrilmasinda c¢ok etkili olsa da normal faz sivi kromatografisi metodlar1 yeniden
iiretilebilirliklerinin zayif olmasindan dolay: genellikle tercih edilmez. Polar embedded
ya da polar end-capped dolgu fazlar1 yiiksek oranda sulu hareketli faz ile polar
bilesiklerin alikonmasini arttirabilir, fakat bu yaklasim sudaki ¢6ziiniirliigii diisiik olan
bilesikler icin olas1 degildir (Guo ve Gaiki 2005). Hidrofilik etkilesim kromatografisi
(HILIC) polar dolgu fazi lizerinde kiigiik polar bilesiklerin etkili ayrimi icin alternatif
bir yaklasim sunar (Alpert 1990). Son uygulamalar ilaglar, toksik bilesikler, bitki
ekstreleri, niikleotid ve niikleozidler ve daha bir¢ok kiiciik polar bilesikleri i¢cine alan
genis bir alana sahiptir ( Grumbach ve ark. 2003), (Tolstikov ve Fiehn 2002), (Garbis ve
ark. 2001), (Strege 1999), (Strege 1998), (Li ve Huang 2004), (Kimura ve ark. 2004),
(McClintic ve ark. 2003), (Olsen 2001), (Dallet ve ark. 2000), (Strege ve ark. 2000),
(Oertel ve ark. 2004), (Dell’ Aversan ve ark. 2004), (Schlichtherle-Cerny ve ark. 2003).
Guo ve Gaiki (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada HILIC 6zellik gosteren piyasada
mevcut en ¢ok kullanilan dort tane HILIC kolon ile bazi niikleotit ve niikleozitlerin
ayrimi ¢alisilmistir. Bu ¢alismada alt1 tane analitin ayrilmasinda kolonlarin etkinligi
kiyaslanmistir. Bununla ilgili kromatogramlar sekil 4.10°da goriilmektedir. Buna gore
SP2 dolgu maddesi ile niikleozid ve niikleotidlerin ayrimini bu calismadaki kolonlarla
kiyasladigimizda, SP2’nin piyasadaki bu en etkili HILIC kolonlarla yarisacak etkinlige
sahip oldugu anlagilmaktadir.

Bu calismada SP1 dolgu maddesi ile ii¢ tane niikleotit (Timin, Adenin, Sitozin)
ve li¢ tane niikleozit (Timidin, Sitidin ve Adenozin), SP2 dolgu maddesi ile dort tane
niikleotit (Timin, Adenin, Urasil, Sitozin) ve bes tane niikleozit (Timidin, Sitidin,
Uridin, Guanozin, Adenozin) basar1 ile birbirinden ayrildi. SPldolgu maddesi ile
niikleotitler i¢in en iyi ayirma pH= 8.04, 10 mM fosfat tamponu ve asetonitrilden olugan
hareketli faz ile izokratik eliisyon sartlarinda, 0.5 mL/dk akis hizi, 15 °c sicaklik, 5
puL/100 ppm enjeksiyon hacmi ve 275 nm dalga boyunda elde edildi (Sekil 4.11). SP1
dolgu maddesi ile niikleozitler i¢cin en iy1 ayirma pH= 8.5, 10 mM borat tamponu ve

asetonitrilden olusan hareketli faz ile izokratik eliisyon sartlarinda, 0.8 mL/dk akis hizi,
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20 °C sicaklik, 5 pL/100 ppm enjeksiyon hacmi ve 275 nm dalga boyunda elde edildi
(Sekil 4.12).
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Sekil 4.10. Cesitli HILIC Kolonlar ile Niikleotit ve Niikleozitlerin Ayrilmasi: (A) YMC-Pack NH,, (B)
TSKgel Amide-80, (C) ZIC-HILIC ve (D) HILIC silika kolon. Hareketli Faz: ACN/Tampon
(10 mM Amonyum asetat) (85/15), sicaklik: 30 °C, Akis huzi: 1.5 mL/dk, dalga boyu: 248
nm. (1) urasil, (2) adenozin, (3) iiridin, (4) sitozin, (5) sitidin, (6) guanozin (Guo ve Gaiki
2005).
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SP2 dolgu maddesi ile niikleotitler i¢in en iyi aywrma su-asetonitril igeren
hareketli faz ile izokratik eliisyon sartlarinda, 0.7 mL/dk akis hizi, 20 °C sicaklik, 5
puL/100 ppm enjeksiyon hacmi ve 265-275 nm dalga boyunda, niikleozitler i¢in en iy1
ayirma pH 3.25, 10 mM fosfat tamponu ve asetonitril igeren hareketli faz ile izoktarik
eliisyon sartlarinda 0.7 mL/dk akis hizi, 20°C sicaklik, SuL enjeksiyon hacmi ve 265 nm
dalga boyunda elde edildi (Sekil 4.13 ve 4.14). SP2 ile bu analitlerin ayrimi daha iy1
oldugundan SP1 ile bunlarm ayrmntili optimizasyonu burada belirtilmedi.

SP1 dolgu maddesi yapisindaki apolar fenil ve siklohekzil halkalarinin yan1 sira
amid grubu igeren polar gomiilii 6zelligi olan bir dolgu maddesidir. Apolar ve orta
polarliktaki analitlerin ayriminda tipik bir ters-faz 6zelligi gdstermesinin yani sira
niikleotit ve niikleozitlere karsi kismen HILIC 6zelligi gostermistir. Bu analitler polar
yapida olmalarindan dolay1 sudaki ¢oziiniirliikkleri ¢cok yiiksektir. Su agirlikli ¢6ziict
kullanildiginda analitlerin kolonu ¢ok cabuk terk ettigi goriildii. Bu nedenle asetonitril
agirhikh yiikksek pH’l1 sulu tampon kullanilarak analiz siiresinin uzamasi ve bdylece

analitlerin dolgu maddesi ile daha fazla etkilesimi i¢in ortam saglanmis oldu.

DAD1 A, Sig=275,.4 Ref=off (HAYRIVE2NUIKLEOTIDMIXE.D)
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Sekil 4.11. SP1 Dolgu Maddesi ile Optimum Sartlarda Niikleotitlerin Ayrilmasi. izokratik eliisyon:
ACN/Tampon (pH 8.04, 10 mM fosfat tamponu): 80/20, akis hizt: 0.5 mL/dk, sicaklik:15 o°c,
enjeksiyon hacmi: 5 pL, dalga boyu: 275 nm.

SP2 dolgu maddesinin yapis1 SP1’e gore ¢ok daha polar oldugundan bu dolgu
maddesi bu analitlere kars1 tipik bir HILIC 6zellik gostermistir. Analitlerin kolonla
etkilesimi giiclii oldugu i¢in orta pH’larda dahi analiz siiresi uzun oldugundan bu
pH’larda uygun pik keskinligi ve selektivite elde edilemedi. Bu nedenle SP1 dolgu

maddesinin tam aksine, pH diistiriilerek analitlerin kolon ile etkilesimini azaltmak
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suretiyle analiz siiresinin kisaltilmasi ve boylece daha iyi pik keskinligi ve yiiksek

selektivite saglandi.
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Sekil 4.12. SP1 Dolgu Maddesi ile Optimum Sartlarda Niikleozitlerin Ayrilmasi. zokratik eliisyon:
ACN/Tampon (pH 8.5, 10 mM borat tamponu): 92/8, akis hizt: 0.8 mL/dk, sicaklik: 20 oc,
enjeksiyon hacmi: 5 pul, dalga boyu: 275 nm.

DAD1 A, Sig=265,4 Ref=360,10 (HAYRIYEANLKLEOTIOMI11.0)
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Sekil 4.13. SP2 Dolgu Maddesi ile Optimum Sartlarda Niikleotitlerin Ayrilmasi. izokratik eliisyon:
ACN/SU: 80/20, akis hizi: 0.7 mL/dk, sicaklik: 20 °C, enjeksiyon hacmi: 5 puL, dalga boyu:
265 nm.
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DAD1 A, Sig=2685,4 Ref=360,10 (HAYRIYE4NUKLECZI T4.0)
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Sekil 4.14. SP2 Dolgu Maddesi ile Optimum Sartlarda Niikleozitlerin Ayrilmasi. zokratik eliisyon:

ACN/Tampon (pH 3.25, 10 mM): 80/20, akis hiz1: 0.7 mL/dk, sicaklik: 20°C, enjeksiyon
hacmi: SuL, dalga boyu: 265 nm.
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Sekil 4.15. SP2 Dolgu Maddesi ile Niikleozitlerin Ayrilmasma pH’nin Etkisi. izokratik eliisyon:

ACN/Tampon (pH 3.25-4.03, 10 mM): 80/20, akis hizi: 0.7 mL/dk, sicaklik: 20°C, enjeksiyon
hacmi: SpL, dalga boyu: 265 nm. Pik siralamasi optimum sarttaki gibidir.
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4.3.1. Ayirma Uzerine pH’nin Etkisi

pH= 3.25- 7.0 arasinda tampon c¢ozeltiler kullanild1 ve ayirmaya olan etkileri
incelendi. pH= 4.03’te sekil 4.15°te gortldiigii gibi adenozin ve guanozin pikleri i¢ ige
girmektedir. pH’ nin artmasiyla birlikte diger pikler de i¢ i¢e girdiginden en uygun pH=
3.25 olarak kabul edildi. pH= 3.25’te daha iyi bir ayirma goriilmesi bu analitlerin
muhtemelen bazik dogasindan kaynaklanir. Ayrica pH diistiikge analiz siiresinin
kisaldig1 goriildii. Ciinkii bazik analitler asidik pH’da daha iyi ¢oziindiigiinden dolay1
kolonu daha c¢abuk terk eder.

4.3.2. Ayirma Uzerine Céziicii Etkisi: Tampon Derisimi ve Orani

Coziicli oraninin dolgu maddesi lizerine etkisini incelemek i¢in farkli oranlarda
sulu tampon kullanildi. Sekil 4.16°da goriildiigii gibi sulu fazin derisiminin artmasiyla
analiz siiresi kisalmaktadir. Bu da dolgu maddesinin tipik bir HILIC 6zellige sahip
oldugunun gostergesidir. % 17, 20 ve 25 oranlarinda sulu tampon kullanildiginda en 1yi

sonucun % 20 ile elde edildigi goriilmektedir.

DADT A, SIg=D265.4 Ref=260.10 {(HAYRIVESMTKLESTZI T2 D)

2517 tampon
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Sekil 4.16. SP2 Dolgu Maddesi ile Niikleozitlerin Ayrilmasma Coziicii Oran1 Etkisi. izokratik eliisyon: %
ACN/tampon (pH 3.25, 10 mM): % 17, 20 ve 25. Akis hizi: 0.7 mL/dk, sicaklik: 20°C,
enjeksiyon hacmi: Sul, dalga boyu: 265 nm. Pik siralamasi optimum sart ile aynidir.
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Sekil 4.17°de goriildiigii gibi tampon derisimi arttikca analiz siiresi
kisalmaktadir. Asidik tampon kullanildigindan dolay1 artan tampon derisimi ile beraber
analitlerin hareketli fazdaki ¢dziiniirliigiiniin artmas1 da normaldir. Ilk énce tamponsuz
su-ACN karisimi denendi, ancak adenozin ve guanozinin i¢ i¢e oldugu goriildi. % 10
derisiminde fosfat tamponu kullanildiginda bu iki analitin birbirinden ayrildigr pik
keskinliginin daha iyi oldugu analiz siiresinin de biraz daha kisaldig1 goriildii. Daha
yiiksek tampon derisiminde bu iki pikin tekrar i¢ ice gectigi goriildii. Bu nedenle en

uygun tampon derisimi % 10 olarak kabul edildi.

LEALIT A, Segeiitsty, 4 Ret=sisl, 10 (HLAY RV SRR CRSSE ST (L)

100 —| Tamponsuz

L

[

LGB

Sekil 4.17. SP2 Dolgu Maddesi ile Niikleozitlerin Ayrilmasmna Tampon Derisiminin Etkisi. izokratik

eliisyon: ACN/Tampon (pH 3.25, 10 mM, 20 mM): 80/20, akis hizt: 0.7 mL/dk sicaklik:
20°C, enjeksiyon hacmi: 5pL, dalga boyu: 265 nm. Pik siralamasi optimum sart ile aynidir.
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4.3.3. Ayirma Uzerine Sicakhgin Etkisi

Sicakligm ayirma tizerine etkisinden bitki biiyiime diizenleyicileri bolimiinde
ayrmtili olarak bahsetmistik. Sicakligin bazen analiz siiresini uzattiim1 bazen de
kisattigin1 belirtmistik. Bu nedenle SP2’nin ayirmadaki etkinligi iizerine sicakligin
etkisini incelemek igin 10, 20 ve 30 °C olmak iizere ti¢ farkli sicaklikta analiz yapildu.
Sicakligin artmasiyla tiim analitlerin alikonma siirelerinin kisaldigr sekil 4.18’de
goriilmektedir. En iyi selektevitenin 20 °C’de elde edildigi kromatogramdan

anlasilmaktadir.
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Sekil 4.18. SP2 Dolgu Maddesi ile Niikleozitlerin Ayrilmasina Sicakhigm Etkisi. Izokratik eliisyon: %
ACN/tampon (pH 3.25,10 mM): 80/20, akis hizi: 0.7 mL/dk, sicaklik: A: 10°C, B: 20°C, C:
30°C, enjeksiyon hacmi: SpL, dalga boyu: 265 nm.
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4.4. Fenolik Bilesiklerin Ayrilmasi

Bir¢ok meyvede bulunan fenolik bilesikler iyi birer dogal antioksidant kaynagi
olup mutajenite ve kansere yol acan etkenlere kars1 inhibitor etkisine sahiptir (Gezici ve
ark. 2006), (Kowalska ve ark. 2006).

Ters-faz HPLC temel olarak fenolik bilesiklerin ve bitki ekstrelerinde bulunan
diger dogal driinlerin kompleks karisimlarinin ayrilmasinda kullanilir (Ascah ve
Feibush 1990), (Nawrocki 1997), (Jaroniec ve ark. 1998), (Jandera 2011). Bununla
beraber, genellikle sadece fenolik (Layne 2002) ya da antosiyaninlerin bir grubunu ya
da smirli sayida flavanoidlerin analizi yapilmaktadir. Flavanoid ve fenolik bilesiklerin
bir arada analizini yapan ¢ok az sayida metod muvcuttur (Song ve Budde 1998),
(Jandera 2011). Bundaki temel zorluk flavanoid ve fenolik asitler arasindaki ayrimin zor
olmasidir.

Bu c¢alismada SP1 dolgu maddesi ile ii¢ tanesi flavanoid (katesin, rutin,
quvarsetin) ve sekiz tanesi fenolik asit (gallik, vanilik, kaffeik, protokatesuik, siringik,
o-kumarik, p-kumarik ve rosmarinik asit) olmak iizere toplam on bir tane fenolik
bilesigin 40 dakikada ayrimi, SP2 dolgu maddesi ile bir tanesi flavanoid (quvarsetin)
olmak {izere toplam yedi tane fenolik bilesigin 15 dakikada ayrimi saglanmistir (Sekil

4.19 ve 4.20).
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Sekil 4.19. SP1 Dolgu Maddesi ile Optimum Sartlarda Fenolik Bilesiklerin Ayrilmasi. Gradient eliisyon:
% MeOH/Tampon (pH 3.25 10 mM fosfat tamponu): 0-10 dk; % 20-25, 10-40 dk; % 25-60,
akis hizi: 0.8 mL/dk, sicaklik: 25 °C, enjeksiyon hacmi: 5 pL, dalga boyu: 280 nm.
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Sekil 4.20. SP2 Dolgu Maddesi ile Optimum Sartlarda Fenolik Bilesiklerin Ayrilmasi. Gradient eliisyon:
% ACN/tampon (pH 2.5, 10mM): 0-7 dk; % 3, akis hizi: 0.7 mL/dk, 8-20 dk; % 3-30, akis
hizi: 1 mL/dk, sicaklik: 20°C, enjeksiyon hacmi: 3puL, dalga boyu: 230 nm.

Her iki dolgu maddesi ile fenolik bilesiklerin ayrilmasi ¢alisilirken hareketli faz
olarak hem metanol ve hem de asetonitril i¢geren sulu hareketli fazlar denendi. Ancak en
1yl selektivite SP1 dolgu maddesi ile metanol iceren sulu hareketli fazla, SP2 dolgu
maddesi ile asetonitril iceren sulu hareketli fazla elde edildi. Biitiin model bilesiklerin
alikonma siiresi organik ¢oziicii orani arttik¢a azaldi. SP1 dolgu maddesi yapisindaki
siklohekzil ve fenil alanin halkalarindan dolayr apolar karakterlidir ve bu bilesiklere
kars1 ters-faz 6zellik gostermesi beklenen bir durumdur. SP2 dolgu maddesi ise benzen
halkas1 gibi apolar bir grup ve hidroksil gruplar1 gibi polar gruplar igeren bir yapiya
sahiptir. Niikleotit ve niikleozitlere kars1 olduke¢a etkin bir HILIC 6zellik gosteren SP2
dolgu maddesi orta polarliktaki fenolik bilesiklere karsi ters-faz 6zelligi gostermistir.
Analitlerin alikonma siirelerinin pH yiikseldikce azaldigi ve bdylece ayirma
selektivitesinin diistiigli gozlendi.

Alikonma siiresi ile analitlerin polarligi arasinda bir iligki kuruldugunda klasik
bir ters-faz 6zelligi gosterdigi goriildii: daha hidrofobik olan bilesik kolonu daha ge¢
terk etmistir. Daha hidrofobik olan analitlerin hem su bakimindan zengin hareketli
fazdaki ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmas1 hem de dolgu fazi ile daha giiclii hidrofobik

etkilesim yapmasindan dolay1 kolonu daha gec terk etmesi beklenen bir durumdur.
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4.4.1. Ayirma Uzerine pH’nin Etkisi
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Sekil 4.21. SP1 Dolgu Maddesi ile Fenolik Bilesiklerin Ayrilmasma pH’nin Etkisi. Gradient eliisyon: %
MeOH/Tampon (pH 3.25 ve 4.61, 10 mM fosfat tamponu): 0-10 dk; % 20-25, 10-40 dk; %
25-60, akis hizi: 0.8 mL/dk, sicaklik: 25 °C, enjeksiyon hacmi: 5 uL, dalga boyu: 280 nm.
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Sekil 4.21°de goriildiigli gibi pH nin artmasiyla ayirma selektivitesi diismekte ve
pikler i¢ ige girmektedir. Ciinkii fenolik bilesikler asidik 6zellik gdsterir ve bundan
dolay1 daha once de bahsedildigi gibi pH ylikseldik¢e yani baziklik arttik¢a asidik
ozellik gosteren analitler hareketli faz ile daha giiclii etkilesir ve bdylece kolonu daha

erken terk eder.

4.4.2. Ayirma Uzerine Céziicii Etkisi
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Sekil 4.22. SP1 Dolgu Maddesi ile Fenolik Bilesiklerin Ayrilmasma Coziicii Tiirli Etkisi. % X/Tampon
(pH 4.02, 10 mM asetat tamponu): Gradient eliisyon: 0-40 dk: % 10/ 90-% 40/ 60, Akis Hiz1:
0.8 mL/ dk, 20 °C, enjeksiyon hacmi: 5 uL, Dalga Boyu: 280 nm.

Uygun organik c¢oziiciiyii bulmak i¢in hem asetonitril ve hem de metanol
denendi. Analitler asetonitrilde daha iyi ¢oziindiiklerinden dolay1 asetonitril daha etkin

bir ¢oziictudiir. Sekil 4.22°de goriildiigii gibi asetonitril ile ¢alisildiginda analitler kolonu
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daha ¢abuk terk etmektedir. Ancak metanol ile ¢alisildiginda daha yiiksek oranda
organik ¢oziicii kullanma imkan1 dogmaktadir. Daha yliksek organik ¢oziicii kullanarak
daha yiiksek selektivitenin metanol ile saglandi. Bundan dolayr diger optimizasyon

calismalarina metanolde devam edildi.

4.4.3. Ayirma Uzerine Sicakhgin Etkisi
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Sekil 4.23. SP1 Dolgu Maddesi ile Fenolik Bilesiklerin Ayrilmasina Sicaklik Etkisi. Gradient eliisyon: %
MeOH/Tampon (pH 3.25 fosfat tamponu): 0-10 dk; % 20-25, 10-40 dk;% 25-60, akis h1z1:0.8
mL/dk, sicaklik: A: 40 °C, B: 30 °C, C: 25 °C, enjeksiyon hacmi: 5 uL, dalga boyu: 280 nm.

Sicakligimn ayirma tzerine etkisinden daha 6nceki boliimlerde ayrintili olarak
bahsetmistik. Sicakligin bazen analiz siiresini azalttig1 bazen de kisattigini belirtmistik.
Bu nedenle SP1’in ayirmadaki etkinligi tizerine sicakligin etkisini incelemek i¢in 25, 30
ve 40 °C olmak iizere ti¢ farkli sicaklikta analiz yapildi. Sicakligin artmastyla analitlerin
alikonma siirelerinin ciddi oranda degismedigi sekil 4.23°de goriilmektedir. Yine de en
iyi selektevitenin 25 °C’de elde edildigi kromatogramdan anlasilmaktadir. Bundan

dolay1 optimum sicaklik 25 °C olarak kabul edilmistir.
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4.5. Siibstitiie Anilinlerin Ayrilmasi

Stibstitiie anilinler organik sentezde onemli ara Uriinlerdir. Bununla beraber
diisiik konsantrasyondaki miktarlar1 bile yiiksek oranda toksiktir ve sudaki bir miktar
coziintirliiklerinden dolay1 nehirlerde, toprakta ve igme sularinda bulunabilirler. Ayrica
diisik biyodegradabiliteye sahip olduklarindan c¢evreye yayilma olasiliklar1 s6z
konusudur (Nawrocki 1997). Bundan dolayi anilinlerin analizi cok 6nemlidir. Siibstitiie
anilinlerin ayrim literatiirde mevcuttur. Chang ve arkadaslar1 (1986) B-siklodekstrin
bagl silika tabanli dolgu fazi kullanarak siibstitiie anilinlerin ters ve normal faz sivi
kromatografik ayrimini incelemistir. Genaro ve ¢alisma arkadaslar1 (2002) iyon ¢ifti
kromatografisini kullanarak anilinlerin ayrimmi incelemistir. Bu c¢aligmaya gore
gradient eliisyon kullanilarak on {i¢ tane anilin tiirevi 80 dakikada ayrilmistir (Shen ve
ark. 2006). Shen ve calisma arkadaslar1 (2006) tarafindan yapilan bagka bir calismada
hibrid bir dolgu maddesi kullanilarak on iki tane siibstitiie anilini 10 dakika gibi kisa bir
siirede ayirmayr basarmislardir. Bu calismada 3.5um tanecik boyutuna sahip hibrid
dolgu maddesi kullamilmis ve 200 °C’de calisildig1 rapor edilmistir. Bu alanda yapilan
en son c¢alismalardan biri de Erdemir ve arkadaslarina (2010) aittir. Yazarlar bu
calismada bir kaliksareni silikaya tutturmak suretiyle hazirladiklar1 dolgu maddesini
yedi adet aromatik aminin ayirmasinda kullandilar. Yazarlar ayn1 zamanda ayni 6rnegin
ayrilmasimi C;g kolon ile de yaparak kendi kolonlariyla kiyasladilar. Bu ¢alismada gerek
kaliksaren dolgu fazi ile gerekse Cis kolon ile yedi adet aromatik aminin 30 dakikaya
yakin bir stirede ayrildig belirtilmistir.

Bu caligmada zayif bazik 6zellik gosteren anilin tiirevlerinin SP1 ve SP2 dolgu
maddeleri ile kromatografik ayirimi incelenmistir. SP1 dolgu maddesi ile on tane
siibstitiie anilinin pH=3.25, 10 mM fosfat tamponu ve ilk 7 dakika boyunca % 30, 7-10
dakika arasinda % 45 ve 10-20 dakika arasinda % 45 asetonitril iceren hareketli faz ile
sabit 1 mL/dk akis hiz ile 10 °C’de 20 dakikada ayrimi saglanmustir (Sekil 4.24).

Daha yiiksek pH degerlerine ¢ikildikca bazik 6zellik gosteren bu analitler igin
analiz siiresi uzadigi sekil 4.26’da goriilmektedir. Bundan dolay1 daha yiiksek pH’larda

calisilmamastir.

84



HAYRIYE ARAL

] = o
: =
= T
80—
: 3 10
= m
70— I
£ e
5 =3
80—
7 T
z 1
50—
40- g
z I 5 ]
o
20 4 g @
~ o
20— i = o
: i P &
2| : s} o
- L [\ i
0= . . " . T
] T T T T
0 5 10 15 20 i

Sekil 4.24. SP1 Dolgu Maddesi ile Optimum Sartlarda Siibstitiie Anilinlerin Ayrilmasi. Gradient eliisyon:
% ACN/Tampon (pH 3.25, 10 mM fosfat tamponu): 0-7 dk; % 30, 7-10 dk; % 30-45,
10-20 dk; % 45, akis hizi: 1 mL/dk, sicaklik: 10 °C, enjeksiyon hacmi: 10 pL, dalga boyu:
275 nm.

SP2 dolgu maddesi ile alt1 tane alinin tiirevi pH=4.6, 10 mM amonyum asetat
tamponu ve % 5 asetonitril igeren hareketli faz ile izokratik sartlarda sabit 0.8 mL/dk
akis hizinda 10 °C’de 13 dakikada ayrilmustir (Sekil 4.25). Fenolik bilesikler i¢in
yapilan biitiin optimizasyon parametreleri siibstitiie anilinler i¢in de yapildi. Her iki
dolgu maddesi i¢in kullanilan asetonitril oranlarina bakildiginda SP1 i¢in ¢ok yiiksek
oranda asetonitril kullanildig1 goriilmektedir. Bu da SP1’in anilin tiirevleri ile ¢cok daha
giiclii hidrofobik etkilesim yaptig1 ve analitleri daha ¢ok alikoydugunu gosterir. Pik
siralamasina bakacak olursak bitki biiyiime diizenleyicileri ve fenolik bilesiklerin
gosterdigi Ozelliklere benzer davranis sergiledikleri goriilmektedir. Yani apolarite
arttikca analitin kolonu daha gec terk ettigi, polariteleri cok yakin olan analitlerde ise
daha giiclii bazik 6zellik gdsteren analitin kolonu daha erken terk ettigi her iki sekilde

de goriilmektedir (Sekil 4.24 ve 4.25).
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Sekil 4.25. SP2 Dolgu Maddesi ile Optimum Sartlarda Siistitiie Anilinlerin Ayrilmasi. Izokratik eliisyon:
ACN/tampon (pH 4.6, 10mM): 5/95, akis hizi: 0.8 mL/dk, sicaklik: 10°C, enjeksiyon hacmi:
SuL, dalga boyu: 275 nm.
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Sekil 4.26. SP1 Dolgu Maddesi ile Anilinlerin Ayrilmasma pH’nin Etkisi. % ACN/Tampon (pH 3.25, 10
mM fosfat tamponu): 0-7 dk; % 30, 7-10 dk; % 30-45, 10-20 dk; % 45, akis hiz1: 1 mL/dk,
sicaklik: 10 °C, enjeksiyon hacmi: 10 pL, dalga boyu: 275 nm.
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4.6. Sudan Boyalarinin Ayrilmasi

Gidalarin boyanmasi dogal ya da sentetik renklendiriciler kullanilarak elde
edilir. Gida iiretim islemlerinde, sentetik renklendiriciler temel olarak bir maddeyi
istenilen renge doniistiirmek i¢in kullanilir. Ciinkii dogal renklendiriciler gida iiretim
kosullar1 altinda sentetik renklendiricilerden daha az kararhidir (Lindsay 1986).
Maalesef, bircok sentetik renklendirici Diinya Saglik Orgiitiiniin belirledigi maksimum
oranin iizerinde tiiketilirse tiiketicinin sagligin1 biiyiik oranda tehdit eder (Downham ve
Collins, 2000).

Sudan I-IV kanserojen madde olarak siniflandirilan sentetik renklendiricilerin
bir grubudur (Ahlstrom ve ark. 2005). Avrupa Komisyonu gida maddelerinde
kullanimlarm yasaklamasina ragmen (Zacharis ve ark. 2011) bazi1 Asya Ulkeleri’nde,
bu boyalar baharatlarda kirmizi-turuncu rengini belirgin hale getirmek icin hala
kullanilmaktadir. Bundan dolayi, bu boyar maddelerin kromatografik ayrimi ve
kantitatif tayini i¢in uygun bir analitik metod gelistirmeye ihtiya¢ vardir (Zacharis ve

ark. 2011).
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Sekil 4.27. SP1 Dolgu Maddesi ile 5°1i Sudan Boyalar1 Karistminin Ayrilmasi. izokratik eliisyon:
ACN/SU: 59/41, akis hizi: 0.9mL/dk, sicakhik: 25°C, enjeksiyon hacmi: 3uL, dalga boyu:
230 nm.
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Tablo 4.2. Sudan [-IV’iin HPLC ayirimu igin literatiire genel bir bakis

Teknik Kolon Kolon Ozellikleri | Eliisyon Akis Hiza Analiz
Tirt (mL/dk) stiresi (dk)
HPLC-UV | C18 Lichrospher 200 mm x 4.6 mm | Izokratik 1.0 7
ODS id, 5 um
HPLC-UV | CI18, Spheri 5 250 mm x 4.6 mm | Izokratik 2 -
i.d., 5 um
HPLC-UV | RP-C18 150 mm x 3 mm Gradient 0.6 13
Phenomenex Gemini | i.d., 5 um
HPLC-UV | ACE C18 250 mm x 4.6 mm | Izokratik 1 8.8
i.d., 5 um
HPLC-UV | Agilent Eclipse 150 mm x 4.6 mm | Gradient 0.8 23
XDB-C18 id., 5 pm
UPLC-UV | Acquity UPLC BEH | 50 mm x 2.1 mm | Gradient 0.4 5.6
C18 id., 1.7 um
HPLC- Cosmosil 5C 18-AR | 150 mm x 4.6 mm | Gradient 1 -
PDA id., 5 um
HPLC- RP-C18 Varian 150 mm x 4.6 mm | Izokratik 1 22.3
PDA Microsorb-MV i.d., 5 um
HPLC- Lichrospher C18 150 mm x 4.6 mm | Gradient 1 20.9
PDA id., 5 um
HPLC-CL | Nucleosil SP-C18 250 mm x 4.6 mm | Izokratik 1 25.5
i.d., 5 um
HPLC-EC | Inertsil ODS-3 - Izokratik 1 23
LC-MS Nova-Pak 150 mm x 3.9 mm | izoktarik | 0.15 16.92
i.d., 4 um
LC-MS Varian C18 50mmx2.0mm | Gradient 0.25 10
id., -
LC-MS Purospher Star RP- 125 mm x 3 mm Gradient 0.5 13.5
18 i.d., 5 um
LS-MS ODS-3 250 mm x 2.1 mm | Gradient 0.3 30.8
i.d., 5 um
LC-MS Phenomenex Luna 150 mm x 2.0 mm | izokratik 0.2 17
C18 i.d., 3 um
LC-MS Spkerigel C18 250 mm x 4.6 mm | Gradient 1 30.29
i.d., 5 um
Mikro-LC- | Symmetry C18 150 mm x 0.32 Gradient 0.005 26.82
MS capillary column mmi.d., 5 um

88




HAYRIYE ARAL

UPLC-MS | Acquity BEH C18 100 mm x 2.1 mm | Gradient - 4.19
i.d., 1.7 um
UPLC-MS | Acquity BEH C18 50mmx 2.1 mm | Izokratik | 0.35 2.98
i.d., 1.7 um
HPLC-UV | FastGradient RP 50 mmx 2.0 mm | Izokratik 1.5 3.9
monolithic column i.d.

Literatiirde, piyasada mevcut olan c¢esitli kolonlar ile Sudan I-IV’iin HPLC ile
ayrimi ile ilgili ¢cok sayida ¢alisma mevcuttur. Tablo 4.2 bu ¢aligmalar1 ve bunlara
iligkin sonuglar1 gostermektedir. Bu tablodan goriildiigii gibi Sudan I-IV karisiminin
ayrimi genellikle on dakikalik analiz siiresini ge¢cmektedir. On dakikadan daha kisa
sirede yapilan aywrmalar genellikle 2 pm’nin altindaki parcacik boyutlu dolgu

maddeleri kullanildiginda ger¢eklesmektedir (Zacharis ve ark. 2011).

DAD1 &, Sige278,4 Refeoff (HAYRNENSUDANGMIN T

1-* I r|
- I

L

2 i
| ok J L ll\_JI' i ."P\'k
o I P TRt R S N

v T v v T
2 4 e g 10

Sekil 4.28. SP1 Dolgu Maddesi ile 4’lii Sudan Boyalar1 Karistminm Ayrilmasi. izokratik eliisyon:
ACN/SU: 62/38, akis hizi:1 mL/min, Sicaklik : 30 °C, enjeksiyon hacmi : 5 uL, dalga boyu:
230 nm

Sekil 4.27 Sudan I-IV ve Sudan black, sekil 4.28’de Sudan I-IV’iin SP1 dolgu
faz1 ile ayirimini gostermektedir. Genellikle Sudan I-IV karisimi daha c¢ok tayin
edildiginden dolayi, Sudan black’i karisimdan ¢ikararak dortlii karisim halinde

ayirmaya calistik. Boylece besli karisim i¢in 13 dakika olan analiz siiresi dortlii karisim

icin 9 dakikaya indigi sekil 4.24’de goriilmektedir. SP1 dolgu faz1 bu analitlere kars1 da
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beklendigi gibi tam bir ters-faz o6zellik gostermistir. SP2 dolgu fazi ise bu apolar
yapidaki analitleri ayiramadigindan buna ait bir kromatogram verilmedi.

Elde edilen sonuclar Tablo 4.1°deki literatiir sonuglar: ile kiyaslandiginda SP1
dolgu maddesinin Sudan boyalarina kars1 piyasadaki mevcut kolonlar arasinda en etkili

birka¢ kolondan biri oldugu anlasilmaktadir.

4.7. Herbisitlerin Ayrilmasi

Klorofenoksiasetik asit tlirevleri auxin tiirli bitki biiylime diizenleyicileri olmakla
beraber herbisit olarak da bilinirler. Bunlar bitki bliylime hormonlar1 ile beraber analiz
edilmelerinin yani sira ¢ogu zaman ayri bir grup olarak calisilirlar. Bu nedenle bu
grubun tek basina ayrilmasi da biiylik 6nem tagimaktadir. Asagidaki kromatogramda
goriildiigli gibi bes tane herbisit SP1 dolgu maddesi ile 16 dakika gibi kisa bir analiz
siiresinde ayrildi (Sekil 4.29).

DAD1 A, Sig=230,4 Ref=cff (HAYRIVEZHERBISIT10.0v
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Sekil 4.29. SP1 Dolgu Maddesi ile Optimum Sartlarda Herbisitlerin Ayrilmasi. Gradient eliisyon:
% ACN/Tampon (pH 5.63, 10 mM amonyum asetat tamponu): 0-10 dk; % 17, 10-15 dk;
% 17-40, akis hizi: 1.2 mL/dk, sicaklik: 30 °C, enjeksiyon hacmi: 5uL, dalga boyu: 230 nm.
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5. SONUC VE ONERILER

N-Boc-Fenilalanin ve N-Boc-Glutamin aminoasitlerinden yola ¢ikilarak dort
adet yeni amid bilesigi (1, 2, 4, 5) sentezlendi. Daha sonra 2 ve 5 numarali amid
bilesikleri silika jele baglanarak SP1 ve SP2 olmak tizere farkli polariteye sahip iki adet
yeni dolgu maddesi sentezlendi.

Dolgu maddelerinden SP1 apolar yapidaki alifatik siklohekzil ve aromatik fenil
gruplarini icermesinin yani sira polar amid ve amin gruplarini igeren polar gémiilii
yapida bir dolgu maddesidir. SP2 ise u¢ kisminda serbest amid grubu, diger bir ug
kisminda ise fenil grubuna gomiilii amid grubunun yani sira amin ve hidroksil gruplarini
icermektedir (Sekil 5.1 ve 5.2). Dolayisiyla SP1 ile kiyaslandiginda SP2 ¢ok daha polar
bir yapiya sahiptir. Nitekim kromatografik ayirma sonuglar1 da bunu kanitlamaktadur.

Bitki biiyiime diizenleyicilerinin ayrilmasinda SP1 ile SP2’yi kiyaslayacak
olursak; SP1 dolgu maddesi 26 dakikada on iki tane analiti ayirirken SP2 dolgu
maddesi 13 dakikada on bir tane analiti aymrabilmektedir. Ayrilan analit sayisma gore
SP1 dolgu maddesi daha 1yi gibi gériinse de on bir analiti 13 dakika gibi ¢ok kisa bir
sirede aymrabilmesinden dolayr SP2 dolgu maddesinin daha avantajli oldugunu
sOyleyebiliriz. Hareketli fazin pH degeri bitki biiyiime diizenleyicilerinin ayrilmasinda
onemli bir etkiye sahiptir. Bitki biiyiime diizenleyicileri arasinda herbisit olarak bilinen
klorlu asitler hareketli fazin asitliginin artmasiyla alikonma siireleri artmais, sitokininler
olarak bilinen BAP, Z ve K’nin alikonma siireleri azalmistir. IAA, IPA ve IBA gibi
indol tiirevi analitler hem asidik ve hem de bazik gruplar icerdiklerinden kolonu klorlu
asitler ile sitokininler arasinda bir yerde terk etmistir. Ayn1 analit smifi igerisinde polar
olmayan analitler genellikle kolonu daha gec terk etse de, farkli simiflar arasinda kolonu
terk etme siiresi karmasiktir. Ayni analit sinifinda yer alan IAA, IBA ve IPA arasinda en
apolar olan IBA kolonu en gec terk ederken apolarligi daha diisiik olan IAA kolonu
daha erken terk etmistir. Ayn1 sekilde sitokininler arasinda en bazik olan Z kolonu en
erken terk ederken bazikligi daha diisiik olan BAP kolonu daha geg¢ terk etmistir. Her iki1
durumda da, ii¢ bilesik de ayn1 polar gruplar fakat farkl apolar gruplar i¢erir. Bundan
dolay1 daha apolar bilesik kolonu daha ge¢ terk eder. Ayrica, optimum pH’da en bazik
olan Z’nin kolonu en ge¢ terk etmesi beklenirken bunun aksine kolonu diger
sitokininlere gore daha erken terk etmistir. Bu da burada sitokininlerin kolonu terk etme

sirasinin  polaritelerine bagh oldugunu gosterir. Zaten sekil 4.2’de gorildiigii gibi
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sitokininler arasinda en polar olan Z kolonu en 6nce polarligi en diisiikk olan BAP ise

kolonu en geg terk etmistir.

Bazik grup:
Hidrojen bagi akseptor,
Dustuk pH'da protonlanir

Alifatik grup:
(\j hidrofobik etkilesimler
e >
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Sekil 5.1. SP1 Dolgu maddesinin yapisi

Bazik grup:
Hidrojen bagi akseptor,
Dustuk pH'da protonlanir

Aromatik grup: pi-pi etkilesimi
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—OH /\/ Polar embedded amid grubu: Asidik proton,

@ Hidrojen bagi dondr

Polar ug grup, Asidik grup:
Glglu hidrojen bagi dondér

Polar gruplar: Hidrofilik etkilesimi saglar

Sekil 5.2. SP2 Dolgu maddesinin yapisi

Optimum pH’da herbisit olarak bilinen klorlu asitlerin kolonu terk etme sirasina
bakildiginda 4-PA klorlu asitler arasinda en polar olmasindan dolay1 kolonu en erken
terk etmistir. Daha sonra 2,4-D ve 2,4-DP kolonu terk etmektedir. 2,4-D ile 2,4-DP’nin
asitlikleri birbirine oldukca yakim olup yapisal olarak 2,4-DP’nin yapisinda fazladan bir
metil grubu bulunmakta ve dolayisiyla 2,4-D’ye gore daha apolar karakterlidir. Bundan
dolay1 2,4-DP kolonu 2,4-D’den daha ge¢ terk etmistir. 2,4,5-T ise 2,4-DP’den sonra

kolonu terk etmistir. Ciinkii 2,4,5-T nin yapisinda {i¢ tane klor atomu bulunmaktadir ve
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klor atomlar1 yapiya apolar karakter kazandirmistir. Bundan dolayr da klorlu asitler
arasinda kolonu dordiincii sirada terk etmistir. 2,4-DB ise bu asitler arasinda en apolar
karakterli olandir. Bundan dolay1 da kolonu en geg¢ terk eden analittir.

Yiiksek polariteye ve bazlik giiciine sahip niikleotit ve niikleozitler genellikle
HILIC kosullar1 altinda ayrilabilmektedir. C;gs gibi apolar kolonlar bu bilesiklerin
ayrilmasinda basariz olmaktadir. Bunlarin ayrilmasi i¢in yiiksek polarliga sahip dolgu
maddelerine ihtiyag vardir. Apolar 6zelligi agir basan polar-gomiilii yapidaki SP1 dolgu
maddesi ile HILIC sartlar1 altinda bazi niikleotit ve niikleozitler ayrilabilmektedir.
Ancak polar yapidaki SP2 bu bilesiklerin ayrilmasi icin ¢ok daha ideal bir dolgu
maddesidir. Elde edilen sonuglar bu dolgu maddesinin niikleotit ve niikleozitlerin
ayrilmasi i¢in ticari olarak mevcut en 6nemli HILIC kolonlar ile yarisabilecek diizeyde
oldugunu gostermektedir. HILIC modda genel olarak polar olan analitler kolonu ge¢
terk eder. Niikleozitlerin kolonu terk etme sirasina bakildiginda pirimidin halkasina
sahip timidin, iiridin ve sitidin arasinda timidin>iiridin>sitidin seklindedir. Bunda hem
bazlik giicliniin hem de analitlerin polaritelerinin etkili oldugu goriilmektedir. Soyle ki
Ky degeri 7.10? olan timin kolonu Ky, degeri 3.107 olan iiridinden daha 6nce terk
etmistir. Optimum pH’nin asidik bir degerde olmasi bazlik giicii daha yiliksek olan
timinin kolonu daha 6nce terk etmesini dogrulamaktadir. Ayrica timindeki fazladan bir
metil grubunun varhigi yapiya apolarlik kazandirmistir. Bu yiizden timidin kolonu
iiridinden daha once terk etmistir. Bu da HILIC modda beklenen bir durumdur. Kolonu
daha sonra piirin halkasina sahip olan adenozin terk etmistir. Ciinkii piirin halkas1
birbirine kaynasmis olan imidazol ve pirimidin halkasindan yani iki aromatik halkadan
olugsmaktadir. Fazla aromatik halka yapiya ekstradan bir apolarite katmaktadir. Bundan
dolay1 adenozin kolonu {igilincii sirada terk etmistir. Guanozinde ise adenozine gore bir
tane fazladan karbonil grubu mevcut olmasi guanozinin daha polar olmasini saglar.
Boylece guanozin kolonu adenozinden sonra terk eder. Tiim niikleozitler arasinda
kolonu en ge¢ sitidin terk etmistir. Bu da sitidinin en polar analit olmasmdan
kaynaklanir. Nitekim bu durum HILIC ayrma mekanizmasina da uymaktadir.

Fenolik bilesiklerin ayrilmasida her iki dolgu maddesi ile de analitlerin kolonu
terk etme sirasi ters-faz modu ile tamamen uyusmaktadir. En polar olan gallik asit
kolonu ilk swrada terk etmistir. Diger bilesiklerin de apolaritesi arttik¢a alikonma

siireleri de artmistir. Burada iizerinde durulmasi gereken nokta o-kumarik asit ile p-
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kumarik asitin kolonu terk etme swrasidir. O-kumarik asit dipol momenti daha yiiksek
olmasina karsin kolonu daha geg terk etmistir. Ancak ¢alisilan pH’da fenolik OH grubu
muhtemelen protonlanmis formda oldugu i¢in OH grubu elektron salict degil elektron
cekici duruma ge¢mistir. Bu nedenle p-kumarik asit o-kumarik asitten daha polardir
(dipol momenti daha yiiksektir). Alikonma siireleri de bu diisiinceyi gili¢lendirmektedir.
Flavanoidleri kendi arasinda kiyasladigimizda ters-faz mantigi burada da gecerlidir.
Yani en polar olan katesin kolonu en erken terk ederken en apolar olan quvarsetin
kolonu en geg terk etmistir.

Stibstitiie anilinler her iki dolgu maddesi ile de asidik tampon i¢eren hareketli
fazla ayrilmistir. Bundan dolay1 asidik sartlarda tiim anilinler protonlanmis formda
bulunur. Normalde elektron salict -NH; grubu NH;" formuna doniistiigii i¢in elektron
cekici konumuna gelir. Boylece, p-toluidin o-toluidinden daha polar 6zellik gdsterdigi
icin kolonu daha erken terk etmistir. P-aminoanilinin kolonu en erken terk ettigi
goriilmektedir. Dipol momentine bakilirsa sifir, yani apolar karakterlidir. Ancak iki tane
amonyum grubu sudaki ¢oziiniirligiinii arttirmistir. Soyle ki hareketli faz ile iyon-dipol
ve hidrojen bag etkilesiminden dolayr kolonu en erken terk eder. Kisacasi analitlerin
polariteleri hareketli fazdaki ¢oziiniirliiklerini etkilediginden alikonma siiresini
degistirir. Dolgu maddesi ile olan baskin etkilesim pi-pi etkilesimi (hidrofobik
etkilesim) olmalidir. Ancak, 7-10 numarali anilinlerde elektron cekici siibstitlientler
bulundugundan amin grubunun bazligini ciddi oranda azaltir. Bu da c¢alisilan pH’da
aminin protonlanmasini azaltir. Nitekim 7’nin 8’den daha erken kolonu terk etmesi
bunlarin protonlanmamis formda bulundugunu gosterir. Sayet bunlar protonlanmis
olsayd1 8 nolu anilin 7°den daha polar olacakti. Ama bu sekilde olmadig: sekil 4.24 ve
4.25’te goriilmektedir. 10 nolu analit 7, 8 ve 9’dan daha polardir. Clinkii nitro grubu
klora gore daha giiclii elektron ¢ekici oldugu i¢in net dipol momenti daha ¢ok artirir.
Boylece 10 daha polar oldugundan kolonu 7, 8 ve 9’a gore daha erken terk etmesi
beklenen bir durumdur. 9 ise en apolar karakterli oldugundan kolonu en gec¢ terk eden
analittir.

Genel olarak sudan boyalarinda apolar olan kolonu en gec terk etmistir. Ancak
burada durum daha karmasiktir. Ciinkii asetonitril bakimindan daha yiiksek oranda
hareketli faz kullanilmistir. Dolayisiyla kismen, apolar olanin kolonu daha erken terk

etmesi de beklenebilir. Nitekim bu karmasik durum kromatograma da yansimistir.
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Sudan-II sudan-I’den daha apolar olmasina karsin kolonu daha erken terk ederken daha
yiiksek apolariteye sahip sudan-III ve sudan-IV ters-faz mantigma uygun bir sekilde
kolonu daha gec¢ terk etmistir. Katyonik amin grubuna sahip sudan-black polarite
kazandigindan dolay1 orta siralarda kolonu terk etmesi de normal bir durumdur. Sudan
boyalarinin ayrilmasinda SP1 ¢ok iyi bir sonug gosterirken SP2 ile herhangi bir ayirma
yapilamamistir. Sudan boyalar1 oldukc¢a yiiksek apolariteye sahip bilesiklerdir. SP2 ise
oldukca polar yapida bir dolgu maddesidir. Bundan dolay1 Sudan boyalar1 gibi yiiksek
apolariteye sahip bilesiklerin ayrilmasina uygun bir dolgu maddesi degildir. SP1 dolgu
maddesinin Sudan boyalarina kars1 piyasada mevcut olan kolonlar arasinda en etkin
birka¢ kolondan biri oldugunu sdyleyebiliriz.

Genel bir degerlendirme yapacak olursak; orta derecede bir polarliga sahip olan
polar gomiilii 6zellikteki SP1 dolgu maddesi orta polarliktaki analitlere karsi yliksek
selektivite gostermektedir. Bununla beraber ¢ok yiliksek polarliktaki analitleri de
ayirabilmektedir. Yiiksek apolariteye sahip Sudan boyalarma kars1 da oldukca yiiksek
bir selektivite gostermistir. Son birka¢c yilda, Ma ve calisma arkadaslarinin(2008) RP-
Cig kolon kullanarak LC-MS ile dort grup bitki biiylime diizenleyicisinin ayrimint 50
dakikalik analiz siiresinde yapmasi ve tablo 4.2’de sudan boyalarmin gesitli kolonlarla
ayrimini ifade eden calisma (Zacharis ve ark. 2011) SP1 dolgu maddesinin apolar ve
orta polarliktaki analitlerin ayrimi ve analizi i¢in ideal bir kolon oldugunu ve piyasadaki
mevcut kolonlarla yarisabilecek etkinlige sahip oldugunu goéstermektedir. SP2 dolgu
maddesi ise yiiksek polariteye sahip olup HILIC 6zellik gosteren ve kismen de
apolaritesi olan bir kolon 6zelligi gostermektedir. Bu dolgu maddesi yiiksek polariteye
ve bazliga sahip bilesiklerin ayrilmasinda ¢ok ideal olup orta polarliktaki bazik ve
asidik analitleri de aywrabilmektedir. Nitekim sekil 4.10°da niikleotit ve niikleozitlerin
cesitli ticari HILIC kolonlarla ayrimini gdsteren kromatogramlar SP2 dolgu maddesinin
bu kolonlarla yarisabilecek nitelikte oldugunu gostermektedir. Ancak SP2 dolgu
maddesi ¢ok yiiksek apolariteye sahip bilesiklerin ayrilmasi i¢in uygun degildir.

Bu iki dolgu maddesi piyasadaki polar gomiili ve HILIC kolonlara iyi birer
alternatif sunmaktadir. Bu kolonlar kullanilarak monosakkaritler, ¢esitli peptidler, ¢esitli
polar ilaglar ve bunun gibi daha pek c¢ok analit sinifinin basar1 ile ayrilabilecegi
kanisindayiz. Bundan sonraki c¢aligmalarimiz hazirlanan kolonlar ile yukarida bahsi

gecen analit siniflarma uygulanabilirli§ini arastirmak olacaktir. Ayrica bu dolgu
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maddeleri bu c¢alisma kapsaminda ayrilmasi saglanan model analitlerin ¢esitli dogal

numunelerdeki kantitatif tayininde kullanilacaktir.
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Data Parameters
hayriye

13

1

F2 - Acquisition Parameters

20121119
L2l
spect

5 mm PABBI 1H-

zg30

65536

DMS0

16

2
8278.146 Hz
0.126314 Hz

3.9584243 sec

6.5
60.400 usec
6.00 usec

2957
1.00000000 sec
ik

400. Huwujpz MHz

F2 - Processing parameters

32768
400.1300000 MHz
M
0
0.30 Hz
0
1.00
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EK 14. N-boc-N’-fenil-glutamid’in *C NMR Spektrumu
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Current Data Parameters

NAME hayriye
EXPNO 17
PROCNO il

F2 - Acquisition Parameters

20121119
18.01
spect
5 mm PABBI 1H-
dept90
65536
DMSO
29
= Ds 4
sui 23980.814 He
m FIDRES 0.365918 Hz
RO 1.3664756 sec
= RG 16384
S on 20.850 usec
DE 6.00 usec
m TE 295.9 K
CNST. 145.0000000
D DL 2.00000000 sec
(=9 d2 0.00344828 sec
a1z 0.00002000 sec
17} DELTA 0.00001693 sec
TDO 1
[
=) ======== CHANNEL fl =====s==
NUC1 13c
= 1 13.30 usec
p2 26.60 usec
P PL1 -6.00 dB
SFO1 100.6228298 MHz
CHANNEL £2
D CPDPRG2 waltzlé
NUC2 1H
= £3 9.75 usec
p4 19.50 usec
o~ PCPD2 100.00 usec
PL2 5.00 dB
= PL12 25.22 dB
o SFO2 400.1316005 MHz
m F2 - Processing parameters
< st 32768
SF 100.6127690 MHz
m WO EM
ssB 0
_— 15 1,00 Hz
g GB 0
1 eC 1.40
=
2]
S
1
-
)
) Ll AR i
S ST
N I I i I T I I I I
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EK 16. N-boc-N’-fenil-glutamid’in DEPT 135 Spektrumu
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EK 18. N’-fenil-glutamid’in "H NMR Spektrumu
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Current Data Parameters

178.06
1775
152 -0
1.39.24
1298509
192888
119.84

56288
2971
25.80

NAME hayriye
EXPNO 7
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20121116
Time 16.30
INSTRUM spect
PROBED 5 mm PABBI 1H-
PULPROG 29pg30
TD 65536
SOLVENT DMSO
NS 3072
DS 4
SWH 23980.814 Hz
FIDRES 0.365918 Hz
aQ 1.3664756 sec
RG 574.7
oW 20,850 usec
DE 6.00 usec
= TE 298.2 K
D1 2.00000000 sec
m dil 0.03000000 sec
DELTA 1.89999998 sec
= D0 1
Lw CHANNEL £1
2 Nuc1 13¢
p1 11.10 usec
D PL1 -6.00 dB
p SFO1 100.6228298 MHz
N CHANNEL £2
CPDPRG2 waltzle
R NUC2 15
PCPD2 100.00 usec
M PL2 5.00 dB
PL12 5.00 dB
PL13 27.00 dB
Z 702 400.1316005 MEz
F2 - Processing parameters
C ST 32768
[2) SF 100.6127690 MHz
- WDW EM
ssB 0
[=} 1B 1.00 Hz
- GB 0
o rC 1.40
.Im
<
S
)
[}
o ;;
E ; o J
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L : -
hO
-
N T I x I : I z T T T T T
: 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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EK 20. N’-fenil-glutamid’in DEPT 90 Spektrumu
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EK 21. N’-fenil-glutamid’in DEPT 135 Spektrumu

=l @ ©
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L 3 25 BRUKER
o sl . el
™~ N O o )
i ] Lo N N
Current Data Parameters
NEME hayriye
EXPNO 8
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20121119
Time 15.93
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H-
PULPROG dept135
TL 65536
DMSO
677
4
23980.814 Hz
0.365918 Hz
1.3664756 sec
26008
20.850 use
6.00 usec
294.8 K
145.0000000
2.00000000
0.00344828
0.00002000
0.00001693
TDO 1
=e=cmoo= CHANNEL £l ==s=====
NUCL 13¢
Pl 13.30 usec
p2 26.60 usec
PL1 ~6,00 dB
SFO1 100.6228298 MHz
= CHANNEL £2 ========
CPDPRG2 waltzl6
NUC2 1H
P3 9.75 usec
pd 19.50 usec
PCPD2 100.00 usec
PL2 5.00 dB
PL12 25.22 db
SF02 400.1316005 MHz
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 100.6127690
WDW EM
s5B 0
LB 1.00 Hz
G 0
BC 1.40
I I I Y I I I I I
140 120 100 80 60 40 20 ppm
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EK 23. SP2 Dolgu Maddesinin SEM Spektrumlan
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Ad1 Soyadi : Hayriye ARAL
Dogum Yeri : Islahiye/Gaziantep
Dogum Tarihi : 05/05/1982
Medeni Hali : Evli

Yabana Dili : Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)

Lise : Antakya Lisesi/Hatay/Antakya 1996-1999.

Lisans : Dicle iiniversitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolimii 2001-2005.
Yiiksek Lisans : Dicle liniversitesi Fen bilimleri Enstitiisii Kimya A.B.D.

2005-2007.

Doktora : Dicle tiniversitesi Fen bilimleri Enstitiisii Kimya A.B.D.
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