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DOGRULUK BEYANI

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu calismayi, bilimsel etik, ahlak ve
geleneklere aykir1 diisecek bir yol ve yardima bagvurmaksizin yazdigimi,
yararlandigim eserlerin kaynakcada gosterilenlerden olustugunu ve bu eserleri her

kullanisimda alint1 yaparak yararlandigimi belirtir; bunu serefimle dogrularim.

Enstitii tarafindan belli bir zamana bagli olmaksizin, tezimle ilgili yaptigim bu
beyana aykiri bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya g¢ikacak tiim ahlaki ve

hukuki sonuglara katlanacagimi bildiririm.

Sema AKAY



ONSOZ

Son yillarin en 6nemli kromatografik tekniklerinden biri olan yiiksek performanslt
sivi kromatografisi ile bilesenlerin ayrilmasi ¢alismalari, giinden giline artan
teknolojik gelismelerle cok daha 6nemli bir boyut kazanmaktadir. Bununla birlikte
yiikksek performanslt sivi kromatografisinde yeni nesil sabit faz calismalari da
aragtirmacilar tarafindan dikkat cekici bir sekilde takip edilmektedir. Son yillarda
yapilan c¢aligmalarin amaci, yesil kimya felsefesine uygun olarak, kromatografik
analizler esnasinda harcanan organik ¢oziicli miktarin1t minimum seviyeye indirmek
ve iyi bir ayrim gerceklestirmektir. Bu noktadan hareketle, bu caligmada organik
¢oziicii sarfiyatin1 ortadan kaldiran ve saf suyu mobil faz olarak kullanan, subkritik
su kromatografi sisteminin kurulmasi ve wuygulanabilirli§inin arastirilmasi

Ongorilmiistiir.

Bu aragtirmada, ¢alismanin amacina uygun olarak kumarin ve tiirevlerinin subkritik
su kromatografi sistemi ile ayrilmalari, iki farkli kolon sisteminde incelenmistir.
Birinci kolon sisteminde ticari olarak satilan ve sabit faz igerikleri farkli olan sivi
kromatografi kolonlar1 kullanilarak ayrimlar gerceklestirilmistir. Ikinci kolon
sisteminde, kolon dolgu maddesi (sabit faz) olarak Naftilamin takili poli(hidroksietil
metakrilat-N-metakriloil-(L-histidin)-metilester ~ (NA-PHEMAH)  mikrokiireleri
sentezlenmis ve sabit faz olarak bilesiklerin kromatografik ayrimlarinda

kullanilmistir.

Bu tez, KBAG 112T336 Nolu Tiirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu
(Tibitak) Projesi ile desteklenmistir.
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OZET
KUMARINLERIN SUBKRITIK SUKROMATOGRAFISI iLE AYRILMASI

Bu calisma iki kistmdan olusmaktadir. Calismanin birinci kisminda, yeni tasarlanan
kromatografi sistemi kullanilarak, kumarin, vanilin ve etil vanilin bilesiklerinin
subkritik su kromatografisi ile ayrilmasi arastirllmistir. Kromatografik ayrimlar,
Waters XTerra MS C18, Zorbax RRHD Eclipse Plus, Zorbax SB Phenyl, Zorbax SB
C18, and Waters XBridge C18 kolonlar1 iceren bes farkli kolon kullanilarak
gerceklestirilmistir. Sicakligin artmasiyla birlikte calisilan ii¢ bilesiginde alikonma
zamanlar1 kisalmistir. Calisilan bes farkli kolon i¢inde Zorbax SB Phenyl ve Zorbax
SB C18 iyi sonuglar vermesine ragmen, en iyi ayrim Waters XBridge C18 kolonunda
elde edilmistir. Kumarin, vanilin ve etil vanilin bilesiklerinin subkritik su
kromatografisi ile ayrimlar1 100 ile 200 °C arasinda, hem sabit hem degisken akis
hizlarinda gergeklestirilmistir. Sicakligin, alikonma faktoriine etkisi Van’t Hoff
esitligi ile incelenmistir.

Calismanin ikinci kisminda, subkritik su kromatografisinde kolon dolgu materyali
(sabit faz) olarak kullanilacak olan PoliHEMA-MAH) (PHEMAH) (poli(hidroksietil
metakrilat-N-metakriloil-(L-histidin)-metilester) mikrokiireleri sentezlenmistir ve
yiiksek sicaklikta kararlilik ve dayaniklilik testleri yapilmistir. Bu molekiiller yiiksek
sicaklikta kararlilik ve dayaniklilik gosterebilmektedir.

Sentezlenen bu kolon dolgu maddesi ile kumarin, vanilin, etil vanilin, 6-metil
kumarin ve 7-metil kumarin bilesiklerinin ayrilmasi 125 ile 200 °C arasinda
gerceklestirilmistir. Metanol/Su  karisimi (%2-97 ve %5-94) mobil faz olarak
kullanilmigtir.  En iyi ayrim yiiksek sicaklikta %35-94 metanol/su oraninda
gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kumarin, Vanilin, Etil Vanilin, Subkritik Su Kromatografisi, 6-
Metil Kumarin, 7-Metil Kumarin, PHEMAH



ABSTRACT

SEPARATION OF COUMARINS BY SUBCRITICAL WATER
CHROMATOGRAPHY

In this study consist of two parts. In the first part of the study, we investigated the
potential application of SBWC technique for separation of coumarin, vanillin, and
ethyl wvanillin using new design chromatography system. Chromatographic
separations were performed on five columns including Waters XTerra MS C18,
Zorbax RRHD Eclipse Plus, Zorbax SB Phenyl, Zorbax SB C18, and Waters
XBridge C18 columns. Retention time of all three solutes was shortened with
increasing water temperature. While separations on Zorbax SB Phenyl and Zorbax
SB C18 columns are good, Waters XBridge C18 column yielded the best separation
among the five commercial columns tested. Separation of coumarin, vanillin, and
ethyl vanillin has been carried out using SBWC at temperatures ranging from 100 to
200 °C with both constant and variable flow rates. The temperature effect on
retention factor was examined using van’t Hoff equation.

In the second part of the study, was synthesized the poly (HEMA-MAH) (PHEMAH)
poly(hydroxyethylmethacrylate-N-methacryloyl-(L-histidine)-methylester)
microspheres to be used as the column filling material (stationary phase) in
subcritical water chromatography and their stability and durability tests were carried
out at elevated temperature. These molecules can exhibit stability and durability at
elevated temperature.

Separation of coumarin, vanillin, ethyl vanillin, 6-methyl coumarin and 7-methyl
coumarin have been carried out with the synthesised this column filling material at
temperatures ranging from 125 to 200 °C. Methanol/ Water mixture (%2-97 and %5-
94) were used as mobile phase in this process. The best separation was observed at %
5-94 methanol/water ratio at high temperature.

Keywords: Coumarin, Vanillin, Ethyl Vanillin, Subcritical Water Chromatography,
6-Methyl Coumarin, 7-Methyl Coumarin, PHEMAH.
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1. GIRIS

Kumarin, (2H-1-benzopiran-2-on) fitokimyasal sinifta ugucu bir organik bilesik olup,
bircok bitki tiirlinde ve 6zellikle tar¢inda olusan dogal maddedir. Bazi bitkilerde
dogal olarak bulunan bu bilesik sentetik olarak da iiretilebilmektedir. Kumarin
olduk¢a genis bir kullanim alanina sahip olmakla birlikte 6zellikle kendine has
kokusundan dolay1 gidalarda katki maddesi ve kozmetik alanindaki birgok iirlinde
bilesen olarak kullanilmaktadir. Dogal kumarin iceren gidalar oldukca giivenli
olmasina ragmen, gida maddelerinde katki maddesi olarak kullanilmas1 karaciger ve
bobrekte yaptigi toksik etkiden dolayi oldukca sinirlandirilmistir. Kumarinlerin
kromatografik olarak ayrilmasit ile ilgili literatiirde birgok analiz metodu
kullanilmaktadir. Kullanilan analiz metotlar1 arasinda en etkili ayirma yiiksek
performansli  sivi  kromatografisi (HPLC) ile yapilan aymrmadir. Sivi
kromatografisinde (LC), ters faz sivi kromatografisi (RPLC) giiniimiizde oldukga
popiiler bir analitik teknik olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte geleneksel
RPLC kullanim1 i¢in organik c¢oziiciiler gerekmektedir ve diinya ¢apinda sadece
kromatografik ayrimlar i¢in dahi muazzam bir ¢oziicli tiikketimi mevcuttur. 2006
yilindan giintimiize kadar yaklasik 130.000 HPLC cihaz1 kullanilmakta ve bu sivi
kromatografilerinin yaklasik %71 ini olusturmaktadir. Bununla birlikte yilda 16.000
yeni HPLC satilmaktadir. Genel olarak bir HPLC haftada 20 saat ¢alismakta ve tek
bir HPLC yilda ortalama 60 litre ¢oziicii harcamakta ve 60 litre atitk meydana
getirmektedir (Genellikle, asetonitril, metanol, izopropanol, hekzan ve diger tampon
¢oziiciiler). Bu analitik HPLC’lerin mobil faz ihtiyacin1 karsilamak i¢in yilda
8.000.000 litre ¢oziicii iiretilmektedir. HPLC’de kullanilan bu organik coziiciiler
toksik ve pahali olmasinin yaninda ayrim sonunda olusan atiklar ¢evre ve insan
saglig1 acisindan oldukga tehditkar ve bu atiklarin giderim maliyeti de bir o kadar
yiiksektir. Gelismekte olan tilkelerde teknolojinin kontrolsiiz kullanimi sonucu ortaya
cikan en biiyiik problemlerden biri, belki de en O6nemlisi endiistriyel atik sularin
olusturdugu kirliliktir. Dolayisiyla, bu ¢evresel kaygilar nedeniyle alman kati
tedbirler ile daha da Onem kazanan ayirma, saflastirma ve tayin metotlarinda

kati/sabit faz olarak kullanilmak iizere, “doga ile dost” {iriinler ile ilgili aragtirmalara



ve bu drlinlerin kullanimlarinin yayginlastirilmasina biiyiilk 6nem verilmektedir.
Ozellikle gevre ile ilgili kaygilar nedeniyle bu ama¢ dogrultusunda konuya duyarl
kuruluslar 6nemli biitgeler ayirmaktadir. Literatiirde yesil kromatografi olarak da
nitelendirilen ve son yillarda diinyada oldukg¢a ilgi duyulan subkritik su
kromatografisi (SBWC) eluent olarak saf suyun kullanildigi bir kromatografi
teknigidir. Ayirma, saflastirma ve tayin metotlarinda aranan 6zelliklerden bazilari;
hassasiyet, segicilik, hiz, disik maliyet olarak belirtilebilir. Subkritik su
kromatografisi gosterdigi bu ozellikler, ¢cevre dostu ve ekonomik olmasi nedeniyle

yesil kimya alaninda gitgide 6nem kazanmaktadir.



2. LITERATUR OZETi
2.1 Kromatografi

Kromatografi 1903 yilinda Rus bilim adami Tswett tarafindan kesfedilmistir. Tswett
bitki pigmentlerini ayirmak ic¢in kromatografiyi kullanmistir. Yaptig1 calismada toz
kalsiyum karbonat ile doldurulmus bir cam kolon kullanmistir. Bu cam kolondan
bitki pigmentlerini igeren ¢ozeltiyi gecirerek klorofil ve ksantofil gibi bir¢ok bitki
pigmentini ayirmayi basarmistir. Ayrilan maddeler kolonda renkli bantlar halinde

gOziiktiigii i¢in yonteme kromatografi adin1 vermistir (Skoog vd., 1998).

Kromatografi, bir karisimdaki iki ya da daha fazla bilesenin, hareketli (tasiyici) bir
faz yardimiyla, sabit (durgun) bir faz arasindan degisik hizlarda hareket etmeleri
esasina dayanir. Ayrilacak bilesenler, sabit ve hareketli fazda farkli dagilma ve

tutunma ozellikleri gosterdiginden, kolonu farkli siirelerde terk ederler.

Kromatografide durgun faz, bir kat1 veya kat1 yiizeyine kaplanmis bir siv1 fazdir.
Durgun fazin lizerinden akan hareketli faz ise bir gaz veya sivi fazdir. Hareketli fazin
stvi oldugu kromatografi tiirtine Sivi Kromatografi (LC); hareketli fazin gaz oldugu
kromatografi tiiriine ise Gaz kromatografi (GC) denir. GC, gaz, ugucu sivi ve kati
karisimlar i¢in uygulanan bir tekniktir. Sivi kromatografi ise 6zellikle 1s1l olarak

kararsiz ve ugucu olmayan 6rnekler i¢in uygulanmaktadir.

Bir kantitatif analiz teknigi olan kromatografide amag, anlaml bir siire i¢inde iyi bir

ayirma yapmaktir. Ayirmay etkileyen parametreler asagidaki gibi 6zetlenebilir:

= Kolon ile ilgili olanlar: tiirii, boyutlar
= Hareketli faz ile ilgili olanlar: tiirii, bilesimi, akis hiz1
= QOlgiim ile ilgili olanlar: dedektér tiirii, dalga boyu vb.

=  Ornek ile ilgili olanlar: 6rnek derisimi, 6rnek hacmi.



Kromatografik yontemlerle, kimyasal ve fiziksel Ozellikleri birbirine ¢ok yakin
bilesenlerden olusan karigimlari, tiimiiyle, kolayca ve kisa siirede ayirmak olanaklidir

(URL- 1).
2.2 Kromatografik Metotlarin Siniflandirilmasi

Kromatografik metotlar {i¢ farkli sekilde siniflandirilmaktadir.
* Ayrilma Mekanizmalarina Gore
»  Uygulama Big¢imine Gore

» Faz Tipine Gore
2.2.1 Ayrilma mekanizmalarina gore

Kromatografik metotlar, numunenin kolonda farkli sekilde tutunmasi ve ayrilmasina
gore siniflandirilabilir. Bu yontemler;

= Adsorpsiyon Kromatografisi

* Dagilma Kromatografisi

* [yon Degistirme Kromatografisi

= Jel Filtrasyon (Molekiiler Eleme) Kromatografisi

= Iyon Cifti Kromatografisi

= Afinite Kromatografisi

2.2.2 Uygulama bicimine gore

Kromatografik ~metotlar, numuneye uygulanan ayirma yOntemine gore
siiflandirilabilirler. Bu yontemler;
* Diizlemsel Kromatografi
» Kagit Kromatografisi
» Ince Tabaka Kromatografisi (TLC)
= Kolon Kromatografisi
Stiperkritik Akiskan Kromatografisi (SFC)
Subkritik Su Kromatografisi (SBWC)
2.2.3 Faz tipine gore

Kromatografik metotlar, sivi ve gaz olmak fiizere, hareketli fazin tipine gore

siiflandirilabilir.



*  Sivi Kromatografisi
Sivi-Kat1 Kromatografisi
S1v1-S1vi Kromatografisi
» Gaz Kromatografisi
Gaz-Kat1 Kromatografisi
Gaz-S1v1 Kromatografisi

2.3 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Sivi kromatografi (LC) bir aywrma teknigidir. Bir sivida ¢6ziinmiis ayrilacak
bilesenler, bir kolon igerisinde bulunan genellikle kati bir destek tizerindeki sabit faz
ile farkl etkilesmelere girerek, kolon iginde degisik hizlarda ilerler. Kolonu degisik

zamanlarda terk ederler ve boylece birbirlerinden ayrilirlar.

Sivi  kromatografisinin 6zel bir uygulamasi olan yiiksek performansl sivi
kromatografisi (HPLC) yonteminde, hareketli faz siv1 ve sabit faz ise ¢ok kiigiik kat
pargaciklardan olusur. Sabit faz olarak kullanilan parcacik boyutlarinin 6nemli
Olgiide kigiltiilmesiyle hareketli faz ile etkilesen sabit faz yiizey alani biiyiir ve
bdylece kolonun etkinligi arttirilmis olur. Cok siki bir sekilde doldurulmus kolonda
uygun akis hizlar1 elde edebilmek i¢in, siviya birkag yiiz psi’lik veya daha ytiksek bir
basing uygulanmasi gerekir. Bu sekilde elde edilen sivi kromatografi sistemlerine
kullanilan yiiksek basingtan ve arttirilmis performanslarindan dolayr yiiksek

performansli sivi kromatografisi (HPLC) adi verilir.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi, esas olarak gaz kromatografisine benzer.
Hizl, tekrarlanabilir, dogru ve klinik laboratuvarlarda az miktar numuneyle ¢alisma
olanag1r saglayan bu iki kromatografi yontemi son yillarda biiyiik gelismeler
gostermislerdir. Ancak gaz kromatografisinde hareketli faz olarak kullanilan gazin
ayirmay1 etkileyici bir dzelliginin bulunmamasina karsilik HPLC’de hareketli faz
olarak kullanilan c¢oziiclilerin ayirmay1 etkileyici ozelliklerinin bulunmasi, gaz
kromatografisinde sadece ugucu olan ya da ucucu hale gelebilen maddelerin analiz
edilebilmesi, HPLC’nin daha genis bir kullaniom alanina sahip olmasini

saglamaktadir.



Yiiksek performansli sivi kromatografisinde durgun faz ile hareketli fazin bagil
polaritelerine gore normal faz ve ters faz olarak belirtilen iki tip dagilma
kromatografisinden bahsedilir. Normal faz sivi kromatografisi durgun fazin polar,
hareketli fazin ise daha ¢ok n-hekzan ve n-pentan gibi apolar ¢oziiciilerin oldugu
kromatografi sistemidir. Bu sistemde polarligi en az olan numune kolondan ilk 6nce
cikar. Ters faz sivi kromatografisi (RPLC) giiniimiizde oldukca popiiler bir sivi
kromatografisi teknigi olarak kullanilmaktadir (Skoog vd., 1998; Ozcan, 2010;
Orbey vd., 2012; URL-1).

2.4 Ters Faz Sivi Kromatografisi (RPLC)

Ters faz s1vi kromatografisinde (RPLC), durgun faz apolar bir hidrokarbon; hareketli
faz ise nispeten polar olan bir ¢oziiciidiir. Ters faz tekniginde polarlig1 en ¢ok olan
bilesen kolondan ilk once ¢ikar ve hareketli fazin polarlig: arttik¢a eliisyon zamani

da artar.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi ile yapilan biitliin ayirma islemlerinin dortte
ticiinden daha fazlasinin oktil veya oktildesil siloksan bagli dolgu maddesi
bulunduran ters faz sivi kromatografisi ile yapildigi sdylenebilir. Bu tiir dolgu
maddelerinde uzun zincirli hidrokarbon gruplar parcacik yilizeyine dik ve birbirine
paralel olacak sekilde hazirlanir; boylelikle apolar bir hidrokarbon ylizey elde
edilmis olur. Bu dolgu maddeleri ile kullanilan hareketli faz ise, genellikle c¢esitli
konsantrasyonlarda metanol, asetonitril veya tetrahidrofuran gibi ¢oziiciileri igeren

sulu ¢ozeltilerdir (Skoog vd., 1998).

Normal faz ile ters faz sivi kromatografisi arasindaki en biiyiik fark, ters faz sivi
kromatografisinde hareketli faz icinde su kullanilmasidir. Sart olmamakla beraber,
bol ve ucuz olan suyun kullanilmas: kromatografiye gergekten biiyiik avantajlar

saglamaktadir (Ozcimder ve Demirci, 2004).
2.5 Yiiksek Sicakhik Sivi Kromatografisi (HTLC)

Yiiksek sicaklik sivi kromatografisi (HTLC), ortam sicakliginin iizerinde (40 °C) ve
siiperkritik sicakligin altinda (374 °C) yer almaktadir. Yiiksek sicaklik sivi
kromatografisi, subkritik su kromatografisinin organik ¢6ziicii kullanilan hali olarak

diisiiniilebilmekte ve alternatif olarak saf suyun eliisyon giicli yliksek sicaklikta



mobil faz olarak organik ¢oziicii-su karigimi kullanilarak da ayarlanabilmektedir

(McNeff vd., 2007; Yang, 2007a).

Yiiksek performansl sivi kromatografisi parametreleri ve genel kosullar goz 6niine
alindiginda bir kromatografik ayrim yaklasik 6-60 dakika (dk) gerektirmekte ve
geleneksel HPLC’de uzun alikonma zamanindan dolay1 ¢6ziict tiiketimi de zamanla
orantili olarak yiiksek olmaktadir. Analitik tekniklerdeki amag; slireyi ve maliyeti
azaltmak icin iyilestirmeler yapmaktir. Nanopartikiillerle kapli kisa kolonlarla LC
ayrimlarinin hiz1 ve seciciligi gelistirilebilmektedir. LC’yi hizlandirmanin bir diger
yolu da yiiksek sicaklik uygulamaktir. Artan sicaklikla mobil fazin viskozitesinin
azalmasi daha yiiksek akis hizinda analiz yapilmasina olanak vermekte ve buna bagh

olarak kromatografik ayrim siiresi olduk¢a kisalmaktadir (Wenclawiak vd., 2008).

Sicakligin artmasi sivilarin dielektrik sabitini azaltmaktadir. Bu da sicakligin uygun
yiikseltildigi slirece mobil fazdaki organik ¢ozilicli oranini azaltmasina izin
vermektedir. Genel bir kural olarak sicakliktaki 2-6 °C’lik artis, mobil fazdaki
organik ¢oziicii miktarinin %1 azaltilmasina karsilik gelmektedir. Boylece artan
sicaklik analiz sonrasi olusacak atigin bertaraf maliyetinin azaltilmasina onemli

olgtide katki saglamaktadir (McNeff vd., 2007).

LC ayrimlarint optimize ederken kullanilan mobil fazin bilesimine, pH degerine ve
iyonik giicline; durgun fazin tipine, partikiil biiyilikliigline, gézenek boyutuna ve
maddelerin en iy1 sekilde ayrimini saglamak icin kolon c¢apina dikkat edilmelidir.
Ancak sicaklik LC ayrimlarinda bir diger 6nemli parametredir ve RPLC’de artan
sicaklikla eliientin viskozitesi azaldig1 icin analitlerin diflizyonu ve kiitle transferi

artmakta, yliksek sicaklikta iyi ayrimlar elde edilmektedir (Yang, 2006).

Artan Kkolon sicakligi, analiz siiresinin kisalmasinda, alikonma zamaninin
degismesinde, seciciligin kontroliinde, dedektdr sinyalinin iyilestirilmesinde veya
etkinligin degismesinde rol alabilmektedir. Sicaklik, segiciligi belirgin bir sekilde
etkilemektedir. Seciciligi ayarlamak i¢in mobil fazin pH’indan ziyade sicakliginin
tercih edilmesinin sebepleri asagida belirtilmistir.

» Alikonma ve sicaklik arasindaki iliski pH’a gore daha giivenilirdir.

= Sicaklik ¢ok esnek ve pH’a gore kolay ayarlanabilir bir parametredir.



* Mobil fazin pH’1 yerine sicakligini ayarlamak daha giivenilir analizlerin
gerceklesmesini saglamaktadir.

=  Tampon ¢ozelti hazirlamadaki kiigiik bir hata pik ¢oziiniirliigiinlin azalmasina yol
acarken, sicakliktaki kiiciik bir degisme pik c¢Ozlniirliiginin ve ayrimin

tyilestirilmesi igin yeterli olabilmektedir (Heinisch ve Rocco, 2009).
2.6 Subkritik Su Kromatografisi (SBWC)

2.6.1 Subkritik su

Su, kaynama sicakligr ile kritik sicakligi arasinda subkritik su (Sekil 2.1) olarak
adlandirilmaktadir. Su normal sartlarda olduk¢a polar bir yapiya sahiptir ve bu

sartlarda polar maddeler ve tuzlarin cogu i¢in miikkemmel bir ¢oziicii 6zelligi
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gostermektedir.
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Sekil 2.1: Subkritik suyun faz diyagraminda gosterilmesi.

Suyun sicakliginin arttirilmas: ile dielektrik sabiti, diflizyon hizi, viskozitesi ve
ayrisma sabiti gibi fizikokimyasal Ozelliklerinde degisim meydana gelmektedir
(Sekil 2.2). Sicakligin arttirilmasi ile suyun difiizyon hizi artmakta, viskozitesi ve
yiizey gerilimi azalmakta bununla birlikte polaritesinin azalmasi suyun apolar
yapidaki molekiilleri ¢6zme giiciiniin artmasina neden olmaktadir. Subkritik suyun

miikemmel yapist ile fiziksel 6zellikleri ayarlanabilmektedir (Yang vd., 2007Db).
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Sekil 2.2: Suyun bazi fiziksel 6zelliklerinin sicaklik ile degisimi (Yang ve
Kapalavavi, 2011).

Subkritik su kromatografisi (SBWC), sivi kromatografisinde yiiriitiicii faz olarak
subkritik suyun kullani1ldig1 kromatografi tiirtidiir. Subkritik su kromatografisinin pek
cok potansiyel avantaji vardir. Bunlar arasinda artan analiz hizi, gelismis bir ayrim
ile azalan ve minimuma indirilen organik ¢6ziicii sarfiyat1 6zellikle belirtilebilir. Saf
suyun eluent olarak kullanilmasi sivi kromatografisinde en u¢ nokta olarak

belirtilebilir, nitekim subkritik su i¢in “ Ayirma biliminde kullanilacak nihai yesil



¢ozlicli” tanimi yapilmaktadir. Stvi kromatografisinin en yaygin kullanilan teknigi
olan ters-faz sivi kromatografisinde (RPLC), metanol, asetonitril veya
tetrahidrofuran (THF) gibi su ile karisabilen organik ¢oziiciiler kullanilmaktadir.
Kullanilan bu organik ¢oziiciiler yalnizca toksik ve yanici degil ayn1 zamanda ayrim
sonunda meydana getirdikleri atik miktarindan dolayr oldukca pahali ve ¢evreye
zararli bir durum olusturmaktadirlar. Bu yiizden saf suyun eluent olarak kullanilmasi
bliyiik bir firsat yaratmakla birlikte, ucuz ve ¢evre dostu bir bilesik olmasi suyun
kromatografide eluent olarak kullanilmasini1 avantajli kilmaktadir. Normal sartlarda
saf suyun yiiksek polariteye sahip olmasi, oldukga diisiik yiiriitiicii (elutropik) giice
sahip olmasi suyun RPLC’de etkili bir eluent olmasini engellemektedir (Allmon ve
Dorsey, 2009). Bununla birlikte suyun dielektrik sabiti artan sicaklikla birlikte dikkat
cekici bir sekilde azalmaktadir. Dielektrik sabiti suyun polaritesi ile ilgili olup,
dielektrik sabitinin degismesinden dolay1 belirlenen sicaklikta su, su-organik ¢oziicii
karisimi  gibi  davranabilmektedir. Suyun sicakligmin 150 °C’nin {izerine
cikarilmasiyla suyun dielektrik sabiti normal kosullardaki Dimetilsiilfoksitin
(DMSO) dielektrik sabitine yakin bir deger almaktadir (Sekil 2.3). Benzer sekilde
suyun sicakligmin 200-250 °C arasinda bir degerde tutulmasiyla suyun dielektrik
sabiti asetonitril ve metanoliin dielektrik sabitine yaklagsmaktadir (Prini, 1997).
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Sekil 2.3: Suyun dielektrik sabitinin sicaklikla degisimi (Carr vd., 2011).

Suyun sicakliginin arttirilmasi sadece dielektrik sabitini degistirmemekte ayni
zamanda artan sicaklikla bagil enerji yogunlugu ve hidrojen baglari asiditesi de
azalmaktadir ve bu degisimlerden dolay:1 saf su daha az polar organik ¢oziiciilerle
benzer 6zellikler gosterebilmektedir (Carr vd., 2011). Bununla birlikte suyun normal

kosullardaki ve subkritik kosullardaki termodinamik 6zellikleri hidrojen baglarinin

10



giici ve yapist ile agiklanabilmektedir. Sudaki hidrojen baglart kendi iginde
iligkilendirilebilir, su molekiilleri arasindaki hidrojen baglarinin giici ortamda
bulunan diger hidrojen baglarindan etkilenmektedir. Hidrojen baglarindaki kiiciik
degismeler dielektrik sabitini ve buharlasma 1sisin1  etkilemektedir. Diisiik
sicakliklarda hidrojen baglar1 giiclii ve suyun dielektrik sabiti yiiksektir. Suyun
sicakliginin artmastyla birlikte su molekiillerindeki hidrojen baginda bir zayiflama ve
buna bagli olarak suyun polaritesinde azalma meydana gelmektedir. Bu etkiler
sayesinde hidrofobik bilesiklerin ¢oziinlirliigiinde artis olmaktadir. Polar olmayan
organik bilesiklerin ¢oziintirliigiiniin subkritik su ortaminda artmasi sadece dielektrik
sabitinin diismesine bagli degil ayni zamanda ¢oziinen ile ¢oziicli arasindaki bir
takim kompleks molekiil i¢i etkilesimlerden de kaynaklanmaktadir. Kompleks
molekiiller aras1 etkilesimler sicakliga bagli olarak farkli ¢oziiniirlik davranisi
gosterebilmektedir. Organik bilesiklerin subkritik su sartlarindaki ¢oziintirligiinde,
birbirine zit etki yaratan iki farkli etkin siire¢ (pozitif 1s1- negatif 1s1) rol
oynamaktadir. Coziiniirliiglin pozitif 1s1s1 (yiiriitiici kuvvet) suda kavitasyon olusumu
esnasinda meydana gelen 1sidan, negatif 1sis1 ise hidrojen baglarinin ¢oziicii
molekiilleri  etrafindaki kafes ya da buzdagi seklindeki yapilarindan
kaynaklanmaktadir. Bu siireglerden kafes olusum modeli etkinse suyun sicakliginin
artmasi ile ¢Oziiniirliik azalmakta ancak kavitasyon olusum 1sisi, kafes olusum
1sisindan fazla ise sicakligin artmasi ile ¢oziiniirlilk artmaktadir. Bir cok literatiir
calismas1 gostermektedir ki 160 °C ve iizerindeki sicakliklarda polar olmayan
organik bilesiklerin ¢oziiniirliikleri 6nemli derecede artmaktadir. Bu hizli artis
kavitasyon olusum 1sisinin kafes olusum 1sisina gore oldukga fazla etkin oldugunu
gostermektedir (Prini vd., 1991; Nezbeda ve Pavlicek, 1996; Miller vd., 1998a,b;
Cafferena ve Grigera 2004; Nakahara vd., 2001).

Subkritik suyun dielektrik sabiti, yiizey gerilimi ve viskozitesi gibi fizikokimyasal
Ozellikleri genis bir ¢alisma araliginda ayarlanabilmektedir. Suyun sicakliginin
arttirtlmasiyla bu fiziksel Ozelliklerin sayisal degerleri dikkat gekici bir sekilde
azalmaktadir. Sicakligin arttirilmasi sonucu dnemli derecede azalan suyun viskozitesi
ile birlikte sistem geri basinci da olduk¢a diismekte ve diisen geri basing sayesinde
yiiksek hizda mobil faz akisiyla hizli ve 1y1 ayrim yapilabilmektedir. Bununla birlikte
yiiksek ayirma sicakligr ile diisliik molekiil agirligina sahip analitlerin ayrilmasinda

alikonma zamani disiiriilebilmekte ve kisa analiz siiresine olanak saglamaktadir.
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Yiiksek sicaklik ve hizli eliisyon birlikte kullanildiginda ayirma siiresi oldukga
kisalmaktadir. Sicaklikla degisen bir diger parametre suyun ayrigma sabitidir. Suyun
ayrisma sabiti su sicakliginin 25-250 °C arasinda tutulmasiyla énemli derecede
arttirilabilir ancak sicakligm 250 °C’nin iistiinde tutuldugu sartlarda ayrisma sabiti
degeri azalma gostermektedir. Bunun anlami subkritik su, normal sartlardaki su ile
kiyaslandiginda kuvvetli asit ve kuvvetli baz davranisi gosterebilmektedir. Bu
konuda ¢ok detayli arastirma yapilmis olmamasina ragmen protonca zengin subkritik
suyun ¢oziinenlerin alikonma ve bozunmalarini 6nemli derecede etkiledigi

distiniilmektedir (Yang vd., 1998, 2007a).

Subkritik su sartlarinda uygulanan basing suyu belirlenen sicaklik sartlarinda sivi
fazda tutmaya yaramaktadir. Basing polar olmayan organik bilesiklerin ¢oziintirligii
tizerine ihmal edilebilecek diizeyde bir etkiye sahiptir, hatta ortamin basincinin
arttirtlmasi ile organik bilesiklerin ¢6ziiniirliiklerinin ¢ok az derecede azaldig: tespit
edilmistir. Subkritik su kromatografisi 6zellikle son on yilda dikkat ¢ekici bir sekilde
Oonem kazanmaya baglamistir. Cevre dostu bir islem olmasinin yaninda suyun fiziksel
Ozelliklerinin sicaklikla degisiyor olmasi kromatografik calismalarda asagida

belirtilen 6zelliklerin miimkiin olmasini saglamaktadir;

» Yiiksek ayirma hizi saglamasi (Diistik geri-basing)
* Ayrimda uzun kolon kullanilmasina olanak vermesi
» Gelistirilebilen kolon etkinligi olusturmasi

= QGenis aralikta dedektor se¢imi

Subkritik su kromatografisinde yiiksek sicaklikla ¢alisilmasi nedeniyle analitlerin bu
sartlarda kararli olmasi beklenir. Bazi organik bilesikler uzun tutulan 1sitma
stirelerinden dolayr bozunmaya ugrasalar dahi ¢ogu analitler yiiksek sicakliktaki
kromatografik ayrimlarda kararli olabilmektedirler. Artan sicaklikla birlikte kisalan
analiz stiresi sayesinde analit minimum diizeyde yiiksek sicakliga maruz kalmakta ve
bozunma olasiligi en diisiik seviyede tutulmaktadir. Suyun polaritesinde artan
sicaklikla azalma olmasma ragmen, 100 °C’deki eliisyon giicii ¢ogu analitler igin
hala yetersiz olmaktadir. Bu yiizden subkritik su sartlarinda bagarili bir ayrimin
yapilabilmesi igin sicaklik araligmin 100-200 °C arasinda tutulmas1 gerekmektedir.

(Hartonen ve Riekkola, 2008).
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2.6.2 Subkritik su kromatografisinde kolon sistemleri

Subkritik su kromatografisinde kullanilan kolonlar dolgu maddeleri igeriklerine gore
smiflandirilabilmektedir. Silika merkezli RP kolonlar ¢ok kullanilmalarindan ve
etkili ayrim yapmalarindan dolay1 SBWC’de olduk¢a fazla kullanilmaktadir. BDS-
Hypersil, Nucleosil- C18 AB, Chrompack ODS, MS Xterra C18, Zorbax, Spherisorb
ODS2, Kromasil C18, Luna C18 vb. kolon ¢esitleri silika merkezli dolgu maddeleri
icermektedir. Silika merkezli bu kolonlar genellikle 50 ile 150 °C sicaklik araliginda
calisabilmektedir. Ancak saf suyun 100 °C civarinda eliisyon giicii hala zayif
oldugundan etkili bir ayrim yapmak i¢in sicakligin 100-200 °C araliginda tutulmasi
gerekmektedir. Silika merkezli kolonlar 80 °C’nin tizerindeki sicakliklarda hidrolize
baslamakta, bazik kosullara (> pH=8,5) kars1 kararliliklar1 sinirlanmaktadir. Yine de
silika jel iyi kolon etkinligi sagladigindan 80 °C’ye kadar HTLC igin uygun
olmaktadir. 80 °C’nin iizerindeki sicakliklarda ve 6zellikle su miktarinin ¢ok yiliksek
oldugunda silika jel ¢oziinmeye baslamakta ve buna bagl olarak kolon 6émrii oldukca

kisalmaktadir.

Yiiksek sicakliklarda yapilan ¢aligmalarda silika merkezli kolonlarda bazi
problemlerle karsilasilmasindan dolay1 zirkonyum merkezli kolonlar gelistirilmistir.
Bu kolonlarin, mobil faz olarak organik ¢oziicii-su karigimi kullanildiginda ytiksek
sicakliklarda daha fazla direngli ve kararli olduklar1 tespit edilmistir. Zirkonyum
merkezli kolonlarin en bilyiik avantajlari pH=1-14 araligindaki kararliliklar ile silika
jel tizerindeki silanol gruplarin asidik 6zellik gostermemesi ve zirkonyum oksitin
uygulama olanaklart  genisletilerek  farkli  malzemelerle, ve polimerlerle
kaplanabilmesidir. Bu yiizden bu tip kolonlar SBCW’de diger kolon tipleri arasinda
alternatif bir tiir olabilmektedir. Zirkonyum merkezli kolonlarda ayirma sicakligi
100-200 °C arasinda degismekle birlikte en yiiksek calisma sicakligi 370 °C olarak
belirlenmistir. SBWC’de en popiiler kullanilan zirkonyum merkezli kolon ZirChrom-
PBD olmakla birlikte ZirChrom- PS, ZirChrom- CARB ve ZirChrom Diamond Bond

C18 ¢esitleri de mevcuttur.

Polimer bazli kolonlarin uzun zamandir yiiksek sicakliklarda jel filtrasyon
kromatografide kullanilmalar1 bu tiir kolonlarin subkritik su sartlarinda oldukga
kararli olmalar1 beklentisini dogurmustur. SBWC’de genis capli kullanilan polimer

icerikli kolonlar PRP- 1 ve PLRP- S kolon tiirleridir. Bu tarz kolonlarin ayrim
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sicakligi 100-200 °C arasinda degismekte ve yiiksek sicaklikta termal kararlilik
gosterdikleri bilinmektedir. Ancak bu o6zelliklerinin aksine kolon verimliligi silika
merkezli ve zirkonyum merkezli kolonlara gére daha zayif olmaktadir. Bu dezavantaj
sadece ortam sicaklifinda gegerlidir ve yiiksek sicaklikta diflizyon orani artmakta,
mobil faz viskozitesi azalmaktadir. Son zamanlarda yiiksek sicaklikta ters fazda
kullanilmak tizere ET- RP1 faz Shodex firmasi tarafindan piyasaya siiriilmiistiir. Ters
faz 6zellikli yeni polimerik faz ET- RP1, yiliksek sicaklikta ve yiiksek akis hizinda
geleneksel ters faz kolonlar ile kiyaslanabilir bir etkinlik gdstermektedir ve yiiksek
sicaklikta kararhidir. LC ve LC/MS’de bazi farmasotik Orneklerin analizinde
kullanilmistir. Bu 6zgiin faz yiiksek sicaklik ve yiiksek pH’da fiziksel ve kimyasal
kararlilik ile kolon performansi olarak verimlilik ve inertlik agisindan essiz 6zellikler
sergilemektedir. Zhang ve arkadaslari hiper-¢apraz bagli (HC) polimerlerle kapl
silika bazli yeni RPLC kolon dolgu malzemesini gelistirmislerdir. Yeni sabit faz
secicilik, kararlilik ve verimlilik gibi 3 6nemli parametre iizerine tasarlanmistir. HC
faz, asidik olarak kararli ticari RPLC fazlardan daha yiiksek asit kararlilig
gostermektedir. Silika bazli, asit kararli HC fazlar, ilgi c¢ekici kromatografik
ozellikleri ile ozellikle de yiiksek sicakliklarda ve asidik ortamda bazlarin ve
biyolojik analitlerin ayriminda ¢ok kullanisli olmaktadir. HC fazlarin segicilik
cesitliligi ve yiiksek asit kararliligi, yiiksek sicaklikta farmasoétikler, hidrofobik
aminler, protein ve peptitler de dahil olmak iizere ultra hizli ayrimlarla ¢esitli

uygulamalara olanak saglamaktadir.

Por6z grafit karbonlarin yiliksek sicaklikta yiiksek termal kararlilifa sahip
olmalarindan dolayir SBCW’de kullanimlar1 incelenmis ve 225 °C sicaklikta
Hypercarb kolonlar bazi polar molekiillerin kromatografik ayriminda kullanilmistir.
Hypercarb, %100 karbon oldugu i¢in kimyasal bag icermemekte ve kimyasal olarak
oldukca kararli oldugundan yiliksek sicaklik sartlarinda dahi analitleri oldukca
kuvvetli tutabilmektedir. Hypercarb kolonlar SBWC’nin kinetik ve termodinamik
davraniglarini agiklamada kullanilmistir. Ancak pordz grafit karbon son derece aktif
bir ylizeye sahip oldugu i¢in kirlenmekte ve pik sekillerinin asimetrik olmasina
neden olmaktadir. Termal kararliliklarina ragmen kolon performanslari, paslanmaz
celik kolon malzemesi ile pordz grafit karbonun termal genlesmelerindeki

farkliliklardan ve mekanik stresten dolay1 zamanla azalmaktadir.
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Yeni tip HPLC kolon materyali Kanazawa ve arkadaslar tarafindan gectigimiz on y1l
icinde gelistirilmistir. Saf suyun eluent olarak kullanildigi ayrimlarda sabit faz
degisen sicaklik veya pH’a bagh olarak hidrofilik durumdan hidrofobik duruma veya
yiiklii durumdan yiiksiiz duruma degisebilmektedir. Bu sayede ¢6ziinen maddelerin
alikonmas1 sicaklik veya pH’a bagl olarak kolaylikla kontrol edilebilmektedir.
Ayirma sicaklign 5-50 °C arasinda degisen bu tip kolonlar ile biyomolekiiler ve

ilaglarin ayrimi yapilabilmektedir.

Synovec ve arkadaslart normal sartlardaki suyun eluent olarak kullanildig: ters faz
ayirmalarinda bagariya ulasmak i¢in, sabit fazin pordz olmayan cam tanecikleri veya
silika ile kaplandig1 6zel bir kolon materyali gelistirmislerdir. Normal sartlardaki
suyun eliisyon giicii oldukca zayif oldugundan analitlerin alikonma siirelerini
kisaltmak i¢in mobil faz hacmine nispeten sabit faz hacim orani azaltilmistir. Normal
sartlardaki saf su ile basarili kromatografik ayrimlar yapabilmek i¢cin daha polar olan
siyano propil sabit fazini igeren Spheri- 5 kolon tiirleri kullanilmaktadir (Bruckner
vd., 1997; (Yang vd., 1999, 2002, 2003); Kephart ve Dasgupta, 2002; Kondo vd.,
2002; Saha vd., 2003; Guillamme vd., 2004; Kanazawa vd., 2006; Teutenberg vd.,
2006; Pereira, 2007; Smith, 2008; Vanhoenacker vd., 2010; Wenclawiak vd., 2008;
Zhang vd., 2012).

2.6.3 Subkritik su kromatografisinde dedektor sistemleri

Ters faz sivi kromatografisi (RPLC) ile analiz yapilirken organik ¢oziicii
kullanimindan dolay1 se¢ilecek dedektoriin bu ¢oziiciilere tepkisi siirli olmaktadir,
ornegin refraktif indeks (RI) dedektor geleneksel organik ¢oziicii kullannmindan
dolayr RPLC’de kullanilmamaktadir. Sadece suyun eluent olarak kullanilmasiyla
dedektor se¢iminde Onemli bir artis meydana gelmektedir. Literatiir calismalar
gostermektedir ki klasik HPLC ve subkritik su kromatografisi ¢alismalarinda en sik
kullanilan dedektor mor Gtesi veya mor 6tesi-goriiniir bolge spektroskopisi (UV veya
UV/VIS) dedektoriidiir. Yiiksek sicaklikta mobil fazi sivi halde tutmak ve
dedektoriin akis hiicresine zarar vermemek i¢in dedektor ¢ikisinda bir geri basing
regiilatoriine ihtiyag duyulmaktadir. Ayrica dedektoriin duyarliligi, dedektore gelen
mobil fazin sicakligindan etkilendiginde sorun yaratmaktadir. Subkritik su
kromatografisinde mobil faz 200 °C’nin iizerine kadar 1sitildiktan sonra dedektore

gelmeden Once sogutulmalidir. Cogu uygulamada mobil fazi sogutmak igin
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laboratuar 6lgekli veya ev yapimi sogutucular kullanilmistir. Dedektdrden dnce buzlu
su banyosu yerlestirilmis ve kapiler boru banyoya daldirilmistir. Ancak rutin
analizlerde sicakligin dogru bir sekilde kontrol edilmesi gerekmektedir. Teknik
olarak da bu islem Peltier sogutucu ile elde edilmektedir. Ayrica mobil faz dedektore
ulagmadan Once modern 1sitma sistemi mobil fazi sogutmaya izin vermelidir.
Dedektoriin - caligmast  belli bir maksimum sicaklik ve basing sartlarinda
gerceklesecegi i¢in  analiz ve sogutma icin gerekli sartlarin  belirlenmesi

gerekmektedir.

UV, SBWC’de cok kullanilan bir dedektortiir ancak kromofor gruplar olmadan
analitleri algilamasi zorlasmaktadir. Alev iyonlastirmali dedektor (FID) gibi bir GC
dedektorii SBWC i¢in ideal bir dedektordiir. Clinkit SBWC- FID sistemi, SBWC-
UV sisteminde oldugu gibi kolon sonunda sogutucu gerektirmemekte ve sogutucu
dongiisiinden kaynaklanan pik genislemelerini de ortadan kaldirmaktadir. FID,
HPLC ile kullanilmamaktadir, ¢linkii HPLC’de kullanilan organik ¢oziiciiler FID’de
cok gii¢lii sinyallere sebep olmaktadir. Su, C- H bag1 icermedigi i¢in, FID suya cevap
vermemekte ve dolayisiyla mobil faz olarak su kullanildiginda FID, LC’de gaz faz

dedektorii olarak ¢alistirilabilmektedir.

UV ve FID’ye ek olarak ¢ok pahali olan Niikleer Manyetik Rezonans (NMR), Kiitle
Spektrometresi (MS), Kizilotesi Spekroskopi- Morétesi Spektroskopi- Niikleer
Manyetik Rezonans- Kiitle Spektrometresi (IR- UV- NMR- MS), indiiktif Eslesmis
Plazma- Kiitle Spektrometresi (ICP- MS), Yiiklii Aerosol Dedektér (CAD) gibi
dedektorler de test edilmis ve ¢alismalarda yer almistir (Teutenberg, 2009; Yang ve
Kapalavavi, 2011).

2.6.4 Kumarinler

Kumarin (2H-1-benzopiran-2-on), bir ¢ok bitki tiirlinde ve 6zellikle tar¢inda bulunan,
dogal uguculuga sahip fitokimyasal smifta bir organik bilesiktir (Maggi vd.,2011).
En cok vanilyaya benzeyen kokusuyla taninir ve yeni bicilmis c¢imlerin hos
kokmasinin sebebi yapisinda yer alan kumarin bilesigidir. Tonka fasiilyesi, akasya,
lavanta, lovage (yaban kerevizi), sariyonca, geyikdili, kayisi, ¢ilek, kiraz ve targini
kapsayan pek ¢ok bitkinin meyve, kabuk, gévde, yaprak ve dallarinda, yesil ¢ayda
bulunan dogal bir iiriindiir. Kapali formiiliic CgHgO,, molekiil agirligi 146.15 g/mol
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olan kumarin, parlak, beyaz kristal yapili bir maddedir. Erime noktasi 68-70 °C ve
kaynama noktasi 297-299 °C dir. Kumarin kloroformda ¢oziindiigiinde UV'de 272
nm'de maksimum absorpsiyon gosterir. Etanol, kloroform, dietileter ve yaglarda
kolay ¢Oziiniir, kaynar suda az, 20 °C 'deki suda ¢ok az ¢6ziinmektedir (Sethna ve
Shah, 1945). Kumarin ilk defa 1822 yilinda Tonka fasiilyesinden izole edilmekle
beraber, 1868 yilindan bu yana laboratuarlarda sentezlenmekte ve pek ¢ok amag i¢in

kullanilmaktadir (Maggi vd., 2011).( Sekil 2.4).

AN

O 0
Sekil 2.4: Kumarinin molekiil yapis1 (Rodrigues vd., 2008).

Cok yonliilikklerinden dolay1 ilag endiistrisinde antibiyotik, antiviral, antimikrobiyal
ve antikoagulant ajan olarak, biyolojik sistemlerde pH indikatorii olarak ve bunun
yan sira tip biliminde kullaniimaktadir ( Karaliota vd., 2001; Georgieva vd, 2010).
Tipta kanin pihtilasmasini onlemesi sebebiyle kullanilirken, kumarin tirevleri
asetilkolinesterlerini inhibe ederek ve beyindeki asetilkolin miktarini arttirarak
ogrenme ve anlama hafiza fonksiyonlar: ile baglantili hastaliklarin (Alzheimer ve
Parkinson gibi hastaliklar) tedavilerinde kullanilabilmektedirler (Zhou vd., 2010).
Kumarin ve kumarin tiirevleri son zamanlarda potansiyel olarak kanser tedavisinde
ve HIV inhibitorii olarak AIDS hastalifinin tedavisinde de yer almaktadir.
Damarlardaki kan akigin1 arttirmakta ve kapiler gecirgenligi azaltmaktadir.
Kumarinin uzun siire yiikksek dozda kullanilmasi toksik etki yaratmakta ve karacigeri

tahrip etmektedir (Rodrigues vd., 2008).

Kumarinler hos kokulu olmalar1 nedeniyle parfiim sanayinde koku verici olarak
kullanilmaktadirlar. Ayn1 zamanda hos kokularindan dolayr hosa gitmeyen kokular

maskelemek amaciyla da haricen kullanilmaktadir (Guenther, 1975).

Kumarinler; bilim ve teknolojinin farkli alanlarinda kullanilmaktadir. Sentetik
ipliklerin boyanmasinda, kumarin tiirevleri dogrusal olmayan optiklerde, kumarinli
polimerlerde, siirekli dalga modiilasyonu igin elektrooptik malzemelerde, diyot
lazerlerin frekanslarini artirmada ve fotorefraktif malzemelerde, kromatografide

belirteg olarak, protein ¢alismalarinda biyolojik alanda kullanilmaktadir. Kumarin ve
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tiirevlerinin bu kadar fazla alanda kullaniimasinin sebebi, antrasen ve piren aromatik
halka sistemlerinden farkli halka yapilarina ve farkli absorbsiyon-emisyon
Ozelliklerine sahip olmalaridir (Nenkowich vd., 1997; Christie ve Lui, 1999; Kozyra
vd., 2002).

2.6.5 Kumarinlerin analizi

Endiistri, ila¢ ve ¢evre alaninda kumarinin ¢ok kullanilmasi arastirmacilari kumarin
ve tlirevlerini analiz yontemlerini arastirmaya yoneltmistir (O’Kennedy ve Thordes,

1997).

Kumarinlerin taninmasinda, ince tabaka kromotografisi kisa siirede sonu¢ alinmasi
nedeniyle sik kullanilan bir yontemdir. Ince tabaka kromotografisi (TLC) genellikle
kolondan almman o6rnegin anlasilabilmesi i¢in kolon kromotografisi ile birlikte
kullanilir. TLC yonteminde adsorban olarak silika jel, ¢oziicii sistemi olarak da
toluen: etil format: formik asit (5: 4: 1), benzen: etilasetat (9: 1), benzen: metanol (9:
1) ve benzen: aseton (9: 1) karisimlari kullanilmaktadir. Ayrim sonucu elde edilen

lekeler UV 15181 altinda incelenmektedir (Sener ve Mutlugil, 1987).

Yiiksek basingli sivi kromotografisi (HPLC) yontemi molekiillerin fiziksel veya
kimyasal farkliliklarindan faydalanarak ayrilmalarmmi saglar. HPLC ile ayrilma,
analitin polaritesinin derecesiyle ve analitin iki faz arasinda dagilmasiyla saglanir.
Kumarinlerde invivo ve invitro metabolik ¢alismalarinda, bitki ekstraktlarinda ve
tatlandiricilarla ilgili ¢alismalarda HPLC yontemine basvurulmaktadir. Ayirma,
metanol ve asetonitril gibi farkli mobil fazlarla C18 ve C8 gibi ¢esitli sabit fazlar

uzerinde elde edilmektedir.

Gaz kromotografisi (GC), ucgucu organik ve inorganik bilesikler ile termal
kararliligin olanak sagladigi bir yontemdir. Ayirmada erimis silika kapilerleri
tizerinde helyum tasiyict gazi kullanilir. Farkli metodlar i¢in, son sicaklik 360 °C
olana kadar sicaklik dereceleri 80 °C/dk veya 100 °C/dk seklinde degistirilmektedir.
Gaz kromotografisi, tiitiin ve sebzedeki kumarinlerin ayrilmasinda kullanilmistir

(O’Kennedy ve Thordes, 1997).
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2.6.6 Yiiksek sicaklik sivi kromatografisi ve subkritik su kromatografisi ile ilgili

onceki calismalar

Kumarin ve kumarin tiirevi bilesiklerin ayrilmasinda en ¢ok kullanilan yontem ters
faz sivi kromatografisi yontemidir. Normal sartlarda ve yiiksek sicakliklarda sivi
kromatografisi ile bilesiklerin ayrilmasinda mobil faz olarak su kullanildiginda,

elisyon giiciinii artirmak i¢in suyun yaninda organik ¢oziiciiler de yer almaktadir.

Urasil ve parabenlerden olusan karisimin ayriminda mobil faz olarak su: asetonitril
karisimi (50: 50) kullanilmistir. Kromatografik ayrim 90 °C’de, Acquity BEH C18
(2.1 mm 1.D. x 50 mm, 1.7um) kolonda, 1800 uL/dk akis hizinda gergeklestirilmistir.
Mobil fazdaki asetonitril orani, iyi bir ¢oziiniirliik (Rs=1.5) elde etmek icin %50’ye
cikarilmistir ve buna bagli olarak ayrim 8 saniye igerisinde ultra hizda
gerceklesmistir  (Veuthey vd., 2007). Elde edilen kromatogram Sekil 2.5’te

gosterilmistir.

[}

0.0 20 4.0 6.0 8.0 10.0 120
Zaman (sn)

Sekil 2.5: Urasil ve parabenlerin HTLC ile ayrimi (1. urasil, 2. metilparaben, 3.
etilparaben, 4. propilparaben, 5. biitilparaben) (Veuthey vd., 2007).
Lavine vd., (2002) vanilik asit, izovanilin, o-vanilin, etil vanilin, vanilin ve
kumarinin kromatografik ayrimlarinda ters faz sivi kromatografisi yontemini
kullanmiglardir. Mobil fazda suya yardimci ¢oziicii olarak %?2.25 biitanoliin
kullanildigr ayrim CI18 alkil bagli kolonda gerceklestirilmistir. Elde edilen

kromatogram Sekil 2.6’da gosterilmistir.
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1.54 Vanilik asit
154 3.63 izovanilin
4.15 Vanilin
6.36 o-vanilin
363 7.46 Etil vanilin
8.14 Kumarin
115

LWL

Sekil 2.6: Vanilin test karisimlarinin HTLC ile ayrilmas1 (Lavine vd., 2002).

—

L=

Hoene ve arkadaslar1 mobil faz olarak %0.1 formik asit ile asitlendirilmis su:
asetonitril (87.5: 12.5) karisimini kullanarak Zorbax SB C18 (50 mm x 3 mm, 1.8
um) kolonda gida katki maddelerini (aspartam, katesin, kafein, rutin) HTLC ile
ayirmayt basarmislardir. Ayrimda sicaklik gradienti kullanilmig ve sicaklik 90
°C’den 120 °C’ye cikarildiginda gida katki maddelerinin ayrimi 1 dakika icerisinde
gerceklesmistir (Wenclawiak vd., 2008) .

Vanhoenacker vd., (2010), mobil fazda su yaninda asetonitril, metanol, etanol gibi
organik ¢oziiciiler kullanarak ters faz 6zellikli polimerik sabit fazli ET- RP1 kolonun
performansini degerlendirmislerdir. 150 °C’de, test karisimi olarak urasil, kafein,
pridin, anilin, fenol, asetofenon, benzen, propilparaben ve tolueni kullanmislardir.
Farkl1 organik ¢oziiciilerle 6nemli segicilik farkliliklari tespit edilmis ve etanol diger
iki ¢oziicii ile karsilastirildiginda, etanol ile kafein ve piridinin ayriminin daha
belirgin oldugu ve propilparaben ile benzenin elisyon sirasinin degistigi
gozlemlenmistir. Ayrim sonucunda ET- RP1 kolonun yiiksek sicaklikta organik
¢oziicii miktarinin azalmasina veya asetonitril ve metanoliin biyobozunur etanol ile
yer degistirmesine olanak sagladigi belirtilmistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil

2.7°de gosterilmistir.
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. Pridin (4)

Kafein Su/Asetonitril (92/8)

22 mL/dk

Anilin+Fenol
Urasil Asetofenon Benzen Toluen
O e R
Pridin

& (B}

Kafein Su/Metanol (36/14)

1.9 mL/dk

Anilin+Fenol

Urasil Asetofenon Benzen Toluen
I J jL MPropﬂparabm J\

) Pridin (C)

Kafein
Su/Etanol (87.5/12.5)
1.7 mL/dk
Anilin+Fenol
Urasil AsetKenon Propilparaben Toluen
LI JAV N AN
0 2 4 6 8 10 12 14
Abkonma Siiresi (dk)

Sekil 2.7: Test karisimlarinin HTLC ile ayrimi1 (Vanhoenacker vd., 2010).

Guillamme vd., (2004) Hypercarb (1 mm i.d. x 100 mm) kolon ile 180 °C g¢alisma
sicakliginda ve 500 uL/dk akis hizinda, UV 254 nm’de su: asetonitril (70: 30)

karigtmint mobil faz olarak kullanarak kafein ve tiirevlerini HTLC ile ayirmayi

basarmislardir. Yiiksek sicaklikta ayrim hizi oldukga artmis ve alikonma siiresi 1.25

dakika olarak tespit edilmistir. Ayrilan maddeler Sekil 2.8’de gosterilmistir.
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Sekil 2.8: Kafein ve tiirevlerinin HTLC ile ayrilmasi (1. Hipoksantin, 2. Teobromin,
3. Teofilin, 4. Kafein, 5. B- hidroksi- etil- teofilin) (Guillamme vd., 2004).
Literatiirde pek cok organik bilesigin subkritik su kromatografisi ile ayrimi
gerceklestirilmistir. Bunlar; karbonhidratlar, aminoasitler, alkoller, karboksilli asitler,
fenoller, anilinler, suda ¢oziinebilen vitaminler, kafein tiirevleri, herbisitler,
stereoidler, benzen ve tiirevleri, parabenler, fungisitler, polisiklik aromatik
hidrokarbonlar, pliklorlu bifeniller, model ilaglar vb. yapilar olarak belirtilebilir

(Yang, 2007a; Hartonen ve Riekkola, 2008).

Tiihonen vd., (2005) bazi karbonhidratlarin (maltoz, glikoz, mannoz, sorbitol,
arabinoz vb.) ayrimini siilfolanmig PS- DVB katyon degisim kolonu ( 2.2 cm i.d X 26
cm) kullanarak gerceklestirmislerdir. Bazi karbonhidratlarin 100 °C’de bozunmaya
basladigimi ve sekerlerin ayrilmasi i¢in sicaklik limitinin 125 °C civarinda tutulmasi
gerektigini tespit etmislerdir. Sicakligin arttirilmast ve diigiiriilen ayirma siiresi ile

karbonhidratlarin etkin bir sekilde ayriminin gerceklestigini belirtmislerdir.

Liu vd., (2005) benzenleri ve aromatik alkolleri saf suyu eluent olarak kullanarak UV
254 nm’de SBCW ile ayrrmayr basarmislardir. Sekil 2.9°da ayrilan maddeler

gosterilmektedir.
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Sekil 2.9: Benzenlerin ve aromatik bilesiklerin SBWC ile ayrilmasi (Liu vd., 2005).

Wilson (2000) insan iiresindeki parasetamol’iin kromatografik ayrimmi SBWC’de
gerceklestirmistir. Farkli segicilige sahip bircok kolon tiirii ile ¢alismistir.
Parasetamol ve diger model ilaglar i¢in (fenasetin, antipirin, kafein) en iyi ayrimin
PLRP- S kolonda (5um, 15 cm x 4 mm i.d) 205 °C, Oasis kolonda (5 pm, 15 cm X
2.1 mm i.d) 208 °C, XTerra RP 18 kolonda (5 um, 15 cm x 4.6 mm i.d) 165 °C
sicaklikta gergeklestigini tespit etmistir. Sitostatik ve antibiyotik ilaglar i¢in %0.1
formik asit iceren suyu eluent olarak ve ZirChrom PS kolon (15 cm x 4.6 mm i.d)

kullanarak miikemmel ayrimlar gergeklestirmistir.

Guillamme vd., (2004) ZirChrom DB C18 kolon ile 150 °C ¢alisma sicakliginda UV
254 nm’de saf suyu eluent olarak kullanarak kafein ve tiirevlerini SBWC ile
ayrrmiglardir. Ayrilan maddeler Sekil 2.10°da gosterilmektedir.

1
150
100

50

oA JI /\/k

A]Jkonma Siiresi

Sekil 2.10: Kafein ve tiirevlerinin SBWC ile ayrimi1 (1. Hipoksantin, 2. Teobromin,
3. Teofilin, 4. Kafein, 5. B-hidroksi-etil-teofilin) (Guillamme vd., 2004).
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Ayano vd., (2006) Stereoidleri (hidrokortizon, prednisol, dekametazon, hidrokortizon
asetat, testesteron) saf suyu eluent olarak kullanarak UV 254 nm’de SBCW ile

ayirmay1 basarmislardir.

Teutenberg vd., (2006) saf suyu eluent olarak ve ZirChrom PBD (4.6 x 150 mm, 3
um) kolon kullanarak UV 200 nm’de, 185°C calisma sicakliginda, stereoidleri
ayirmayi basarmislardir (Sekil 2.11). Sicaklik ve akis hiz1 yiikseltildigi i¢in hizli bir
eliisyon ile ayrim 1.2 dakika sonra tamamlanmustir. Yiiksek sicaklikta kiitle transferi

artt1g1 i¢in kolon etkinligi artmis ve simetrik pikler elde edilmistir.
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Sekil 2.11: Stereoidlerin SBWC ile ayrilmasi (1. Asetonitril, 2. Estriol, 3.
Androstadiendion, 4. Estron, 5. Dehidroepiandrosteron) (Teutenberg vd., 2006).
Termal kararliliga sahip vitaminlerin ayrilmasi Polistiren Divinilbenzen (PS- DVB)
kolon dolgu maddesi kullanilarak basaril bir sekilde gerceklestirilmistir. 180 °C ve
200 °C’de sirastyla piridoksin ve riboflavinin degradasyona ugradima dair herhangi
bir kanit bulunamamis ve bu maddelerin sirasiyla 2.94 ve 3.78 dakika eliisyon
zamanlarinda ayrimlar1 yapilmistir. Tiamin‘in yapilan ayirim siirecinde 160 °C’de
bozunmaya ugradign fakat 50 °C sicaklikta miikemmel bir sekilde ayrimmin
gerceklestigi goriilmiistiir. Bu sonug bilesiklerin ayrilmasinda analit ile calisilacak
kolon tipinin uyusmasi ve eliisyon icin sicaklifin miimkiin oldugu kadar diisiik

tutulmasi gerektigini belirtmektedir (Chienthavorn vd., 2004).

Yarita vd., (2003) 100-150 °C sicaklik araliginda mobil faz olarak asir1 1sitilmis suyu

kullanarak fenolik bilesiklerin segiciligini Van’t Hoff esitligi ile incelemistir. Bu
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ormek Van’t Hoff esitliginin genisletilmis sicaklik araliklarinda kullanilabilir

oldugunu ve diistik sicakliklarda bu davranigin sinirlandigin1 gostermektedir.

Shen vd., (2006) mobil faz olarak saf su ve XBridge kolon (2.1 mm x 15 cm, 3.5 um)
kullanarak, 150-200 °C aras1 sicaklik programiyla anilin ve tiirevlerini ayirmayi
basarmislardir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12: Anilin ve tiirevlerinin SBWC ile ayrilmasi (Shen vd., 2006).

Ilaglarm ve bazi alkaloidlerin subkritik su kromatografisi ile ayrilmas: bu alanda
calisanlar i¢in Ozellikle dikkat ¢ekicidir. Bazi antikanser ilaglarimin (5- florourasil,
metotreksat, 7- hidroksimetotreksat ve etoposid) kromatografik ayrimlari PS- DVB
kolon dolgu maddesi kullanilarak pH’1 3.5 tamponlanmis mobil fazda 150 °C’de
gerceklestirilmistir. Antikanser ilaglarin pH’a baglilig1 incelenmis ve oldukg¢a iyi
ayrilmis pikler elde edilmistir. Ayrilan maddeler Sekil 2.13’te gosterilmektedir
(Teutenberg vd.,2001).
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Sekil 2.13: Antikanser ilaglarin SBWC ile ayrimi (1. 5- florourasil, 2. Metotreksat, 3.
7- hidroksi metotreksat, 4. Etoposid).
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Tajuddin ve Smith (2002), saf suyu mobil faz olarak ve PS- DVB kolon kullanarak
75-185°C aras1 sicaklik programi ile parasetamol, salisilamid, metil paraben,

fenasetinetil paraben’i ayirmay1 basarmislardir.

Sanagi vd., (2005) mobil faz olarak saf suyu ve test bilesikleri olarak alkil aril
ketonlar ile barbitiiratlar1 kullanarak 100-200 °C sicaklik araliginda, PS- DVB
(polistiren- divinilbenzen) kolonun performansini degerlendirmislerdir. Yiiksek
sicaklikta gelisen kolon etkinligi ile iyl bir ayrim gergeklestirilmistir. Secilen
bilesikler ile ¢alisilan sicaklik araliginda dogrusal bir van’t Hoff grafigi elde edilmis
ve mobil faz olarak %100 saf suyun kullanimi ile barbitiiratlarin ayriminda ters faz

stvi kromatografisi bagarili bir sekilde uygulanmistir.

Pereira vd., (2007) Hypercarb kolonda, UV 254 nm’de mobil faz olarak saf suyu
kullanarak 190 °C’de purin ve primidinleri ayirmay1 basarmislardir. Kromatografik
ayrim sonucunda yiiksek sicaklikta gelisen pik simetrisiyle birlikte iyi bir ayirma

seciciligi elde edilmistir. Sekil 2.14°te ayrilan maddeler gosterilmektedir.
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Sekil 2.14: Purin ve primidinlerin SBWC ile ayrilmasi (1. Sitozin, 2. Urasil, 3.
Timin, 4. Hipoksantin, 5. Guanin, 6. Ksantin) (Pereira vd., 2007).

Smith (2002), saf suyu eluent olarak ve PS- DVB kolon kullanarak 200 °C g¢alisma
sicakliginda barbitiiratlarin ayrimimi  gergeklestirmistir.  Sekil 2.15°te ayrilan

maddeler gosterilmektedir.
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Sekil 2.15: Barbitiiratlarin SBWC ile ayrilmasi ( 1. Barbiton, 2. Fenobarbiton, 3.
talbarbiton, 4. amilobarbiton, 5. heptabarbiton) (Smith, 2002).
Fields vd., (2001) parasetamol, antipirin ve kafein’i, saf suyu eluent olarak
kullanarak 225 °C c¢alisma sicakliginda Hypercarb, PS- DVB ve Zirconia PBD

kolonlari ile ayirmay1 bagarmislardir.

Yang (2007a) baz1 fenol, alkol ve karboksilik asitlerin ayrilmasinda mobil faz olarak
saf su kullanmiglar ve 160-210 °C’de, Polymerx RP- 1 (PS- DVB) analitik kolonunu
kullanarak belirtilen bilesiklerin kromatografik ayrimini gerceklestirmislerdir. Alkol,
fenol ve karboksilik asit tiirevi bilesiklerin alev iyonlastirmali dedektorde (FID) daha
iyi gozlenebilmesi nedeniyle, LC/FID kombine edilmistir.

Sanagi vd., (2004) Triazol fungisitleri (heksakonazol, tebukonazol, propikonazol ve
difenokonazol) mobil faz olarak saf suyu kullanarak analiz etmislerdir. ZirChrom
PBD (10 cm x 2.1 mm i.d., 3 pm) kolonda, 100-150 °C calisma sicakliginda, 195

nm’de basaril1 bir ayrim gerceklestirilmistir.

Teutenberg vd., (2006) mobil faz olarak saf su - %1 formik asit ve ZirChrom PS
kolon (4.6 x 150 mm, 3 pm) kullanarak, 40-130 °C aras1 sicaklik programiyla
sitostatikleri ve antibiyotik ilaglart UV 254 nm’de ayirmislardir. 40 °C'lik bir sicaklik
gradyani ile baslayan bu karisimin ayrilmasinda mobil faz sicakligi, 4 dakika i¢inde
hemen 40 °C’den 130 °C’ye yiikseltilmis ve daha sonra dogrusal olarak sabit
tutulmustur. Etoposid eliisyonundan sonra, ©On 1sitma ve kolon modiili

sogutulmustur. (Sekil 2.16).
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Sekil 2.16: Sitostatiklerin ve antibiyotik ilagclarin SBWC ile ayrilmas1 (1. Sitarabin,
2. 5-florourasil, 3. Siilfadiazin, 4. Siilfatiazol, 5. Siilfametoksipridazin, 6.
Kloramfenikol, 7. Etoposid) (Teutenberg vd., 2006).

Yan vd., (2000) 120 °C’de suyun diisiik viskozitesinden dolayir polistiren kapl
zirkonya kolonda 12 mL/dk’ya kadar yiiksek akis hiz1 kullanarak 30 saniyeden az bir

stirede fenollerin ayrimini gergeklestirmiglerdir.

Yang vd., (2011) Procter & Gamble sirketi ile birlikte subkritik su kromatografisinin
endiistriye yonelik bir uygulamasini gergeklestirerek saf suyu eluent olarak
kullanarak el kremlerinde bulunan niasinamid bilesiginin ayrilmasi i¢in metot
gelistirmiglerdir. iki farkli kolon tipi kullanilarak yapilan ¢alisma, UV 235 nm’de
gerceklestirilmis ve subkritik su kromatografisi ile yiiksek performansli sivi

kromatografisi karsilastirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 2.17°de gosterilmistir.
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Sekil 2.17: El kremindeki niasinamidin SBWC ile ayrilmasi (a) 1. Numunenin 80

‘C’de saf su kromatografisi, akis hiz1 1.8 mL/dk (b) 2. Numunenin 80 ‘C’de saf su
kromatografisi, akig hiz1 1.8 mL/dk (c) 1. Numunenin 25 "C’de HPLC, akis hiz1 1.2

mL/dk (d) 2. Numunenin 25 ‘C’de HPLC, akis hiz1 1.2 mL/dk (Yang vd., 2011).
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3. MALZEME VE YONTEM
3.1 Kullanilan Malzemeler

Kumarin, vanilin, etil vanilin, 6-metil kumarin, 7-metil kumarin, (L)-histidin
metilester, metakriloil kloriir, 2-hidroksietil metakrilat (HEMA), etilen glikol
dimetakrilat (EGDMA) Sigma/Aldrich’ten (Steinheim, Almanya) satin alinmistir.
Metanol, etanol, etilasetat, toluen ve formik asit Merck (istanbul, Tiirkiye)
firmasindan saglanmistir. Ultra saf su (18.2 MQ- cm) MilliPore Milli- Q Gradient su
aritma sistemi (Billerica, MA, ABD) kullanilarak hazirlanmistir.

Biitiin kromatografik ayrimlarda mobil fazi asitlendirmek igin %1 formik asit
kullanilmistir. Test karigimlart ultra saf su kullanilarak ve karisim konsantrasyonlar

5- 40 ppm (mg/L) arasinda tutularak her zaman taze hazirlanmistir.

XTerra MS C18 ve XBridge C18 kolonlar Waters Corporation (Milford, ABD)
firmasindan, Zorbax RRHD Eclipse Plus, Zorbax SB Phenyl ve Zorbax SB C18

kolonlar ise Agilent Technologies (Santa Clara, ABD) firmasindan saglanmistir.
3.1.1 NA-PHEMAMH kolon dolgu maddesinin sentezlenmesi

Kumarinlerin subkritik su kromatografisi ile saflastirilmasinda kolon dolgu maddesi
olarak Poli(HEMA-MAH) (PHEMAH) mikrokiireleri sentezlenmis, ligand olarak
naftilamin polimere katilmistir. Elde edilen polimerik yap1 kumarinlerin ayrilmasinda
kolon dolgu maddesi olarak kullanilmistir. Calismada 2-hidroksietil metakrilat
(HEMA) ve Metakriloamidohistidin (MAH) sirastyla monomer ve ko-monomer
olarak secilmistir. Kromatografik ayrimda ligand olarak gorev yapacak olan 1-
naftilamin ise polimere MAH monomerinin imadazol halkas1 {izerinden takilmistir.

Kolon dolgu maddesinin hazirlanma yontemi agagida verilmistir.
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3.1.1.1 Metakriloamidohistidin (MAH) sentezi

MAH sentezi igin, asagidaki deneysel yontem uygulanmistir:

5.0 gram (g) L-histidin metil ester ve 0.2 g hidrokinon 100 mililitre (mL)
diklorometan ¢dzeltisinde ¢oziilmiistiir. Bu ¢dzelti 0 °C’ye kadar sogutulmus ve 12.7
g trietilamin ¢ozeltiye eklenmistir. 5 mL metakriloil kloriir, iki saat boyunca oda
sicakliginda manyetik karisan ¢ozeltiye katilmistir. Kimyasal tepkime periyodunun
sonunda, hidrokinon ve tepkimeye girmeyen metakriloil kloriir %10’luk sodyum
hidroksit ¢ozeltisinden oziitlenmistir. Sulu faz rotary evaporatorde uzaklastirilmistir.
Reaksiyon sonunda MAH monomeri eter- siklohekzan karisiminda kristallendirilmis

ve daha sonra etil alkolde ¢oziilmiistiir.
3.1.1.2 PoliHEMA-MAH) (PHEMAH) mikrokiirelerin hazirlanmasi

Poli(HEMA-MAH) mikrokiireler siispansiyon polimerizasyonu ile hazirlanmistir.
Yontem su sekilde 6zetlenebilir: stabilizator, polivinil alkol (PVAL), siirekli fazin
hazirlanmasi i¢in 50 mL ultra saf suda ¢oziilmiistiir. Dispersiyon faz HEMA (8.0
mL), MAH (1.0 g) ve toluen (12.0 mL) bir test tiipiinde karistirilarak hazirlanmistir.
Baslatici, benzoil peroksit (BPO) (100 mg), bu homojen ¢ozeltide ¢oziillmiistiir.
Dispersiyon faz, sicaklik kontroliine sahip su banyosunda bulunan camdan yapili
polimerizasyon reaktoriindeki siirekli faza eklenmistir. Polimerizasyon reaktorii 600
rpm’de 30 dakika karistirllarak 65 °C’ye kadar 1sitilmistir. Polimerizasyon 65 °C’de
4 saat ve 90 °C’de 2 saat yiiriitiilmiistiir (Sekil 3.1).

Mekanik Kanstinc
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Polimerizasyon Reaktérii Sistemi

Sekil 3.1: PHEMAH mikrokiirelerin hazirlanmasinda kullanilan polimerizasyon
sistemi.
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Polimerizasyon tamamlandiktan sonra, tepkimeye girmeden kalan monomerin ve
diger karisimdaki maddelerin uzaklastirilmasi i¢in yikama yontemi uygulanmistir.
Daha sonra mikrokiireler etil alkol ve ultra saf su ile yitkanmistir. Polimerizasyon

kosullar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1: PHEMAH milkrokiirelerin polimerizasyon kosullari.

Organik Faz

Sulu Dispersiyon Faz MAH:40 mg
Damitik su :50 mL EGDMA: 8.0 mL
PVAL:0.2 g Toluen :12 mL

BPO:0.1¢g

Polimerizasyon Kosullari

Reakt6r hacmi: 100 mL

Karigtirma hizi: 600 rpm

Sicaklik ve zaman: ilk 6nce 65 °C’de 4 saat, sonra 90°C’de 2 saat

3.1.1.3 PHEMAH mikrokiirelere naftilamin takilmasi

Naftilamin takiik  PHEMAH (NA-PHEMAH) mikrokiireler, 1-naftilaminin
diazolanmasi ve hazirlanan bu molekiilin PHEMAH mikrokiirelere takilmasiyla elde
edilmistir. Reaksiyonlar Sekil 3.2’de sematize edilmistir. Bu amagla, 25 mg’lik 1-
naftilamin 10 mL, 1 Molar hidroklorik asitte ¢6ziinmiistiir. 5 mL soguk suda ¢oziinen
75 mg’lik sodyum nitrit 6rnegi, 1-naftilamin ¢ozeltisine damla damla ilave edilerek
reaksiyon baglatilmistir. Yaklasik 10 dakika karistirilan reaksiyon karisimina
PHEMAH mikrokiireler ilave edilmis ve reaksiyon, pH=9.5"te sabit tutularak oda
sicakliginda 3 saat siirdiiriilmistiir. Reaksiyon sonunda elde edilen kahverengimsi
PHEMAH mikrokiireler 0.01 Molar fosfat (pH=6.0) tamponunda spektrofotometrik
olarak boya sizmasi bitinceye kadar yikanmistir. Mikrobiyal kirliligi 6nlemek

amactyla mikrokiireler, buzdolabinda % 0,02 sodyum azid ¢ozeltisinde saklanmistir.
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Sekil 3.2: Naftilamin molekiiliinin PHEMAH mikrokiirelere takilmasi.

Naftilamin takili PHEMAH ile Kumarin arasindaki olas1 etkilesim Sekil 3.3’te

sematize edilmistir.

Kumann

Sekil 3.3. Naftilamin takili PHEMAH ile Kumarin etkilesiminin sematik gdsterimi.

Elde edilen NA-PHEMAH molekiillerinin Taramali Elektron Mikroskopu (SEM)
gortntiileri Sekil 3.4’te gosterilmistir.

33



10 pm EHT = 5.00 kV Siganl A = SE2 Date 129 Jul 2013 ZRISS
b WO = 61 mm Mag = 6500 X Time (10:20:42

g3, ‘,@
b 2akl X210, cdo TP

Sekil 3.4: Naftilamin takili PHEMAH molekiillerinin SEM goriintiileri.

Sabit faz olarak kullanilacak partikiillerin sentezlenmesinden sonra, kromatografik
ayirmalarin  yiiksek sicakliklarda yapilacak olmasi nedeniyle, sentezlenen
partikiiller 100-200 °C sicaklik araliginda 1s1 testine maruz birakilarak kararliliklari
Olclilmiis ve molekiil yapisinda herhangi bir degisim olup olmadigi kontrol
edilmigtir. Is1 testleri sonucunda partikiillerin yapisinda herhangi bir bozunma
meydana gelmedigi gozlemlenmis ve yiiksek sicakliklarda kararliligini korudugu

tespit edilmistir.

Naftilamin takii PHEMAH mikrokiirelerinin yapisinda 100-200 °C sicaklik
araliginda herhangi bir degisim meydana gelmemistir. Ancak literatirde PHEMA nin
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ortam sicakligi- 340 °C ve 340-400 °C sicaklik araliginda termal olarak bozunmaya
ugradigi belirtilmistir. Termal bozunmadaki aktivasyon enerjisi termogravimetrik
analiz (TGA) ile belirlenmis ve bozunma sonucu olusan iiriinler IR, GC/MS ile
karakterize edilmistir. IR deki sonuglara gore polimerin 320 °C’ye kadar 1sitilmasiyla
IR spektrumunda bir degisim gozlenmezken 340 °C’den sonra spektrumda O-H
bandi yogunlugunun azaldigt ve C=C bandindan kaynaklanan bir omuz
gozlemlenmistir. Ayrica polimerin yapisinda ¢ok sayida metakrilat oldugu i¢in de
farkli bantlar olugsmustur. GC/MS verilerine gore termal bozunma iki asamada
gerceklesmistir. Ik asamada parcalanma {iriinii olarak %72 verimle HEMA ana
triini olusmustur. Yine bu aralikta ikinci 6nemli triin olarak %13.5 verimle 2-
izopropeniloksietil metakrilat ile etilen glikol, metakrilik asit ve di-oksolan gibi bazi
kiiciik iiriinler elde edilmistir. ikinci asamada %42.2 verimle 2-izopropeniloksi-etil

metakrilat ana tirlinii olusurken %38.4 verimle monomer olusmustur.

PHEMA’nin termal bozunmasindaki aktivasyon enerjisi termogravimetrik analiz
(TGA) ile tahmini olarak belirlenmis ve 129.8 kj/mol bulunmustur. PHEMA nin
bozunmasi ortam sicakligi- 340 °C ve 340-400 °C sicaklik araliginda tek asamada
%20 agirlik kaybiyla gerceklesmistir. Bozunma 195 °C’de baslamis ve 400 °C’de
tamamlanmustir. 400 °C’de orijinal agirh@m %5-6’s1 kadar siyah kalinti tespit
edilmistir. Sekil 3.5’te PHEMA nin agirlik kayiplar1 gosterilmistir (Demirelli vd.,
2001).
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Sekil 3.5: PHEMA 'nin termal bozunma egrisi.

Termal kararlilik testleri sonucunda NA- PHEMAH mikrokiireler kolona slurry-

packing teknigi (kat1 fazin siispansiyon halinde kolona yiiklenmesi ve yercekimi
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etkisiyle kolona doldurulmasi) ile doldurulmustur. Sentezlenen mikrokiirelerin bos

kolona doldurulmasi isleminde kullanilan cihaz Sekil 3.6’da gosterilmistir.

Sekil 3.6: Sabit fazin kolona doldurulmasi i¢in kullanilan sistem.

3.2 Kullanilan Cihazlar

ISCO 260 D siringa tipi pompa (Teledyne Isco, Lincoln, ABD) ile Perkin-Elmer
Flexar LC sistemi (Waltham, ABD) bir araya getirilerek subkritik su kromatografisi
olusturulmustur. ISCO pompanin ¢ikisina dogrudan Flexar LC enjektor (10 pL)

baglanmistir ve ardindan ayirma kolonu ve Flexar UV detektor gelmektedir.

Kolon, Teknosem kolon 1sitma {initesi (Istanbul, Tiirkiye) icine yerlestirilmistir. Bu
tinite kolon sicakligin1 ve mobil faz sicakligini kontrol etmek i¢in blok 1sitici firin
olarak kullanilmistir. Kolon ve dedektor arasina, mobil fazin UV akis hiicresine
girmeden Once eliisyon sicakligini diistirmek igin Peltier sogutma tinitesi (Teknosem,
Istanbul, Tiirkiye) ve mobil faz1 s1vi durumda tutmak icin yeterli basing saglayacak
geri basing diizenleyicisi baglanmistir. UV dalgaboyu 278 nm’ye ayarlanmistir. Elde
edilen sonuglarin saklanmasi ig¢in Perkin Elmer Chromera Kromatografi veri sistemi

kullanilmustir.
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3.2.1 Subkritik su kromatografi sistemi

Kumarin ve tiirevlerinin subkritik su ortaminda kromatografik analizini
gerceklestirmek tlizere Sekil 3.7°de belirtilen subkritik su kromatografi sistemi

kurulmugtur ve sistem tizerinde yer alan bilesenler asagida kisaca agiklanmistir.

Sekil 3.7: Subkritik su kromatografi sistemi.

Sistem bilesenleri:
1. Sub/Siiperkritik Akigkan sistemi - [ISCO 260 D Siringa Pompa

ISCO 260 D marka siringa pompa, yapisinda yer alan rezervuar: sayesinde mobil fazi
depolamakta ve istenilen akis hizinda laminer bir sekilde sisteme
gonderebilmektedir. Su ve sivi organik ¢oziciiler disinda, sivi karbondioksit
depolayabilmekte ve siiperkritik akigkan sartlarinda ¢alisma yapilmasina olanak

saglamaktadir.
2. Kolon Isiticist

Kolon 1siticisi, bilesenlerin ayrilmasinda kullanilacak sivi kromatografi kolonunun
sicakligini subkritik su sartlarina ulastirabilmek ve bu sartlarda calistirmak igin
kullanilmaktadir. Maksimum 200 °C sicakliga cikabilmekte ve + 1 °C hassaslikta

calisabilmektedir.
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3. Sogutucu Sistem

Sogutucu sistem, subkritik su kromatografi sisteminin en 6nemli bilesenlerinden
birini olusturmaktadir. Subkritik sartlarda mobil fazin yiiksek sicaklikta kullanilmasi
ve direkt dedektorle temas halinde olmasi calisilan dedektoriin  hassasiyetini
yitirmesine ve bozulmasina yol agmaktadir. Peltier sogutma sistemi olarak
nitelendirilen bu bilesen, aluminyum plakalardan olusmakta ve elektron akimi ile
sogutma yapmaktadir. Kolon ve baglant1 aparatlarindan gelen sicak mobil faz1 oda
sicakligina kadar sogutup, mobil fazin normal sartlarda dedektore gegisine olanak

saglamaktadir.

4. Enjeksiyon Portu

Ayrilmast istenen bilesenlerin sisteme enjekte edilmesinde kullanilmaktadir.
5. UV/VIS Dedektor

Subkritik su sisteminde bilesenlerin taninmasinda kullanilmaktadir. Perkin-Elmer

Flexar marka UV dedektor 200-800 nm dalga boyunda ¢aligsma araligina sahiptir.
6. Akim Korumali Coklu Priz

Kromatografi sistemini akim degisimlerine kars1 korumaktadir.

7. Gilg¢ Kaynagi

Kromatografi sistemini akim-voltaj degisimlerine kars1 korumaktadir.

8. Bilgisayar ve Kromatografik Yazilim Sistemi

Perkin-Elmer Chromera marka kromatografik yazilim sistemi, subkritik su
kromatografisi sonucu elde edilen verilerin goriintiillenmesinde ve saklanmasinda

kullanilmaktadir.
3.3 Yontem

Subkritik su kromatografisinde mobil faz olarak kullanilacak subkritik suyun
olusturulmasi i¢in ultra saf su ile 100-200 °C sicaklik araliginda galisilmistir. Ayrica

yiiksek sicaklikta suyun eliisyon giiciinii artirmak i¢in mobil faza %2 ve %5 oraninda
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metanol eklenerek yiiksek sicaklik sivi kromatografisi (HTLC) kullanilmistir.
Kromatografik olarak ayrilacak bilesenler sivi fazda c¢oziilerek sisteme enjekte
edilmistir ve farkli sicaklik programlarinda ve farkli alikonma zamanlarinda ayirma
gergeklestirilmistir. Kromatografik sistemin sicaklik programi ile calisiimasi ve
yiiksek sicakliklara c¢ikilmasi dolayisiyla analitik kolondan sicak olarak c¢ikan
cozeltilerin dedektdrde sinyal olarak algilanmasindan Once sicak numunenin
dedektére zarar vermemesi i¢in numune, sogutma borularindan gecirilerek
sogutulmustur ve sonra dedektore gonderilmistir. Elde edilen kromatogramlar
dikkate alinarak maddelerin kalitatif olarak ayrilmasi incelenmistir. Calisilan
numunelerin - kromatografik ayrimlarinin yiiksek sicakliklarda gergeklesmesi
nedeniyle, calisilan sicakliklarda sabit fazin zarar gérmemesi ve bilesiklerin miimkiin

olan en iyi ayriminin yapilabilmesi i¢in kullanilacak kolon tipleri belirlenmistir.
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4, BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Kromatografik Sartlarin Belirlenmesi

Kumarin ve kumarin tiirevlerinden olan vanilin ve etil vanilin bilesiklerinin normal
sartlar altinda ultra performansli sivi kromatografi (UPLC) ile kromatografik
sartlarinin belirlenmesi i¢in Agilent 1290 Infinity marka UPLC cihaz1 kullanilmistir.
Kumarin ve tiirevlerini igeren karistmin kromatografik analizi gradient eliisyon
sisteminde ve Waters XTerra MS C18 (4,6 mm x 100 mm ve 3,5 pm) marka kolon
kullanilarak asagida belirtilen kosullarda gergeklestirilmistir.
Coziicti Sistemi: (A)- % 1 Formik asit iceren Su ve (B)- Asetonitril
Kolon Sicaklig: 40 °C
Akis hizi: 1 mL/dk
Numune derisimi: 10 ppm
Enjeksiyon miktart: 5 pL
Dalga boyu: 278 nm (UV)
Eliisyon Zamani: 0-20 dk (% 90 A ve % 10 B)

20-45 dk (% 10 A ve % 90 B)
Yukarida belirtilen sartlarda gergeklestirilen ayirma sonucunda elde edilen

kromatogramlar Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Sekil 4.1: Kumarin, Vanilin ve Etil vanilinin UPLC ile ayrilmas1 sonucu elde edilen
kromatogramlar-1 (1. Vanilin; 2. Etil Vanilin; 3. Kumarin).



1

[F5)

Sekil 4.2: Kumarin, vanilin ve Etil vanilinin UPLC ile ayrilmasi sonucu elde edilen
kromatogramlar-2 (1. Vanilin; 2. Etil Vanilin; 3. Kumarin).

Normal sartlarda yapilan kromatografik analiz sonucu vanilin, etil vanilin ve
kumarinin literatiir calismalarinda da belirtildigi gibi sirasiyla 6.87, 15.29 ve 16.96
alikonma zamanlarinda geldikleri tespit edilmistir.

Cizelge 4.1’de, UPLC ve SBWC sistemlerinde gerceklestirilen ilk denemelerde,
Waters XTerra MS C18 kolonda yapilan ayrim igin gegen siire ve harcanan organik

¢Oziicii miktar1 karsilastiriimistir.

Cizelge 4.1: UPLC ve SBWC ile gergeklestirilen ayrim sonuglarinin

karsilastirilmasi.
Alikonma Zamani (dk) Tiiketilen Atik
Sicaklik Asetonitril Asetonitril

Vanilin Etil Vanilin Kumarin (mL) (mL)

UPLC (40°C) 6.87 15.29 16.96 24.5 24.5
SBWC (150°C) 4.60 8.82 12.40 0 0
SBWC (180°C) 3.36 5.64 7.98 0 0
SBWC (200°C) 2.93 4.57 6.38 0 0

Cizelge 4.1 incelendiginde, 40 °C’de UPLC ile yapilan galismalarda kumarinin
alikonma siiresi 17 dakika olarak tespit edilirken, 150 °C’de SBWC ile yapilan
calismalarda kumarinin alikonma siiresi 12 dakika olarak tespit edilmistir. Yiiksek
sicakliklarda suyun dielektrik sabiti azaldigr i¢in ellisyon giicli artmis ve

gerceklestirilen kromatografik ayrimda su, su-organik ¢oziicii karigimi  gibi
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davranmistir. Bunun yaninda viskozitesinin de azalmasi hizli bir ayrima olanak
saglayip analiz siiresini kisaltmistir. Cizelge 4.1°de de goriildiigii gibi artan sicaklikla
maddelerin alikonma stireleri kisalmis ve organik ¢6ziicii sarfiyati sifira indirilmistir.
Boylece subkritik su kromatografisinin zararli organik ¢o6ziicliler olmaksizin
gostermis oldugu ayirma performanst ile giivenilir, ekonomik ve g¢evre agisindan

yesil bir teknik oldugu belirtilmistir.
4.2 HPLC Kolonu Kullanarak Bilesenlerin Ayrilmasi

Karisimlarin - subkritik su kromatografisinde etkin bir sekilde ayrilmasi igin
kromatografik ¢alismalar 5 farkli stvi kromatografi kolonu ile gergeklestirilmistir. Bu
kolonlarin markalart ve ozellikleri Cizelge 4.2°de belirtilmistir. Kromatografik
caligmalarda bu kolonlarin kullanilmasinin nedeni, sabit fazlarinin yiiksek sicaklikta

gosterdikleri termal kararliligin diger ticari kolonlara gore daha fazla olmasidir.

Cizelge 4.2: Kumarin ve tlirevlerinin ayrilmasinda kullanilan HPLC kolonlar1 ve

ozellikleri.
Kolon Markasi Kolon boyutu Partikil Sabit faz
boyutu
Waters XTerra MS C18 4,6x100 mm 3,5 um Hibrit partikiiller
Waters XBridge C18 4,6x100 mm 3,5 um 3 Fonksiyonlu C18
Zorbax RRHD Eclipse 2,150 mm 1.8 um Gellstlrllmls_ dl_metll-n-
Plus oktadesil silan
Zorbax SB Phenyl 4,6x150 mm 5 um Mikro gozenekli silika
Zorbax SB C18 4,6x150 mm 5 pm Sterik korumali C18

4.2.1 Waters XTerra MS C18 (4.6 mm x 100 mm, 3.5 pm)

Waters XTerra MS C18 kolonu kumarin ve tiirevlerinin subkritik su kromatografisi
ile ayrilmasinda kullanilmistir. Mobil faz olarak %1 formik asit ve %99 ultra saf su
kullanilmistir. Kromatografik ayrimlar sicaklik 100-200 °C arasinda, mobil faz akis
hizi 1.0 mL/dk ve numune Kkonsantrasyonu 25 ppm olacak sekilde

gerceklestirilmistir. Karigimlarin ayrilmasinda sicaklik etkisini gostermektedir (Sekil
4.3).
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Sekil 4.3: Kumarin ve tlirevlerinin Waters X-Terra MS C18 kolon ile farkli
sicakliklarda ayrilmasi ( 1. Vanilin, 2. Etil Vanilin, 3. Kumarin).

Waters XTerra MS C18 kolon kullanilarak yapilan ¢aligmalar sonucunda belirtilen
bilesiklerin 200 °C’lik kolon sicakligindaki ayrimlari toplamda 7 dakikada
gerceklestirilmistir. Sekil 4.3’te gosterilen kromatogramlar incelendiginde sicakligin
arttirilmast ile bilesiklerin alikonma siirelerinde kisalma oldugu ancak etil vanilin ve
kumarin piklerinin ¢akismasi nedeniyle iyt bir ayrimm yapilamadig
gozlemlenmistir. Sicaklik artisiyla pik yiiksekliklerinin iyilesmesinin analit

coziinlirliiklerindeki artistan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
4.2.2 Waters XBridge C18 (4.6 mm x 100 mm, 3.5 pm)

Waters XBridge C18 kolonu kumarin ve tiirevlerinin subkritik su kromatografisi ile
ayrilmasinda kullanilmigtir. Mobil faz olarak %1 formik asit ve %99 ultra saf su
kullanilmistir. Kromatografik caligmalar 100-200 °C arasinda gergeklestirilmis olup,
mobil faz akis hizt 1.0 mL/dk ve 2.5 mL/dk arasinda degistirilmis ve numune
konsantrasyonu 25 ppm olacak sekilde ayrimlar yapilmistir. Sekil 4.4’te, bilesenlerin

ayrilmasinda sicaklik etkisini géstermektedir.
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Sekil 4.4: Kumarin ve tlirevlerinin Waters X-Bridge C18 kolon ile farkl
sicakliklarda ayrilmasi (1. Vanilin, 2. Etil Vanilin, 3. Kumarin).

Waters XBridge MS C18 kolon ile yapilan kromatografik ayrimlarda 150 °C’de
bilesiklerin ¢ok iyi bir sekilde ayrildig1 gozlemlenmistir. Bununla birlikte sicakligin
arttirilmasiyla bilesiklerin alikonma zamanlarinda kisalma fakat pik karakterlerinde
de bir degisim oldugu belirtilmistir. Pik karakterlerindeki degisimlerin nedeni olarak
yiiksek sicakliklarda kolon dolgu maddesinin yapisinda meydana gelen degismelerin

etkin olabilecegi diisiiniilmektedir.
4.2.3 Zorbax RRHD Eclipse Plus (2.1 mm x 50 mm, 1.8 pm)

Zorbax RRHD Eclipse Plus, kumarin ve tiirevlerinin subkritik su kromatografisi ile
ayrilmasinda kullanilan bir diger kolondur. Mobil faz olarak %1 formik asit ve %99
ultra saf su kullanilmistir. Kromatografik ayrimlar 100-200 °C arasinda, mobil faz
akig hizt 0.9 mL/dk ve 1.5 mL/dk araliginda ve numune konsantrasyonu 5 ppm
olacak sekilde gergeklestirilmistir. Sekil 4.5°te, karisimlarin ayrilmasinda sicaklik

etkisini gostermektedir.

44



20 3 20 20
1 2 i 11!
154 154 2 3 5412 3
2] 1 1 4] . <) T
g g 4 1 g
£ 10 10 10
2 ] 2 ] =l
5| 5: 5:
O:J\J O:J\/J 0‘U
T T T 1T T 11
0 2 0 2 2
Zaman (dk) Zaman (dk) Zaman (dk)
(150 OC) (180 0C) (200 OC)

Sekil 4.5: Kumarin ve tlirevlerinin Zorbax RRHD Eclipse Plus kolon ile farkli
sicakliklarda ayrilmasi (1. Vanilin, 2. Etil Vanilin, 3. Kumarin).

Zorbax RRHD Eclipse Plus kolonu, kolon ve partikiil boyutlar1 nedeniyle caligilan
diger kolonlardan farkli bir takim 6zelliklere sahiptir. Kolon uzunlugunun 50 mm ve
gbzenek boyutunun 1,8 um olmasi yiiksek kolon i¢ basinci saglamaktadir. Kolon i¢
basincinin dengelenmesi i¢in c¢alisma degisik mobil faz akig hizlarinda
gerceklestirilmistir. Calisilan biitiin sicakliklarda bilesenlerin kromatogramlarindan
farkli olarak, parcalanma iriinii oldugu tahmin edilen bir pik gozlenmistir. Yapilan
ayrmm calismalarinda 150 °C’de bilesenlerin 3 dakika gibi bir siirede ayrildig1 ve
sicakligi 200 °C’ye yiikseltilmesi ile toplam alikonma siiresinin 2 dakika oldugu

gbzlemlenmistir.
4.2.4 Zorbax SB Phenyl (4.6 mm x 150 mm, 5 pm)

Zorbax SB Phenyl kolonu kumarin ve tiirevlerinin subkritik su kromatografisi ile
ayrilmasinda yer almistir. Mobil faz olarak %1 formik asit ve %99 ultra saf su
kullanilmistir. Kromatografik calismalar 100-200 °C arasinda gergeklestirilmistir.
Mobil faz akis hizi 1.0 mL/dk ve numune konsantrasyonu 25 ppm olacak sekilde

ayarlanmistir. Sekil 4.6’da, bilesenlerin ayrilmasinda sicaklik etkisini gostermektedir.
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Sekil 4.6: Kumarin ve tiirevlerinin Zorbax SB Phenyl kolon ile farkli sicakliklarda
ayrilmasi (1. Vanilin, 2. Etil Vanilin, 3. Kumarin).

Zorbax SB Phenyl kolon ile yapilan kromatografik ¢aligmalar sonucunda 150 °C’de
bilesiklerin ¢ok iy1 bir sekilde ayrildigr gozlemlenmistir. Sicaklifin arttirilmasiyla
bilesiklerin alikonma siirelerinin kisaldigi ve ¢oziiniirliiklerinin arttigi belirlenmistir.
Ayrica 200 °C’de etil vanilin ve kumarin piklerinin ¢akismasi nedeniyle iyi bir
ayrimin yapilamadigi tespit edilmistir. Pik karekterindeki degisimin nedeni olarak
yiiksek sicakliklarda kolon dolgu maddesinin yapisinda meydana gelen degismelerin

etkin olabilecegi diisiiniilmektedir.
4.2.5 Zorbax SB C18 (4.6 mm x 150 mm, 5 pm)

Zorbax SB C18 kolonu kumarin ve tiirevlerinin subkritik su kromatografisi ile
ayrilmasinda kullanilmistir. Mobil faz olarak %21 formik asit ve %99 ultra saf su
kullanilmistir. Kromatografik ayrimlar sicaklik 100-200 °C arasinda, mobil faz akis
hizi 1.0 mL/dk ve numune Kkonsantrasyonu 10 ppm olacak sekilde
gerceklestirilmistir.  Sekil 4.7°de, karisimlarin ayrilmasinda sicaklik etkisini

gostermektedir.
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Sekil 4.7: Kumarin ve tiirevlerinin Zorbax SB C18 kolon ile farkli sicakliklarda
ayrilmasi (1. Vanilin, 2. Etil Vanilin, 3. Kumarin).

Zorbax SB C18 kolonu kullamlarak yapilan ayirma islemlerinde 150 °C’de
bilesiklerin toplam 7 dakika gibi bir siirede ve ¢ok iyi bir sekilde ayrildiklari
gozlemlenmistir. Bununla birlikte sicakligin arttirtlmasi sonucu alikonma siirelerinin
azaldif1, kromatogramlarin birbirine yaklasmaya basladigi ve 200 °C sicaklikta
vanilin ve etil vanilin piklerinin iist {iste ¢akigmasiyla iyi bir ayrimin yapilamadigi

tespit edilmistir.

Kumarin ve tlirevlerinin farkli kolon tiirleri ile subkritik su kromatografisi
kullanilarak gergeklestirilen kromatografik ayrimlarinda, bilesiklerin alikonma

zamanina sicakligin etkisi Cizelge 4.3’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.3: Bilesiklerin alikonma zamanina sicakligin etkisi.

Alikonma zamani (dk) (Waters XBridge C18 kolon)

ayrim elde edilmistir.
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Sicaklik
Kumarin Vanilin Etil Vanilin
150 °C 17.07 4.55 6.90
180 °C (2.5)* 4.68 1.39 3.16
200 °C (2.5)* 4.44 1.34 2.96
Alikonma zaman (dk) (Waters XTerra MS C18 kolon)
Sicaklik
Kumarin Vanilin Etil Vanilin
150 °C 12.40 4.60 8.82
180 °C 7.98 3.36 5.64
200 °C 6.38 2.93 4,57
Alikonma zamani (dk) (Zorbax SB Phenyl kolon)
Sicaklik
Kumarin Vanilin Etil Vanilin
150 °C 14.50 8.04 11.55
180 °C 9.52 5.80 7.96
200 °C 7.53 491 6.52
Alikonma zamani (dk) (Zorbax RRHD Eclipse Plus kolon)
Sicaklik
Kumarin Vanilin Etil Vanilin
150 °C (0.9)* 1.93 0.65 0.88
180 °C (1.1)* 2.26 0.69 0.98
200 °C (1.5)* 1.61 0.48 0.68
Alikonma zamani (dk) (Zorbax SB C18 kolon)
Sicaklik
Kumarin Vanilin Etil Vanilin
150 °C 6.57 2.49 3.10
180 °C 4.10 2.10 2.87
200 °C 3.20 1.94 2.46
(* Mobil faz akis hizi)

Yiiksek sicaklikta suyun viskozitesinin azalmasi ile birlikte bilesiklerin difiizyonu ve
kiitle transferi artmistir. Ayrica azalan viskozite sistem geri basincini diislirmiis ve
yiiksek akis hizi kullanimima olanak saglamistir. Artan akis hiziyla birlikte analiz
stiresi kisalmig ve hizli bir ayrim gerceklestirilmistir. Boylece artan sicaklikla birlikte

suyun fizikokimyasal 6zellikleri degismis ve organik ¢oziiciiler olmaksizin iyi bir




4.3 Entalpi ve Entropi Degerlerinin Hesaplanmasi

Ters faz sivi kromatografisinde alikonma faktoriine sicakligin etkisi Van’t Hoff
esitligi ile agiklanmaktadir. Alikonma faktoriintin (k”), entalpi ve entropi ile iligkisini
igeren esitlik;

C-AH®AS?

Ink +

!
R (4.1)

seklinde ifade edilmektedir. Burada k; kromatografik alikonma faktorti, AH®; sabit

fazdan mobil faza ¢oziinen igin standart entalpi, AS°® sabit fazdan mobil faza

¢Oziinen i¢in standart entropi, T; calisilan sicaklik ve ¢; hacim faz orami olarak
nitelendirilmektedir. Van’t Hoff esitligine gore Ink degerinin 1/T degerine karsi
cizilen grafigi dogrusal olmalidir ve artan sicaklikla alikonma siiresi azalmaktadir.
1/T ye karsilik Ink grafige gegirildiginde olusan egrinin egimi entalpiyi vermektedir.
Ters fazdaki tipik entalpi etkilesimleri kiigiik molekiiller i¢in (-10) ile (-15) arasinda
iken biiyiikk molekiiller i¢in genellikle biiyliik (negatif) entalpi degerlerindedir.
Sicaklik degisimi biiyiikk AH°li analitleri kiigiik AH°li analitlerden daha ¢ok
etkilemekte ve bu nedenle yiiksek sicaklikta segicilikte degisiklik olabilmektedir
(Greibrokk ve Andersen, 2003; McNeff vd., 2007).

Kumarin ve tiirevlerinin subkritik su kromatografisi ve farkli kolon tiirleri
kullanilarak yapilan ayrim c¢alismalarinda Van’t Hoff esitligi kullanilarak Ink
degerinin 1/T degerine karsi grafigi ¢izilmis ve elde edilen grafikler EK.A’da

verilmistir.

Veriler kullanilarak yapilan grafik ¢izimleri sonucu kumarin ve tiirevleri igin standart
entalpi degerleri ve korelasyon katsayilar1 hesaplanmistir. Elde edilen veriler Cizelge

4.4’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.4: Farkli kolon tiirleri ile kumarin ve tiirevleri i¢in elde edilen entalpi

verileri.
Bilesik Kumarin Vanilin Etil Vanilin
Entalpi Korelasyon Entalpi Korelasyon Entalpi Korelasyon
Kolon AHC(kj/mol) (R? AHC(kj/mol) (R AHC(kj/mol) (R?
Waters
XBridge -35.27 0.9360 -39.46 0.9705 -32.39 0.9856
C18
Waters
XTerra MS -22.22 0.9993 -17.97 0.9898 -23.29 1
c18
Zorbax SB -23.83 0.9994 -13.40 0.9873 -18.97 0.9998
Phenyl
Zorbax
RRHD -20.04 0.8810 -21.05 0.9068 -19.01 0.9336
Eclipse Plus
Zorgi’éSB -29.21 0.9944 5.68 0.8832 9.56 0.8608

Yapilan kromatografik ayrimlarda biitiin sartlarda entalpi degerleri negatif olarak
bulunmustur ve bu sonuc¢ c¢alisilan kolonlarda bilesiklerin  alikonmalarinin
ekzotermik bir islem oldugunu gostermistir. Artan sicaklikla bilesiklerin alikonma
zamanlar1 ve alikonma faktorleri sistematik bir sekilde azalmigtir. Zorbax RRHD
Eclipse Plus kolon hari¢ diger kolonlarda bilesenler igin ¢izilen van’t Hoff
grafiklerinin dogrusal oldugu ve korelasyon katsayilarinin yaklasik olarak R?=0.98-
0.99 araliginda degistigi tespit edilmistir. Bu da subkritik su kromatografisinde
bilesiklerin alikonma zamanlar ile degisen sicaklik arasinda ¢ok hassas bir iliski

oldugunu gostermektedir.
4.4 NA-PHEMAH Kolonun Termal Kararhhg:

Sabit faz olarak kullanilacak olan NA-PHEMAH partikillerinin  kolona
doldurulmadan énce 100-200 °C sicaklik araliginda 1s1 testine maruz birakilmast ile
kararliliklar1 Gl¢lilmiis, molekiil yapisinda herhangi bir degisim olup olmadigi
kontrol edilmis ve 1s1 testleri sonucunda partikiillerin yapisinda herhangi bir
bozunma meydana gelmedigi tespit edilmistir. Sentezlenen mikrokiirelerin kolona
doldurulmasinin ardindan kromatografik ayrimlarin yiiksek sicakliklarda yapilacak
olmasi nedeniyle yeni hazirlanan kolona tekrar termal kararlilik testi uygulanmistir.

NA-PHEMAH kolonunun termal kararlilik ¢alismalarinda kullanilmasinin birinci

asamasinda 125-180 °C sicaklik araliginda ¢alisiimis ve mobil faz olarak sadece ultra
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saf su kullanilmigtir. Mobil faz olarak sadece ultra saf su kullanildiginda calisilan
sicakliklarda herhangi bir kromatogram gozlenememis ve dolayisiyla karigimlarin

ayrilmasinda bir basari elde edilememistir.

Ikinci asamada suyun eliisyon giiciinii artirmak igin sicakliga alternatif olarak mobil
faza organik ¢oziicli eklenmistir ve termal kararlilik ¢alismalarinda mobil faz olarak
%2 metanol- %1 formik asit- %97 ultra saf su kullanilmistir. Ayrimlar 150 °C
sicaklikta ve 1.5 mL/dk mobil faz akis hizinda, test karisimi olarak vanilin, kumarin
ve 6-metil kumarin kullanilarak ve bilesenlerin konsantrasyonu sirasiyla 20: 30 ve 40
ppm olacak sekilde hazirlanarak gerceklestirilmistir. Karigimlarin ayrilmasinda,
kolon 150 °C’ye sartlandirilmis ve sonrasinda her 2- 3 saatte bir enjeksiyon yapilarak
giinde 8 saat olmak tiizere toplamda 500 saat calistirllmistir. Caligmalar sonucunda

elde edilen kromatogramlardan bazilar1 Sekil 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.8: Kumarin ve tiirevlerinin naftilamin-PHEMA sabit fazli kolonda
gerceklestirilen termal kararlilik kromatogramlari (1. Vanilin (20 ppm), 2. Kumarin
(30 ppm), 3. (6)-Metil Kumarin (40 ppm)).

Sekil 4.8’deki kromatogramlar incelendiginde iyi bir ayrimin gerceklestigi tespit
edilmigtir. Ayrim siiresince kolonda ve pik karakterinde herhangi bir degisim

gozlenmemistir. Sicakligin 150 °C’de sabit tutulmasma ragmen bilesenlerin
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¢Oziiniirliikleri artmig ve pik simetrileri gelismistir. Bu gelismelerin 1sitma siiresinin
uzun tutulmasindan kaynaklandigi disiiniilmiistiir ve bu siire iginde teorik tabaka
sayis1 ve alikonma faktoriiniin kolon verimliligini agiklamada kullanilan 6nemli

parametreler oldugu Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da gizilen grafiklerde gosterilmistir.
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Sekil 4.9: SBWC’de 1s1tma siiresinin alikonma faktorii tizerine etkisi.
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Sekil 4.10: SBWC’de 1sitma siiresinin tabaka sayis1 lizerine etkisi.

Kromatografik ayrimlarda kolon, sabit sicaklikta uzun siire ¢alistig1 igin bilesenlerin
alikonma siireleri ve pik genislikleri zamanla azalmistir. Buna bagli olarak kolonun
teorik tabaka yiiksekligi azalmis ve kolon verimi artmistir. Sekil 4.9 incelendiginde
6- metil kumarin hari¢ diger bilesenlerin alikonma faktorleri degismemistir. 6- metil

kumarinin tekrarlanabilirligi diisiik olsa da tiim bilesenlerin kolon etkinligi artmustir.
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Calisilan 500 saat boyunca partikiillerin yapisinda herhangi bir bozunma meydana

gelmemis ve kolonun ¢alisma sartlarinda oldukga kararli oldugu tespit edilmistir.

4.5 NA-PHEMAH Mikrokiirelerinin Sabit Faz Olarak Kullamildigi

Kromatografik Ayrimlar

NA-PHEMAH kolon ile yiiksek sicakliklarda daha iyi kromatografik ayrimlar
gerceklestirebilmek igin bu asamada yiiksek sicaklik sivi kromatografisi (HTLC)
kullanilmistir. NA-PHEMAH kolon ile kumarin ve tiirevlerinin kromatografik
caligmalarinda sadece ultra saf su kullanildiginda ¢alisilan sicakliklarda karisimlarin
ayrilmasinda bir basar1 elde edilemedigi i¢in saf suyun eliisyon giiclinii artirmak
amaciyla yiliksek sicakliga alternatif olarak mobil fazda su yaninda organik ¢6ziicii
yer almigtir ve ayrimlarda %2 metanol- %1 formik asit- %97 ultra saf su ve %5

metanol- %1 formik asit- %94 ultra saf su karisimlar1 mobil faz olarak kullanilmistir.

Mobil faz olarak %2 metanol- %1 formik asit- %97 ultra saf su kullanildiginda,
mobil faz akis hiz1 1.0-2.5 mL/dk araliginda ve 125-200 °C sicaklik araliginda
karisimlarin ayrimi gerceklestirilmistir. Ayrim g¢alismalart i¢in iki farkli karisim
sistemi kullanilmistir. Birinci karisim sistemi vanilin, kumarin ve 6- metil kumarin
bilesiklerinden olusurken, ikinci karigim sistemi vanilin, etil vanilin ve 7- metil
kumarin bilesenlerinden olusturulmustur. Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.11a ve

Sekil 4.11b’de gosterilmistir.
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Sekil 4.11a: Kumarin ve karisimlarinin naftilamin-PHEMAMH sabit fazli kolonda
gergeklestirilen ayrim kromatogramlari (1. Vanilin (20 ppm), 2. Kumarin (30 ppm),
3. (6)-Metil Kumarin (40 ppm)).
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Sekil 4.11b: Kumarin ve karigimlarinin naftilamin-PHEMAMH sabit fazli kolonda
gerceklestirilen ayrim kromatogramlari (1. Vanilin (20 ppm), 2. Kumarin (30 ppm),
3. (6)-Metil Kumarin (40 ppm)).

Sekil 4.11°deki kromatogramlar incelendiginde g¢alisilan biitiin sicakliklarda 1yi bir
ayrmmin gergeklestigi gozlemlenmistir. 125 °C kolon sicakliginda bilesikler toplamda
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70 dakika gibi oldukg¢a uzun bir alikonma siiresi sonunda ayrilirken, sicakligin 200
°C’ye yiikseltilmesi ile birlikte alikonma siiresi toplamda 25 dakika olarak
belirlenmis ve vanilin, kumarin ve 6-metil kumarin bilesiklerinin ayrilmasi
gerceklestirilmistir. Artan sicaklikla bilesenlerin alikonma siirelerinin azalmasi

yaninda pik simetrilerinin de arttig1 gozlemlenmistir.

Ikinci karisim sistemini olusturan vanilin, etil vanilin ve 7-metil kumarin
bilesenlerinin ayrilmasinda mobil faz olarak %2 metanol- %1 formik asit- %97 ultra
saf su karistmi kullanilmis, mobil faz akis hizi 1.0-2.5 mL/dk araliginda olacak
sekilde ve 125-200 °C sicaklik aralifinda karisimlarin ayrim ¢alismalar yapilmigtir.
Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.12a ve 4.12b’de gosterilmistir.
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Sekil 4.12a: Kumarin ve karisimlarinin naftilamin-PHEMAH sabit fazli kolonda
gergeklestirilen ayrim kromatogramlari (1. Vanilin (20 ppm), 2. Etil Vanilin (30
ppm), 3. (7)-Metil Kumarin (40 ppm)).
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Sekil 4.12b: Kumarin ve karigimlarinin naftilamin-PHEMAMH sabit fazli kolonda
gergeklestirilen ayrim kromatogramlari (1.Vanilin (20 ppm), 2.Etil Vanilin (30 ppm),
3. (7)-Metil Kumarin (40 ppm)).

Sekil 4.12°deki kromatogramlar incelendiginde calisilan biitiin sicakliklarda yine iyi
bir ayrimin gergeklestigi gézlemlenmektedir. Sicakligin arttirilmasiyla bilesiklerin
alikonma siireleri kisalmig ancak pik karakterlerinde bir degisiklik olmamistir. Mobil
faz olarak %5 metanol- %1 formik asit- %94 ultra saf su kullanildiginda, mobil faz
akis hiz1 1.0-2.5 mL/dk aralifinda ve 125-200 °C sicaklik aralifinda karisimlarin
ayrimlar1 gergeklestirilmistir. Birinci karigim sistemi igin elde edilen kromatogramlar
Sekil 4.13a ve 4.13b’de gosterilmistir.

56



] 2 ] 2
14: 14: ‘ﬁ‘
S
| - | \ :

1 1 | . |
g% \ | \ 5] / | /‘l
2 2 | | | |

| Lo

. T ]

] i | [

1 U s

o], Mr'/ -

o T T T 2{0 T I I 4|0 T 1 1 6B T 11 |1|0| LIl \Z\OI [ \3\

Zaman (dk) Zaman (dk)
(125 °C) (150 °C)

Sekil 4.13a: Kumarin ve karisimlarinin naftilamin-PHEMAMH sabit fazli kolonda
gerceklestirilen ayrim kromatogramlari (1.Vanilin (20 ppm), 2.Kumarin (30 ppm),
3.(6)-Metil Kumarin (40 ppm)).
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Sekil 4.13b: Kumarin ve karisimlarinin naftilamin-PHEMAMH sabit fazli kolonda
gerceklestirilen ayrim kromatogramlar (1.Vanilin (20 ppm), 2.Kumarin (30 ppm),
3.(6)-Metil Kumarin (40 ppm)).

Sekil 4.13’teki kromatogramlar incelendiginde ¢alismalar sonucunda iyi bir ayrimin

gerceklestigi belirtilmistir. Sicakligin artmasi ile bilesiklerin alikonma siirelerinde
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azalma ve ¢oziiniirliiklerindeki artigtan kaynaklanan pik yiiksekligi gézlemlenmistir.
Mobil faz karisimindaki metanol oraninin %2’den %5’e yiikseltilmesi ile bilesiklerin
ayriminin daha kisa alikonma siirelerinde gergeklestigi tespit edilmistir. Bununla
birlikte miimkiin olan en az organik ¢oziici miktarin1 kullanmak amaciyla ve
kullanilan metanol yiizdelerinde de iyi bir ayrimin gergeklestirilmis olmasi
nedeniyle, mobil faz igindeki metanol orani en fazla %5 olacak sekilde sabit

tutulmustur.

Ikinci karisim sistemini olusturan vanilin, etil vanilin ve 7-metil kumarin
bilesenlerinin kromatografik ¢alismalarinda mobil faz olarak %5 metanol- %1 formik
asit- %94 ultra saf su karistmi kullanilmig, mobil faz akis hizi 1.0-2.5 mL/dk
aralifinda olacak sekilde ayarlanmis ve 125-200 °C sicaklik araliginda karisimlarin
ayrimlar1 yapilmistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.14a ve Sekil 4.14b’de

gosterilmigtir.
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Sekil 4.14a: Kumarin ve karisimlarinin naftilamin-PHEMAMH sabit fazli kolonda
gergeklestirilen ayrim kromatogramlari (1.Vanilin (20 ppm), 2.Etil Vanilin (30 ppm),
3. (7)-Metil Kumarin (40 ppm)).
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Sekil 4.14b: Kumarin ve karisimlarinin naftilamin-PHEMAH sabit fazli kolonda
gergeklestirilen ayrim kromatogramlari (1.Vanilin (20 ppm), 2.Etil Vanilin (30 ppm),
3. (7)-Metil Kumarin (40 ppm)).

Sekil 4.14’teki kromatogramlar incelendiginde calisilan biitlin sicakliklarda 1yi bir
ayrimin gergeklestigi gdzlemlenmistir. 125 °C kolon sicakliginda bilesikler toplamda
60 dakika gibi oldukca uzun bir alikonma siiresi sonunda ayrilirken, sicakligin 200
°C’ye yiikseltilmesi ile birlikte alikonma siiresi toplamda 15 dakika olarak
belirlenmis ve vanilin, etil vanilin ve 7-metil kumarin bilesiklerinin iyi bir ayrimi
gerceklestirilmistir. Sicakligin yaninda mobil faz bilesiminde yer alan metanol
oraninin da %?2’den %5’e yiikselmesi ile kromatografik ayrimin daha kisa alikonma

stirelerinde gerceklestigi ve gelisen pik simetrisiyle sonuglandigi tespit edilmistir.

Kumarin ve tiirevlerinin NA-PHEMAH mikrokiirelerinin sabit faz olarak kullanildig:
subkritik su sartlarinda gergeklestirilen ayirma ¢alismalarinda, bilesiklerin

kromatografik parametrelerine sicakligin etkisi Cizelge 4.5’te gosterilmistir.

59



Cizelge 4.5: Kumarin ve tiirevlerinin kromatografik parametrelerinin sicakliga bagl
olarak degismesi (Sabit faz: NA-PHEMAH).

PHEMA Kolon - %2 Metanol

Akis o Alikonma | Alikonma | Asimetri Pik Tabaka

Stcaklik hiz1 Bilesikler Zamani Faktorii Faktorii | Genigligi | Sayisi
Vanilin 17.2 67 0.93 1.98 419
125°C 1.0 Kumarin 30.2 119 1.00 2.84 627
6-m kumarin 60.5 241 0.91 499 816
Vanilin 10.6 41 0.96 151 273
150 °C 15 Kumarin 18.5 73 1.01 1.97 489
6-m kumarin 36.5 145 0.92 3.42 632
Vanilin 7.8 30 0.93 1.23 223
180°C | 2.0 Kumarin 13.6 53 1.00 1.55 427
6-m kumarin 26.4 105 0.99 2.57 586
Vanilin 5.7 22 1.01 1.01 177
200 °C 2.5 Kumarin 9.9 41 1.02 1.25 348
6-m kumarin 19.2 76 1.04 1.92 555

PHEMA Kolon - %2 Metanol

Akis oo Alikonma | Alikonma | Asimetri Pik Tabaka

Stcaklik hiz1 Bilesikler Zamani Faktori Faktorii | Genigligi | Sayisi
Vanilin 18.2 72 0.93 1.96 478
125°C 1.0 Etil Vanilin 30.3 120 1.03 2.81 645
7-m kumarin 64.6 255 1.01 5.12 883
Vanilin 10.7 42 0.99 1.57 258
150 °C 15 Etil Vanilin 17.8 70 0.97 1.92 477
7-m kumarin 37.1 147 1.04 3.44 645
Vanilin 7.5 29 1.01 1.20 217
180 °C 2.0 Etil Vanilin 12.4 49 1.02 1.53 364
7-m kumarin 255 101 1.04 2.50 577
Vanilin 5.9 23 1.01 1.01 189
200 °C 2.5 Etil Vanilin 9.8 38 1.03 1.24 347
7-m kumarin 20.1 79 1.07 1.99 566
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Cizelge 4.5 (devam): Kumarin ve tiirevlerinin kromatografik parametrelerinin
sicakliga bagl olarak degismesi (Sabit faz: NA-PHEMAH).

PHEMA Kolon - %5 Metanol

Akis o Alikonma | Alikonma | Asimetri Pik Tabaka

Stcaklik hiz1 Bilesikler Zamant Faktorii Faktorii | Genigligi | Sayist
Vanilin 145 57 0.80 1.85 341
125°C 1.0 Kumarin 26.2 104 0.72 2.68 530
6-m kumarin 50.1 199 0.86 4.60 658
Vanilin 8.3 32 1.00 1.21 261
150 °C 15 Kumarin 14.3 56 0.99 1.83 339
6-m kumarin 26.7 106 0.82 2.51 628
Vanilin 5.8 22 1.04 1.07 163
180°C | 2.0 Kumarin 10.1 39 1.04 151 248
6-m kumarin 18.6 73 0.91 1.86 555
Vanilin 4.8 18 1.03 0.90 158
200 °C 25 Kumarin 8.3 32 0.92 1.38 201
6-m kumarin 15.2 59 0.95 1.68 454

PHEMA Kolon - %5 Metanol

Akis o Alikonma | Alikonma | Asimetri Pik Tabaka

Sicaklik hiz1 Bilesikler Zamani Faktorii Faktorii | Genigligi | Sayisi
Vanilin 16.2 64 1.02 1.82 440
125°C 1.0 Etil Vanilin 26.0 103 1.04 2.75 496
7-m kumarin 55.0 219 1.01 4.48 836
Vanilin 8.7 34 1.01 1.16 312
150 °C 15 Etil Vanilin 13.6 53 1.02 1.77 328
7-m kumarin 27.4 109 1.06 2.56 636
Vanilin 6.6 25 0.94 1.03 223
180 °C 2.0 Etil Vanilin 10.5 41 0.99 1.49 276
7-m kumarin 21.1 84 1.04 1.98 630
Vanilin 3.9 15 1.05 0.68 182
200 °C 25 Etil Vanilin 5.8 22 1.03 0.98 194
7-m kumarin 11.1 43 0.97 1.41 344

Yiiksek sicaklikta suyun eliisyon giiclinii artirmak i¢in sicakliga alternatif olarak
mobil fazda su yaninda organik ¢oziicii yer almistir. Cizelge 4.5 incelendiginde,
artan sicaklik ve metanol oramiyla birlikte kumarin ve tiirevlerinin alikonma
stirelerinin kisaldig1 gézlemlenmistir. Mobil faz sicakliginin artmasi sonucu suyun
dielektrik sabiti, viskozitesi ve yiizey geriliminin azalmasiyla birlikte polaritesinin de

azalmast, suyun apolar yapidaki molekiilleri ¢dzebilme giiclinii arttirmistir.
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Yiksek sicaklikta azalan viskozite sonucu bilesenlerin difiizyon hizinin ve kiitle
transferinin artmasiyla birlikte sistemin geri basinci disiiriilmiis ve bu sayede
maksimum kolon basincina kadar yiiksek akis hizi uygulanabilmistir. Biitiin bu
fizikokimyasal etkilerin birlesmesi ile kromatografik ¢alismalarda yiliksek sicaklikla
birlikte yliksek akis hizinin kullanilmasi sonucu analiz siiresi kisalmig ve iyi ayrimlar
gerceklestirilmistir. Hizli ayrim sonucu bilesiklerin alikonma siirelerinin yaninda pik
genisliklerinin de azalmasi ile yiiksek sicaklikta bilesiklerin pik simetrileri
gelistirilmistir ve bu parametrelerin teorik tabaka sayisim1i da etkileyecegi
belirtilmistir. Ancak bu parametreler yaninda artan sicaklik ve azalan viskozite
sayesinde mobil fazin yiiksek dogrusal hizda kullanilmasi sonucu tabaka
yiiksekliginin azalmasi ile teorik tabaka sayisinin yani kolon veriminin artmasi
beklenirken aksine azaldigi gozlemlenmistir. Bu durum kolonun yiiksek sicakliklara

dayanikli olmasina ragmen zamanla kolon etkinligini kaybettigini gostermistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Kumarin, bir¢ok bitki tiirlinde ve 6zellikle tar¢inda bulunan, dogal uguculuga sahip
fitokimyasal sinifta bir organik bilesiktir. Kumarin ve tiirevleri, gida katki maddesi
ve parfim bileseni olarak genis capli kullanim alanina sahiptir ve Avrupa’daki
marketlerde satilan deodorantlarin  %57-73’tinde kumarinler bilesen olarak
bulunmaktadir. Bununla birlikte kan inceltici, anti-fungisidal, bronsiyal dilator, anti-
inflamatuar ve analzejik Ozelliklerinden dolayr tipta kullanim alanlarma sahiptir.
Kumarinler, ayrica diger kimyasallar ile etkilestirilerek antikoagiilan ve
kemirgenlerin yok edilmesinde zehirleyici madde olarak da kullanim alanina sahiptir.
Kumarinlerin kromatografik olarak ayrilmasi ile ilgili literatiirde bir¢ok analiz
metodu kullanilmaktadir. Bunlar sirasiyla ince tabaka kromatografisi (TLC), yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi- kiitle spektrometresi
(GC/MS), s1vi kromatografisi- kiitle spektrometresi (LC/MS), yiiksek hizli karsit
akimli kromatografisi (HSCCC)’dir. Belirtilen ayirma teknikleri arasinda en ¢ok
yiiksek performansli sivi kromatografisi kullanilmaktadir. Yiiksek performanslt sivi
kromatografisi ile yapilan ayirmalarda mobil faz olarak su- asetonitril karigimi
kullanilmakta ve her bir analiz i¢in toplam alikonma zamani 45 dakika olarak
belirlenmekle birlikte yapilan analizde 24,5 mL asetonitril tiiketilmekte ve

sonucunda 24,5 mL asetonitril atik olarak disar1 verilmektedir.

Bu c¢alismada kumarin ve tiirevlerinin kromatografik ayrimlar1 subkritik su
kromatografisi ve yiiksek sicaklik sivi kromatografisi kullanilarak, iki asamada
gerceklestirilmistir. Birinci asamada eliient olarak saf su ve ticari olarak mevcut bes
farkli HPLC kolonu kullanarak ayrimlar yapilmistir. Bu kolonlar sirasiyla Waters
XTerra MS C18, Waters XBridge C18, Zorbax RRHD Eclipse Plus, Zorbax SB
Phenyl, Zorbax SB C18 marka kolonlardir. Calismalarda bu kolonlarin se¢ilmesinin
nedenleri yeni nesil kolon dolgu maddesine sahip olmalar1 ve yiiksek sicaklikta diger

kolonlara gore daha fazla kararlilik gostermeleri seklinde belirtilmektedir.



Subkritik su kromatografisi kullanilarak gergeklestirilen ayrimlar sonucunda elde
edilen veriler degerlendirildiginde, bes farkli HPLC kolonunda yapilan ¢aligmalarda
Waters XTerra MS C18 kolon ile 200 °C’de ve 1,0 mL/dk akis hizinda toplam 6.38
dakika, Waters XBridge C18 kolon ile 200 °C’de ve 2,5 mL/dk akis hizinda toplam
4,44 dakika, Zorbax RRHD Eclipse Plus kolon ile 200 °C’de ve 1,5 mL/dk akis
hizinda toplam 1,61 dakika, Zorbax SB C18 kolon ile 200 °C’de ve 1,0 mL/dk akis
hizinda toplam 3,20 dakika ve Zorbax SB Phenyl kolon ile 200 °C’de ve 1,0 mL/dk
akis hizinda toplam 7,53 dakika alikonma zamanlar1 ile ayrimlar gergeklestirilmistir.
Elde edilen kromatogramlar incelendiginde bilesiklerin ayrilmasinda en kullanish
kolonlarin Zorbax SB Phenyl, Zorbax SB C18, Waters XBridge C18 ve Waters
XTerra MS C18 kolonlar1 oldugu tespit edilirken, Zorbax RRHD Eclipse Plus
kolonda bilesiklerin ayriminda iyi sonuglar elde edilmesine ragmen, analiz
sonrasinda kromatogramlar incelendiginde bilesenlerin kromatogramlarindan farkl
olarak, pargalanma iriini oldugu tahmin edilen bir pik gozlenmistir. Pik
karekterindeki degisimlerin nedeni olarak yiiksek sicakliklarda kolon dolgu
maddesinin yapisinda meydana gelen degismelerin etkin olabilecegi belirtilmistir.

Bilesiklerin kromatografik ayrimlarinda ¢alisma sicakliginin ayrimlar tizerine etkisi
incelendiginde, sicakligin arttirilmasi ile birlikte suyun dielektrik sabitinin azalmasi
sonucu davranisinin polardan apolara dogru degismesi yani suyun organik ¢oziicii
davranigi gostermesi nedeniyle, organik bilesiklerin ¢ozlniirliigiinde artis meydana
gelmis ve bu sayede hizli bir ayrimin gergeklesmesi ile birlikte bilesenlerin alikonma

stireleri olduk¢a kisalmistir.

Calismanin ikinci asamasinda, sabit faz olarak sentezlenen Naftilamin takili
PHEMAH mikrokiirelerinin, kumarin ve tlirevlerinin kromatografik ayriminda
kullanilmast literatiirde ilk defa gerceklestirilen bir ¢aligmadir. PHEMAH
mikrokiireleri proteinlerin saflastirilmasinda afinite kromatografisinde oldukca genis
kullanim alanina sahipken, ters faz s1vi kromatografisi teknigi ile yiiksek sicaklik sivi
kromatografisinde kullanim alani ¢aligmalar1 ilk defa bu proje kapsaminda yapilmis
ve cok olumlu sonug¢lar alinmistir. NA-PHEMAH mikrokiireleri kullanilarak
gergeklestirilen subkritik su kromatografisi ¢alismalarinda saf suyun eliient olarak
kullanilmas: ile herhangi bir sonu¢ elde edilememistir. Bununla birlikte
kromatografik ayrimlarda yiiksek sicaklik sivi kromatografisi ile mobil fazda %2 ve

%35 metanol kullanilmasi sonucu bilesikler basarili bir sekilde ayrilmistir. Vanilin,
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kumarin ve 6-metil kumarin bilesiklerinin ayrimi mobil faz olarak %2 metanol- %1
formik asit- %97 ultra saf su kullanildig1 zaman 200 °C’de ve 2.5 mL/dk akis hizinda
toplam 19.2 dakikada, %5 metanol- %1 formik asit- %94 ultra saf su kullanildigi
zaman 200 °C’de ve 2.5 mL/dk akis hizinda toplam 15.2 dakikada
gerceklestirilmistir. Vanilin, etil vanilin ve 7-metil kumarin bilesiklerinin ayrilmasi
mobil faz olarak %2 metanol- %1 formik asit- %97 ultra saf su kullanildig1 zaman
200 °C’de ve 2.5 mL/dk akis hizinda toplam 20.1 dakikada, %5 metanol- %1 formik
asit- %94 ultra saf su kullanildig1 zaman 200 °C’de ve 2.5 mL/dk akis hizinda toplam
11.1 dakikada tamamlanmustir.

NA-PHEMAH mikrokiirelerinin sabit faz olarak kullanildig1 kromatografik ayrimlar,
ticari olarak mevcut sivi kromatografi kolonlar1 ile gerceklestirilen ayrimlarla
karsilastinldiginda, NA-PHEMAH mikrokiirelerinin 200 °C sicakhkta dahi
kararliliklarint  siirdiirmeleri ve yapilarinda herhangi bir bozunma meydana
gelmemesi sentezlenen molekiilleri tistiin kilmaktadir. Ayrica NA-PHEMAH igerikli
kolonda elde edilen kromatogramlar ticari olarak satilan kolonlara goére daha iyi

¢Oziiniirliik gostermektedir.

Sonug olarak, endiistriyel boyutta olduk¢a genis kullanim alanina sahip kimyasal
bilesiklerin kromatografik analizlerinde ters faz sivi kromatografisi giiniimiizde en
yaygin kullanilan tekniklerin basinda gelmektedir. Kromatografik ayrimlarda
kullanilan organik ¢oziiciiler, calismalar esnasinda gostermis oldugu yanici ve toksik
ozelliklerinin yaninda ¢aligmalar sonrasinda meydana getirdigi  atiklarin
giderilmesinde de olduk¢a maliyetli olmaktadirlar. SBWC, mobil faz bileseni olarak
yiiksek sicaklikli su kullanilan yeni bir RPLC teknigidir. Organik ¢dziiciiler
olmaksizin 1iyi ayrimlar gergeklestirmesinin yaninda hem c¢evreyle dost hemde
ekonomik agidan fayda saglamaktadir. Dolayisiyla organik ¢oziiciiler yerine gevre
dostu suyun, kullanilmasinin iilke ekonomisine katkisi goz ardi1 edilemeyecek
diizeydedir. Ticari olarak satilan ve kromatografik ayrimlarda kullanilan sivi
kromatografi kolonlari, subkritik su sartlarinda uzun siire ¢alistirildiklarinda kullanim
stireleri zamanla azalmaktadir. Bu nedenle, yiiksek sicaklikta kullanilabilecek termal
ve kimyasal olarak kararli yeni tip kolon dolgu materyallerinin sentezlenmesi ve
subkritik su kromatografi sistemi ile kombine edilmesi sonucu birgok organik

bilesigin analizi miimkiin olacaktir.
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EKLER

EK.A Farkli kolon tiirleri kullanilarak Van’t Hoff esitligine gore cizilen grafikler
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Sekil A.4a: XBridge C18 kolonun van’t Hoff grafigi.
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Sekil A.4b: XTerra MS C18 kolonun van’t Hoff grafigi.
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cc van't Hoff grafigi Zorbax SB Phenyl
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Sekil A.4c: Zorbax SB Phenyl kolonun van’t Hoff grafigi.
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Sekil A.4d: Zorbax RRHD Eclipse Plus kolonun van’t Hoff grafigi.
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van't Hoff grafigi Zorbax SB C18
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Sekil A.4e: Zorbax SB C18 kolonun van’t Hoff grafigi.
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