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Bu tez ¢aligmasinda, daha 6nce baska bir yiiksek lisans tezi kapsaminda sentezlenip HPLC kolonu haline
getirilen lle-PBA-Mix sabit fazin HPLC ile hidrofilik etkilesim (HILIC)/ters faz (RPLC) sivi kromatografi
mixed-mod 6zelligi incelendi. Ile-PBA-Mix kolonunun yiiksek polardan en diisiik polariteye kadar farkl
gruplarin ayrilmasinda basari ile kullanildigr goriildii. Ile-PBA-Mix kullanilarak HILIC sartlarinda
niikleotid/niikleositler ve B vitaminleri ayrildi. 6 tane niikleosid/niikleotid 10 dakikada, 6 tane B vitamin
de 22 dakikada basar ile ayrildi. Ayrica niikleotid/niikleosit ve B-vitaminlerinin ayrilmasina gesitli
deneysel sartlarin etkisi de incelendi. Kolonun ters fazdaki etkinligini incelemek i¢in orta polarliktaki
bilesik siniflar1 olan anilinler ve fenoller kullanildi. 9 tane anilin 14 dakikada, 9 tane fenol de 15 dakikada
ters faz sartlarinda ayrildi. Bunlara ek olarak yiiksek polariteye, orta polariteye ve diisiik polariteye sahip
9 analit karisimi da denendi ve HILIC/RP mixed-mode mobil faz ile 19 dakikada ayrilmasi saglandi.
Ayrilmasi saglanan bilesikler i¢in gesitli kromatografik parametreler (alitkonma faktorii, pik asimetri
faktorii ve teorik tabaka sayisi) hesaplandi. Geleneksel C18 VE HILIC kolonlarla kiyasladigimizda, Ile-
PBA-Mix kolonunu hem RPLC hem de HILIC performans: sergiledigi ve genis bir analit sinifina

uygulanabildigi goriilmiistiir

Anahtar Kelimeler: Mixed-mode kromatografi, Polar sabit fazlar, Yiiksek performansli sivi
kromatografisi, HILIC, Ters faz
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In thise work, a novel multifunctional stationary phases synthesized under another graduate thesis was
evaluated as a hydrophilic interaction/reversed-phase mixed-mode stationary phase for high-performance
liquid chromatography (HPLC). Successful separation could be achieved by lle-PBA-Mix column among
several aromatic compounds having different polarities under both hydrophilic interaction liquid
chromatography (HILIC) and reversed phase (RP) condition. Nucleotides/nucleosides were separated in
the HILIC mode. The effects of different separation conditions, such as pH value, mobile-phase content,
column temperature, buffer concentration and flow rate, on the separation of nucleotides/nucleosides in
HILIC mode were investigated. The seven nucleotides/nucleosides were separated within 22 minutes,
while six of them were separated within 10 minutes by isocratic elution. To determine the influence of the
new multifunctional stationary phase under the RP condition, a number of moderately and weakly polar
and nonpolar compounds, such as 10 substituted anilines and eight substituted phenols were separated
successfully under the RP condition within 14 and 15 min, respectively. Additionally, nine mixtures of
polar/nonpolar test compounds were simultaneously separated within 19 minutes, while seven of them
were separated within 12 minutes, under HILIC/RP mixed-mode conditions. Chromatographic
parameters, such as the retention factor and peak asymmetry factor, were calculated for all of the analytes,
while the theoretical plate number was calculated for analytes separated by isocratic elution. Compared to
traditional C18 and commercial HILIC columns, the new stationary phase exhibited both HILIC and

RPLC performance, and the scope of analyte separation was thus enlarged.

Keywords: Mixed-mode chromatography, Mixed-mode stationary phase, Hydrophilic
interaction liquid chromatography (HILIC), Reversed phase liquid chromatography
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1. GIRIS
1.1. KROMATOGRAFI
Kromatografi bir ayirma teknigidir. Ornek igerisindeki bilesenler bireysel olarak
ayrilarak kantitatif olarak belirlenir. Kromatografide ayrilacak bilesenler iki faz (sabit
faz ve hareketli faz) arasinda dagilima ugrar. Bu fazlardan birini genis bir yiizey alanina
yayilmis sabit bir yatak olustururken, diger faz hareketli olup, sabit fazin {lizerinden
akarak ilerler. Bu iki faz birbiriyle temas halinde olup, karismazlar. Bir karisimdaki
bilesenlerin her tiirlii fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ne kadar farkli olursa, s6z konusu
karisim o kadar iyi ayrilabilir. Sistemde en az alikonan bilesen Once tasinir, daha
kuvvetle tutulan bilesen ise daha geg ¢ikar. Sabit faz kat1 veya sivi olabilir. Hareketli faz
da gaz veya sivi halde bulunabilir.
Kromatografi asagida belirtildigi gibi siniflandirilabilir.
v Ayrilma Mekanizmalarina Gore
e Adsorpsiyon Kromatografisi
e Dagilma (Partisyon) Kromatografisi
e lIyon Degistirme Kromatografisi
e Jel Filtrasyon (Molekiiler Eleme) Kromatografisi
e Iyon Cifti Kromatografisi
e Afinite Kromatografisi
v' Faz Tiplerine Gore
e Sivi Kromatografisi
- Sivi-Kat1 Kromatografisi
- Swv1-S1vi Kromatografisi
e Gaz Kromatografisi
- Gaz-Kat1 Kromatografisi
- Gaz-Sivi Kromatografisi
v Uygulama Bigimine Gore
¢ Diizlemsel Kromatografi
- Kagit Kromatografisi
- Ince Tabaka Kromatografisi (TLC)
e Kolon Kromatografisi
- Gaz Kromatografisi (GC)
- Yiiksek Basin¢li S1vi Kromatografisi (HPLC)



1.1.1. Ayrilma Mekanizmasina Gore Kromatografi

- Adsorpsiyon Kromatografisi

Adsorpsiyon, bir karisimda bulunan sivi veya gaz halindeki maddelerin kat1 faz
lizerine tutunmasidir. Adsorpsiyon kromatografisi ise Ornek bilesenlerinin dolgu
maddesinin ylizeyinde farkli olarak tutunmalari sonucu meydana gelen bir ayirma
islemidir.

Adsorpsiyon kromatografisinde; maddeler kati olan sabit faz ile siv1 veya gaz
olan hareketli faz arasinda etkilesir. Burada sabit faz; durgun ve hareketsiz faz iken
hareketli faz ise sabit faz {lizerinde hareket ederek numune bilesenlerinin ayrilmasini
saglayan fazdir.

Adsorpsiyon kromatografisinde sabit faz; ayrilmasi gereken maddeleri
parcalamamali, kimyasal reaksiyon vermemeli, adsorpsiyon kapasitesi yliksek olmali ve

adsorpladiklar1 maddeleri kolaylikla geri verecek bir yapida olmas1 gerekir.

- Dagilma (Partisyon) Kromatografisi
Dagilma kromatografisinde; maddeler sivi olan sabit faz ile sivi veya gaz olan
hareketli faz arasinda dagilir. Birbirleriyle karigmayan iki sividan, yani iki fazdan
olusan bir faz sistemi i¢ine konulan madde bu sivilardaki ¢oziiniirliige bagli olarak iki
faz arasinda dagilir ve dengeye ulasir. Boyle bir sistemde maddelerin dagilmas: sabit
olup dagilma katsayis1 ile ifade edilir ve Kd ile gosterilir. Boylece Kd degerleri
birbirinden farkli olan maddeler kromatografik sistem igerisinde farkli hizlarda

ilerleyerek birbirlerinden ayrilirlar.

Kd=C1/C2
C1= Maddenin 1. Fazdaki derisimi,
C2= Maddenin 2. Fazdaki derisimi

- Iyon Kromatografisi
Maddelerin iyonik gruplar ile iyon degistiricideki iyonik gruplarin esdeger
miktarlarinin karsilikli yer degistirmesi esasina dayanir. Iyon degistirme kromatografisi,
kullanilan iyon degistiricinin anyon veya katyon aktarmasina gore sirasiyla anyon

degistirme kromatografisi veya katyon degistirme kromatografisi olarak adlandirilir.
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1.1.2. Uygulama Bicimine Gore Kromatografi

- Diizlemsel Kromatografisi
Diiz bir yiizey halinde durgun fazin kullanildigi ve hareketli fazin bu yiizeyde
yer ¢ekimi veya kapiler etkisiyle hareket ettigi kromatografik yontemlerden biridir.

Kagit kromatografisi ve Ince tabaka kromatografisi (TLC) olarak 2’ye ayrilir.

Kagit Kromatografisi: Bu yontemde kalin bir siizge¢ kagidi destek; gozeneklerine
yerlesen su ise “sivi faz1” olusturur. Hareketli faz bir yiiriitiicli tank igine yerlestirilmis
uygun bir sividir. Bu durumda, kagit kromatografisi “sivi-sivi dagilim kromatografisi”
olarak da adlandirilabilir.

Ince Tabaka Kromatografisi (TLC): ince tabaka kromatografisi, bir “kati-sivi
adsorpsiyon” kromatografisidir. Bu yontemde sabit faz ¢esitli boyutlardaki cam plakalar
iistiine ince bir tabaka halinde sivanmis kati adsorban maddedir. Adsorban madde
olarak kolon kromatografisinde kullanilan tiim katilar (aliimina, silika jel, seliiloz v.b.)
kullanilabilir. Bu yontemde hareketli fazin sabit faz {izerinden ilerleyisi, asagidan
yukariya dogru olur. Coziicii kilcallik etkisi ile icerisine daldirilan ince tabaka plakasi
tizerinde ylriir. Bu islem sirasinda, plakanin alt kesimlerine bir damlalikla 6nceden
damlatilmis olan karisimi da farkli hizlarla yukariya siiriikler. Ayirim bu sekilde

saglanmis olur. Yiirlime hizt maddenin, kat1 fazin ve ¢dziiciiniin polaritesine baglidir.

1.1.3. Kolon Kromatografisi

1.1.3.1. Gaz Kromatografisi

Kromatografik ayirimda, maddeler karismayan iki faz arasinda dagilirlar. Fazlardan
biri hareketli faz digeri sabit fazdir. Karisimdaki her maddenin hareket hizi dagilma
katsayisi ile belirlenir. Hareketli fazda daha ¢ok dagilima ugrayan maddeler daha hizli
hareket ederken, sabit fazda dagilim1 yiiksek olan maddeler daha yavas hareket ederler.
Kolon olarak adlandirilan birbirine yakin gdzenekli partikiiller sabit faz olarak
adlandirilir. Hareketli faz ise bu partikiiller arasindaki boslugu doldurur. Hareketli faz
kolon boyunca maddeleri siiriikler. Kolondan ¢ikan her maddenin konsantrasyon profili
pik olarak adlandirilir, piklerin olusturdugu tabloya da kromatogram adi verilir.
Hareketli fazin gaz, sabit fazin ise sivi olarak kullanildig1 kromatografi tiirline gaz

kromatografisi adi verilir. Gaz-kat1 kromatografisinde siyiriciya ait kuyruk pikler
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olustugundan uygulamada bazi sinirlamalar vardir. Bu pikler adsorbsiyon izotermlerinin
dogrusal olmayan ozelliklerinden kaynaklanir. Ayrica aktif gazlarin sabit faz tizerinde
kalig siireleri kararli degidir. Bu tip dezavantajlar, gaz-sivi kromatografisinin
gelistirilmesine yol agmis ve son yirmi yilda bu konuda 6nemli ilerlemeler olmustur.
Son yillarda ¢ikarilan HPLC yontemi ile gaz-sivi kromatografisi uygulamalarinin ¢ogu

daha hassas ve verimli bir sekilde yapilabilir hale gelmistir.

1.1.3.2.  Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

HPLC analitik ayirma teknikleri amaci ile en yaygin kullanilan cihazdir. Yaygin
kullanilma sebepleri duyarliligi, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi,
ucucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin ayrilmasina
uygunlugudur. En Onemlisi ise sanayinin bir¢ok bilim dalinin ve toplumun birinci
derecede ilgilendigi maddelere genis bir sekilde uygulanabilirligidir. Bu tip bilesiklere
ornek olarak amino asitler, proteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar, ilaglar ve
pestisitler verilebilir. HPLC iinitesi: Degasser, pompa, autosampler, kolon ve dedektor

olmak t{izere dort kisimdan olusmaktadir.

1.1.3.2.1. HPLC Cesitleri

Yiiksek performansli sivi kromatografisini(HPLC) sabit fazin yapisina ve ayirma

islemine gore 5 farkli sekilde incelenebilir.

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

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

daha ge¢ ¢ikarlar ve ayirma gergeklesir.

1.1.3.21.2. Ters Faz Sivi Kromatografisi (Reversed Phase Liquid
Chromatography, RPLC)

Apolar sabit faz yiizeyinin ve metanol, su-asetonitril karisimi gibi polar hareketli

faz tiirlerinin kullanildigi sivi kromatografik teknigi “Ters Faz Sivi Kromatografisi”

olarak adlandirilir. 1974’de RPLC kolonlarinin ticari olarak piyasaya ¢ikmast ile birlikte



12

RPLC kolonlar1 hizli bir sekilde bir¢ok analitin analizinde kullanilmigs ve RPLC en
yaygin kullanima sahip HPLC tiirii olmustur. RPLC modunda yapilan analizlerin tim
HPLC modlarinda yapilan analizlerin dortte ti¢iinii olusturdugu tahmin edilmektedir. Bu
basar1 ozellikle bir¢ok organik maddenin ve bunlarla ilgili bilesenlerinin RPLC ile
ayrilabilmesi ile aciklanabilmektedir. RPLC’de analitlerin alikonma siiresini sabit fazin
tiirii, sabit fazin ylizey kimyasi, sabit fazin analit ile etkilesim kuvveti, hareketli faz tiirti
ve hareketli faz-analit arasindaki etkilesim kuvveti belirler. RPLC’de en polar olan
analit sabit faz ile en az etkilesime girerek RPLC kolonunu en hizli sekilde terk eder.
Daha apolar olanlar ise sabit faz ile arasindaki etkilesim kuvvetine gore kolonu daha geg
terk ederler. Sekil 1.1.3.2.1.2°de verilen 6rnekte birbirinin homologu olan alkilbenzen
karisimindaki artan karbon atom sayisi ile alikonma hacminin artis1 belirgin sekilde

goriilebilir (Unsal, E. 2006).

30
25 +
20

10 .

Alikonma Hacmi (mL)

Karbon Atomu Sayisi

Sekil 1.1.3.2.1.2. Kolon: Hipersil-C18 (5 um, 150x4.6 mm); Hareketli faz: Metanol/Su 60/40, Akis Hiz::
1 ml/dak., Analit: Alkilbenzen karigimu.

RPC’de yaygin olarak kullanilan hareketli faz tirleri ve Ozellikleri tablo
1.1.3.2.1.2°de verilmistir. RPC uygulamalarinda kullanilacak hareketli faz tiiriiniin
belirlenmesi sabit faz tiirliniin se¢ilmesi kadar 6nemlidir. Se¢ilen hareketli fazin analizi
yapilacak Ornegi dedektoriin  tespit edebilecegi derisime kadar ¢ozebilmesi
gerekmektedir. Gradient eliisyon gerektiginde bu eliisyon tiiriine uygunluk diger bir
parametredir. RPLC’de farkli hareketli faz tiirlerinin farkli oranlarda karistirilarak
kullanilabilmesi uygulamalarda esneklik saglamaktadir. RPLC uygulamalarinda

hareketli faz polaritesinin artmasi analitin alikonma siiresini arttirir (H. Aral 2013).



Tablo 1.1.3.2.1.2. RPLC’de yaygin olarak kullanilan hareketli faz tiir ve 6zeklikleri
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Hareketli Faz Molekiil Kaynama RI UVv(nm) | Viskozite
agirlig Noktasi(°C)
Asetonitril 41 82 1.341 195 0.358
Dioksan 88 101 1.421 215 1.26
Etanol 46 78 1.359 205 1.19
Metanol 32 65 1.326 205 0.584
Izopropanol 60 82 1.375 205 2.39
Tetrahidrofuran 72 66 1.404 215 2.20
Su 18 100 1.333 185 1.00

Sabit faz olarak RPLC’de genellikle polimerik hidrokarbon yapilari ve yiizeyi
kimyasal olarak uyarlanmig silika yapist kullanilmaktadir. RPLC’de yaygin olarak
kullanilan sabit faz tiirii Cig olarak adlandirilan ve oktadesil tiirevleri ile uyarlanmis
silika kolonlardir. Son yillarda 6zellikle polimer teknolojisindeki gelismeler RPLC sabit
faz tlirlinii oldukga arttirmistir. Cesitli monomer tiirleri ile istenilen kosullara uygun
polimer matriksler tiretilebilmektedir. C1g’in disinda Cg, C4, C1, -CN ve -NH; gruplarini
tasiyacak silika tabanl sabit faz tiirleri de yaygin kullanim alanlar1 bulmaktadir. Sabit
faz tiirlerinin gozenekliligi, gézenek boyutu, ylizey alani ve tanecik yapisi ile boyutu
olduk¢a onem tagimaktadir. Modern HPLC uygulamalarinin tiimiinde rijit ve kiigiik
tanecikler kromatografik performansi artirmaktadir. Bu baglamda tanecik ¢apinin 3 ile
10 pm boyutlar: arasinda olmas1 gerekmektedir. Ayrica diger 6nemli bir husus da yiizey
alanidir. RPLC’de kullanilan sabit fazlar 50 den 400 m%g degerlerine ¢ikan yiizey
alanlarma sahip olmalidirlar. Gozeneklerin boyutu sabit faz tiiriine goére 70 - 300 A
arasinda degisebilir. RPLC’de sabit fazin polaritesinin azalmasi alikonma siiresinin
artmasina neden olur. Yiizeyinde kimyasal uyarlama yapilan sabit faz tiirlerinde
tasidiklar1 ligandlarin baglanma yogunluklari (umol/mz) ve polariteleri alikonma

stiresini etkileyen diger 6nemli bir parametredir (H. Aral 2013).

1.1.3.2.1.3. Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi (Hydrophilic Interaction

Chromatography, HILIC)

Hidrofilik etkilesim kromatografisi polar analitlerin tayinine yonelik olarak
ozellikle son on yilda gelistirilmis yeni bir, yiiksek performansli sivi kromatografisi
yontemidir (Liu ve ark. 2008). Yiiksek performansli sivi kromatografi yontemlerinden
biri olan ters faz sivi kromatografisi peptidlerin ayrilmasinda kullanilan vazgegilmez bir

yontemdir. Ters faz sivi kromatografisinin bir avantaji, giiclii ¢oziiniirliik kapasitesinin
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yaninda ugucu hareketli faz kullanilabilmesidir. Bu ugucu hareketli faz ile saf peptid
kolayca vakum altinda kurutma ile elde edilebilir. Fakat ters faz sivi kromatografisinde
ayirma yetenegi ¢ok giiclii olsa da, polar molekiiller i¢in yeterli alikonma saglanamaz.
Bu durumda polar analitlerin ayirimi igin silika, alumina gibi sabit faz ve hekzan,
kloroform gibi susuz hareketli faz igeren normal faz sivi kromatografisi kullanilabilir.
Normal faz sivi kromatografisinde, peptid gibi hidrofilik bilesiklerin apolar ¢ozeltiler
igerisinde ¢Oziilmesi zordur ve bu yiizden normal faz sivi komatografisi biyolojik
orneklerin uygulamasinda az kullanilir. 1975 yilindan beri polar sabit faz olarak,
modifiye edilmemis silika ve sulu hareketli faz, normal faz sivi kromatografisinde
karbonhidratlar i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu kosullarda hareketli faz ¢ok az
oranda su bileseni icermekte ve bu da biyolojik 6rneklerin ¢oziiniirliigli i¢in avantaj
saglamaktadir. Bu kullanilan yonteme hidrofilik etkilesim kromatografisi denir.

HILIC yontemi, ilk kez Dr. Andrew Alpert tarafindan 1990 yilinda (Alpert
1990) yayininda onerilmis olup, hidrofilik maddelerin ayiriminda kullanilan, normal faz
stvi  kromatografisinin  bir ¢esididir (Arabaci, T. 2008). Hidrofilik -etkilesim
kromatografisinde, sabit faz, silika veya silikanin siyano, amino ve diol gibi gruplarla
modifiye oldugu polar bir maddedir. Hareketli faz ise az miktarda su veya polar ¢ozelti
igeren yiiksek organiklikte ve sabit faza gore daha az polaritededir (Ikegami ve ark.
2008). Az miktarda su veya polar ¢ozelti igeren asetonitril, HILIC i¢in kullanilan klasik
bir hareketli fazdir. Ayn1 zamanda THF ve dioksan gibi su ile karigan ¢oziiciiler de
kullanilabilir. HILIC’ta yiiksek oranda organik ¢6ziicli igeren hareketli faz kullanildigi
icin kolon geri basinci diisiiktiir ve bu da kolonun yiiksek akis hizlarinda ¢alismasini
kolaylagtirarak analiz siiresini kisaltir.

HILIC’ta sabit fazin ve analitlerin polaritesinin artmasi, hareketli fazin
polaritesinin azalmasi, analitlerin alikonmasini arttirmaktadir. HILIC’ta 6nemli bazi
parametreler vardir. Bunlar, hareketli faz kuvveti, hareketli faz pH’1, sabit faz tiirti, akis
hiz1 gibi parametrelerdir. HILIC i¢in hareketli faz igerisindeki su orani hacimce % 5-40
arasinda olmalidir yani siklikla kullanilan asetonitril oranit hacimce % 95-60°dir.
Yontemde, hareketli fazda bulunan polar analitlerin yine polar bir kat1 destek yiizeyi ile
farkli derecede etkilesimi, analitlerin kolonu farkli siirelerde terk etmesine neden
olmakta ve bu davranis kromatografik ayirimi saglamaktadir. Hareketli faz, polar sabit
faz ylizeyi lizerinde su bakimindan zengin tabaka olusturur. Analitler hareketli faz ile bu
1slak sabit faz ylizeyi arasinda ayrilirlar. Daha polar bilesikler sabit sulu tabaka ile daha

giiclii etkilesim gosterir. HILIC ayirimlarinda mekanizma karigiktir. Mekanizmanin
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karisik olmasinin yaninda yontem pratikte basittir. Asagida HILIC i¢in bazi avantajlar

Ozetlenmistir:

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

2. Coziiciilerin eliisyon sirasi ters faz ayirmada oldugunun tam tersidir ve bu alternatif
secicilik kazandirir.

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

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

Bununla beraber, HILIC, RP ile kiyaslandiginda bazi dezavantajlara sahiptir.

Bunlar asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1. Ayirma mekanizmasi RPLC ile kiyaslandiginda heniiz daha az anlasilmistir.
Bundan dolay1 kosullarin degisiminin ayirmaya etkisini tahmin etmek zordur.

2. Teknik RPLC modda oldugu gibi genis uygulanabilirlige sahip degildir. Notral
ve polar olmayan analitler genellikle ¢cok az alikonma gosterir. Ayrica, iyonik
haldeki asidik analitler ( negatif yiiklii iyonlar) silika tabanli dolgu maddeleri
tizerindeki negatif yiiklii serbest silanol gruplarinin itmesinden dolayr diisiik
alikonma gosterir.

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

4. Kolonlarin hareketli faz ile dengeye gelmesi uzun zaman alir ki bazan bu siire
bir saat olabilir. Oysa RPLC modda kolonun dengeye gelmesi on bes dakika gibi
kisa bir siirede gergeklesir (McCalley 2010).

HILIC yiiksek polaritedeki maddelerin yani;
v" Biyolojik aktif bilesikler
v" Niikleotitler
v Suda ¢6ziinen vitaminler

v' Ilag metabolitleri
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Norotransmiterler
Aminoasitler
Peptidler
Oligosakkaritler

NI NEE N NN

Ters faz sivi kromatografisinde istenilen alikonma saglanamayan veya

alikonamayan bilesikler gibi bilesiklerin ayrilmasinda kullanilir.

Literatiirde bugiine degin yapilan g¢alismalarda o6zellikle silika tabanli kolon
materyalleri tercih edilmistir. Bu silika; amino, diol, siilfobetain tiirii gruplarla
uyarlanmig olup polar gruplu sabit faz olarak kullanilabilir. Son yillarda bu tiir sabit
fazlarin ayirma verimleri ayrintili olarak incelenmektedir. Yapilan bir ¢aligmada HILIC
modunda, fosforilkolin tipi monomerin silika yiizeyine kovalent baglanmasiyla elde
edilen zwitteriyonik yapidaki sabit faz, HILIC modunda peptid ayirimi igin
kullanilmistir. Yapilan bu ¢alismada peptidlerin alikonmalarinin pH 3-6 arasinda arttigi
gbzlenmistir. Ayrica bu tip kolonun sadece silika kolonuna gore daha iyi alikonmaya

sahip oldugu goriilmiistiir (Unsal, E. 2006).

1.1.3.2.1.4. Biiyiikliikce Ayirma Kromatografisi (Size Exclusion
Chromatography, SEC)

Kolon, gozenek boyutu ve hacmi kontrol edilebilen tanecikler ile doldurulur.
Kolona enjekte edilen ornek igerisindeki bilesenler molekiil biiyiikliiklerine gore
kolondan siiziiliir. Biiyiik molekiiller hizl1 bir sekilde kolondan ayrilirken, daha kii¢lik
molekiiller taneciklerin gozeneklerine dogru difiizlenerek kolondan daha gec cikarlar.
Bu yonteme jel gegirgenlik kromatografisi (Gel Permeation Chromatography, GPC) de

denir.

1.1.3.2.15. Iyon Degisim Kromatografisi (Ion Exchange
Chromatography, IEC)

Sabit faz, 6rnek bilesenleri lizerinde yer alan iyonik yapiin tersi seklinde
yiiklenmistir. Bu sayede iyonik yapida olan veya iyonlasabilen orneklerin analizi ve
ayrilmasi yapilmaktadir. Sabit faz ile daha giiclii etkilesime giren bilesen kolondan daha
ge¢ cikar. Etkilesim diistiikkge alikonma siiresi azalir. Hareketli faz sulu tampon

cozeltileridir. pH ve iyonik kuvvet alikonma siirelerinin kontroliinde kullanilir.
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1.1.3.2.2. HPLC Kullanim Alanlar
HPLC giintimiizde saflastirma, tanimlama, bilesen ayirma ve derisim tayini basta

olmak {izere birgok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir.

1.1.3.2.2.1. Saflastirma

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

gereklidir.

1.1.3.2.2.2. Bilesen Ayirma

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

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

1.1.3.2.2.3. Tanimlama

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

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

1.1.3.2.24. Derisim Tayini

HPLC’de taniml1 bir maddenin, bir siv1 ¢ozeltisinde derisimi tayin edilebilir. Bu
islem istenilen maddenin degisik derisimlerde HPLC’ye enjekte edilmesi iglemini igerir.

Bilinen derisimler bir seri pik verir. Bu piklerin altinda kalan alanlar hesaplanarak
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derisime kars1 grafige gegirilir ve kalibrasyon grafigi ¢izilir. Bilinmeyen derisime ait pik
alan1 saptanarak kalibrasyon egrisi araciligiyla bilinmeyen derisim bulunur. HPLC’de
kullanilan hareketli fazin polaritesi ayirma isleminde &nemli rol oynar. IKi farkli

eliisyon tipi vardir:

> lIzokratik Eliisyon

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

gerceklesir.

» Gradient Eliisyonu

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

saglanir.

1.1.3.2.3. HPLC Sistemleri

Standart HPLC donanimi temel olarak; pompa, enjektor, kolon, dedektor ve
bilgisayar birimleri bilesenlerinden olusmaktadir. Kromatografik analiz siireci ¢oziiciide
¢oziinmiis 6rnegin sisteme enjekte edilmesi ile baslar. Ornek hareketli faz ile kolona
pompalanir ve kolon igerisinde bilesenlerine ayrilmaya baglar. Ayrilan bilesenlerin
sinyallerini dedektor kaydeder. Kromatografik analiz sonucunda elde edilen ve

bilgisayara aktarilan sinyallere kromatogram ad1 verilir.

1.1.3.2.3.1. Kolon

Modern HPLC donaniminin temel yap1 taglarindan birisi olan kolon, karmasik
orneklerde bilesenlerin birbirinden iyi ¢oziiniirliikkle ayirimindan sorumlu parcadir.
Segilecek kolonun HPLC uygulamasinda kullanilacak akis hizi ve dolayisiyla olusacak
basinca dayanikli olmasina dikkat edilmelidir. Tipik HPLC kolonlar1; mikron boyutlu
tanecik igerirler (1-10 um) ve yiiksek basinca (400 atm) dayanikli ¢elik kolonlardir.
Birgok analitik kolonun i¢ ¢ap1 2-10 mm araliginda degismektedir. Kolon i¢ g¢ap1
arttikga akis hizit ve i¢ doldurma hacmi artmakta ama olusacak piklerin ¢oziintirliigii

dolayisiyla duyarlilik azalmaktadir. Kolonlarin boylar1 (uzunlugu) ¢ok cesitli olup
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genellikle 2-30 cm araliginda degismektedir. Kolon uzunlugu arttikga o6rnek
bilesenlerinin ayirimi daha iyi olmakta fakat analiz siiresi uzadigi i¢in daha fazla

hareketli faz harcanmaktadir.

1.1.3.2.3.2. Dedektor

Glinlimiizde  kromatografik ~ yontemlerde  optik  dedektorler  siklikla
kullanilmaktadir. Ornek bilesenleri dedektdrden gecerken, UV absorbans, floresans
emisyon ya da kirilma indisindeki degisimden dolayi 1s1k siddetindeki degisim belirlenir
ve kaydedilir. Belirlenen bu degisimler (kromatogramlar) iizerinden alikonma siireleri,
pik alanlar1 gibi degerler tayin edilerek, kolon performans parametreleri hesaplanir. Sivi
kromatografisinde en ¢ok kullanilan dedektor tipi UV absorbans dedektorleridir. Bu
dedektorler ile 190-600 nm araliginda analiz miimkiin olmaktadir. Kullanilan diger
dedektor tiirleri iginde kirilma indisi (refractive index, RI), floresans (FL),
elektrokimyasal (EC) ve kiitle spektrometresi (massspectrometric, MS) dedektdrleri
bulunmaktadir. RI dedektorleri yaygin olarak kullanilan ancak az hassasiyete sahip
dedektorlerdir. FL ve EC, RI’ya gore daha hassas ancak daha secici dedektorlerdir. MS
dedektorleri ise gok duyarli, ancak pahali sistemlerdir. Ideal bir dedektor su ozelliklere
sahip olmalidir (Arabaci, T. 2008):

* Yiiksek duyarlilik

* Hizli tepki

* Diisiik sinyal giiriiltiisti

* Minimum pik yayilmasi

* Ayrilan bantlarin tekrar karismasini engelleyen hiicre yapist

* Calisma kolaylig1 ve genisligi

1.1.3.2.3.3. Pompa

Kolon dolgu materyali olarak {iretilen taneciklerin kolona doldurulmasi islemi ve
uygun ¢oziiciide ¢éziinen 6rnegin bu sabit faz ve hareketli faz yatagiyla etkilesmesi igin
yiiksek basingli pompalara ihtiya¢ vardir. Kullanilan tanecigin boyutu kiiciildiikce
yiiksek basingli pompalar gerekse de; kiiclik tanecikler yiiksek Ornek yiikleme
kapasitesi, hizl1 analiz ve yliksek ¢oziiniirliige sahiptir. Pompa se¢iminde akis hizinda
kararlilik 6nemlidir. Modern HPLC donanim pompalar1 bilgi islemci kontrollii olup,
cok ¢esitli firmalar tarafindan degisik modellerde tiretilmektedir.

Modern pompalar asagidaki 6zelliklere sahiptir:
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* 0.01-10 mL/dak. arasinda akis hizi.
* % 1°den fazla sapmayan akis hiz1 kararlilig1

* 5000 psi’ya kadar ¢ikabilen maksimum basing degeri

1.1.3.2.3.4. Hareketli Faz

Omek bilesenlerini, kolon boyunca tasiyan, cesitli fiziksel ve kimyasal
ozelliklere sahip ¢ozelti veya ¢oziicii karigimlaridir. HPLC sisteminde kullanilacak

siirekli fazin se¢iminde,

* Yiiksek derecede saflik

* Dedektor ile uyumluluk

* Diisiik viskozite

» Ornegi ¢ozebilme

+ Kimyasal agidan inert olmasi

* Uygun fiyat

gibi 6zelliklere dikkat edilmelidir.(H.Aral 2013)

1.1.3.2.35. Sabit Faz

HPLC uygulamalarindaki ayirma, yiizey etkilesimlerinden yararlanilarak yapilir
ve adsorbent ¢esidine ve dzelliklerine baglidir. Modern HPLC adsorbentleri genis yiizey
alanina sahip, kii¢iik, rijit yapidaki taneciklerdir. Temel adsorbent 6zellikleri sunlardir;

* 3-10 um tanecik boyutu

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

+ 70-300 A gdzenek boyutu

* 50-250 mz/g yiizey alani

* Yiizeye tutturulan ligand tiirline bagh olarak, adsorbent normal faz (-OH, - NH;) veya
ters faz (Cg, Cig, fenil) hatta anyon (NH4") ya da katyon (-COOQ) degistirici ve
zwitteriyonik yapida olabilir (H. Aral 2013).

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC, kisaca LC) c¢ok yonli
bilesenlerin ayrilmasi ve saflastirilmasi i¢in en ¢ok kullanilan kromatografik yontemdir.
HPLC ayristirma modlar1 genellikle analitler ve sabit faz arasindaki etkilesime gore
simiflandirilir. Gegtigimiz 10 yil boyunca, ters fazli sivi kromatografisi (RPLC),
hidrofilik etkilesim kromatografisi (HILIC), iyon degistirme kromatografisi (IEC),
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biiyiikliikkge ayirma kromatografisi (SEC) gibi birkag HPLC ayirma modu gelistirildi (H.
Aral 2013).

Bu geleneksel kromatografik islemlerde, analitler ile sabit faz arasinda yalnizca
bir baskin tip etkilesim vardir. Burada, ikincil bir etkilesim tipinin, genellikle kolon
verimliliginin kaybedilmesine yol agtig1 i¢in zararli oldugu belirtilmistir (B.C. Trammell
ve ark. 2011, B.-Y.Zhu ve ark. 1992, Y.Kawade ve ark. 1963). Ornegin, silika jel
temelli matrisler tizerindeki serbest silanol gruplarmin RPLC ile ¢oziiniirligii etkiledigi
bilinmektedir (R.Nikolov 1984), hidrofobik etkilesimler IEC'de tutulmay: degistirir
(J.M.Bussolo 1984), elektrostatik etkiler ise genellikle SEC'de mevcuttur
(M.T.W.Hearn ve ark. 1983). Ters Faz Sivi Kromatografisi (RPLC) en yaygin
kullanilan HPLC tiiriidiir (A.A.Kazarian ve ark. 2013, D.Cho ve ark. 2003, S.Kawano
ve ark. 2015, M.R.Sardar ve ark. 2014, S.Kawano ve ark. 2013) ve bu kromatografi tiirii
hidrofobik analitlerin ayrilmasi i¢in en uygun secenektir. Bununla birlikte, RPLC,
yiiksek polariteye sahip ve yiiklii ¢ozeltilerin analizi i¢in uygun degildir. Ayrica,
proteinler gibi bazi biyolojik numuneler, mobil fazda kullanilan organik ¢oziiciiler ve
sabit fazin asir1 hidrofobikligi ile biyoaktivitesini kaybedebilir (C.Song ve ark. 2013).
Bu yonteme alternatif olarak 1990 yilinda ilk kez Hidrofobik Etkilesim Kromatografi
(HILIC) 6ne siiriilmiis ve tutma mekanizmas1 Alpert ve ark. tarafindan aydinlatilmistir
(A.J.Alpert 1990). 1990’dan giiniimiize kadar HILIC, polar ve hidrofilik bilesiklerin
ayrilmast i¢in en uygun teknik haline geldi (Z.Guo ve ark. 2007, A.J.Alpert 2008,
C.H.Lin ve ark. 2015). Ancak, HILIC'in mobil fazi her zaman yiiksek oranda organik
¢oziiciilerden olusur, bu nedenle 6rneklerin ¢oziintirliigii sinirlidir.

Sabit faz HPLC’nin en temel unsurudur. Alikonma mekanizmasi, ayirma
selektivitesi ve kolon etkinligi ¢cogunlukla sabit fazin yapisina baghdir (L. Zhang ve ark.
2016). Geleneksel HPLC sabit fazlar ile analitler arasinda tekli mekanizmaya gegerli
iken (P.Janas ve ark. 2016, Y.Lui ve ark. 2008, P.Jandera ve ark. 2011, X.Guo ve ark.
2014, P.Jiang ve ark. 2014), mixed-mode sabit fazlari ile analitler arasinda ¢oklu
mekanizma gecerlidir (X.Lui ve ark. 2008, H.Hinterwirth ve ark. 2010, X.Lui ve ark.
2010, X.Lui ve ark. 2011). Mixed-mode mekanizmada sabit faz ile analitler arasinda en
az iki farkli molekiiller arasi etkilesim olmalidir (Y.Zhao ve ark. 2015). Geleneksel tekli
mekanizmaya dayanan sabit fazlara kiyasla, mixed-mode sabit fazlar daha yiiksek
ayirma selektivitesi, yliksek baglanma kapasitesi ve yiiksek ayirma etkinligi saglar
(Y.Yang ve ark. 2011, Y.Li ve ark. 2011, X.Qiao ve ark. 2015, M.Sun ve ark. 2013,
K.Hu ve ark. 2013, S.Ray ve ark. 2012). Son yillarda mixed-mode kromatografi hizla
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gelismeye baslamis olup, yliksek polardan diisiik polara kadar genis bir analit sinifinin
analizi i¢in ¢ok yoOnlii bir yaklagim sunmaktadir (K.Ohyama ve ark. 2010, H.Qiu ve ark.
2012, S.Wongyai ve ark. 1994).

[lk mixed-mode sabit faz 1986’da Brown ve calisma arkadaslar1 tarafindan
gelistirilmistir (A.Halfpenny ve P.Brown 1986). Bu c¢alismada, yeni bir sabit fazin
sentezi yapilmamus, basit bir sekilde iki farkli kolonun seri sekilde birbirine baglayarak
mixed-mode mekanizmasi lizerinden ayirma saglamislardir. Yine 1986’da, Regnier ve
calisma arkadaslar1 tarafindan, mixed-mode mekanizmasi ile ayirma yapan iki yeni sabit
faz sentezlendi (L.AKennedy, F.E.Regnier ve ark. 1986). ilk énce bir poliamin silica
yiizeyine tutturuldu, daha sonra da ¢ok fonksiyonlu oksiran veya bir anhidrit ile
etkilestirilerek iki farkli sabit faz hazirlandi. Bu dolgu maddeleri ile paketlenen kolon ile
mixed-mode sartlarinda ¢alisilarak proteinlerin ayrilmasinda kullanildi. Bu ¢aligmadan
sonra giiniimiize kadar pek ¢ok mixed-mode materyal gelistirilmis olup, son birkag
yilda bu alanin gelisimi biiyiik bir ivme kazanmistir (L.Zhang ve ark. 2016, L.W.
McLaughlin. 1989, Y.Yang ve ark. 2011, L.Wang ve ark. 2016).

Geleneksel ters faz (RPLC) kolonlar ¢ogunlukla diisiik ve orta polariteli bilesik
siniflarin ayrilmasi i¢in kullanirken, daha yeni bir alan olan hidrofilik etkilesim
kromatografi (HILIC) kolonlar1 ise yiiksek polariteye sahip analit smiflarinin
ayrilmasinda kullanilmaktadir. Bir mixed-mode kolon ise yiiksek polariteden diisiik
polariteye kadar tiim analit siniflarinin ayrilmasi i¢in uygun olabilir. Boylece RPLC ve
HILIC’1n ayr1 ayr1 yaptigi isleri tek bir kolonla yapmak miimkiin olur (K.Hu ve ark.
2016). Bazi RPLC/HILIC mixed-mode sabit fazlar ve kullanim alanlari ilgili referansta
tablo halinde verilmistir (L.Wang ve ark. 2016). En ideal dolgu maddesini bulmak i¢in
bu alandaki ¢alismalar artarak devam etmektedir.

Mixed-mode yiiksek performansli sivi kromatografisi (MHPLC), ayarlanabilir
secicilik, yiiksek c¢oziiniirlik ve yliksek numune yiikleme kapasitesi gibi olaganiistii
ayirma Ozelliklerine sahip bir kromatografik teknik tiiriidiir. Adindan da anlasilacagi
tizere, MHPLC ¢ok yonlii kromatografik tutma mekanizmalari i¢in sabit fazlar ve
¢Oziinenler arasinda birden fazla etkilesim bi¢imi kullanir ve bu nedenle bir MHPLC
kolonu, iki veya daha fazla geleneksel tek modlu kolonun yerini alabilir. Mixed-mode
sabit fazli materyallerin fizikokimyasal o6zellikleri MHPLC'nin gelisiminin temelini
olusturmaktadir. Giincel yaymlarda, MHPLC sabit fazlari i¢in son gelismelere siklikla
rastlanmaktadir. Hizla gelismekte olan bu alanda gelecekteki goriiniimler de

tartisilmaktadir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Mixed-mode Kromatografi

HPLC teknigini daha gii¢lii hale getirmek i¢in, bilim adamlar1 birden fazla
etkilesimin bir arada bulunmasinin bazi spesifik kosullarda yararli olabilecegini kesfetti.
Boylece MHPLC, tek modlu kromatografiye alternatif veya tamamlayict bir yaklagim
olabilen yeni bir kromatografik ayrisma tiirii olarak ortaya ¢ikmistir (D.Cho ve ark.
2003, A.Shen ve ark. 2013, N.H.Davies ve ark. 2007). MHPLC, adindan da anlasilacagi
lizere, duragan fazlar ile ¢dziinen maddeler arasinda birden fazla etkilesim bigimi
kullanir ve tek bir kromatografik kolonda birden fazla ayirma modu elde edebilir
(G.Zhao ve ark. 2009). MHPLC simdiye kadar, olduk¢a karigik analit siniflarinin polar
iyonlardan polar olmayan organik bilesiklere eszamanli olarak ayrilmasi i¢in esnek ve
¢ok yonli bir yaklasim oldugunu goéstermistir (K.Ohyama ve ark. 2010, H.Qiu ve ark.
2012, S.Wongyai ve ark. 1994). Ayrica MHPLC'ler, genellikle yiiksek yiikleme
kapasitesine  sahiptir ve yari-preparatif ve preparatif kromatografi igin
uygundur(N.H.Davies ve ark 2007, S.C.Burton ve ark. 2001). Bu nedenle, birgok
bilimadami bu alana ilgi duydu; yakin zamanda MHPLC sabit fazlari i¢in kullanilabilen
yeni materyaller daha fazla tasarlandi (L.C.Sander ve ark. 1984, K.B.Sentell ve ark.
1989, K.Kimata ve ark. 1995, A.K.Mallik ve ark. 2010).

MHPLC sabit fazlari, hidrofobik ve iyon-degisim etkilesimleri (RPLC/IEC),
hidrofobik ve hidrofilik etkilesimler (RPLC/HILIC), hidrofil ve iyon-degisim
etkilesimleri (HILIC/IEC) ve bunlar gibi ikiden fazla etkilesim tiirii i¢erecek sekilde
smiflandirilabilir. Mixed-mode kromatografi kavrami ilk olarak Brown ve ark.
tarafindan 1986 yilinda ileri siiriilmiistir (A.Halfpenny, P.Brown ve ark. 1986). Ayni
y1l, hem anyon degisimi hem de hidrofobik etkilesimler saglayabilen MHPLC'nin sabit
fazlan ic¢in birka¢ madde ilk kez Regnier ve ark. tarafindan o6nerildi (LA.Kennedy,
F.E.Regnier ve ark. 1986). Bu materyallerin hazirlanmasi i¢in iki yontem uygulandi.
Her ikisi i¢in de once bir poliamin, makro gozenekli silis boncuklarinin yiizeyine
adsorbe edildi ve sonra sirastyla ana gruplarinda kiiglik bir anhidrit molekiilii ile
acillenmis ¢ok islevli bir oksiran ile ¢apraz baglandi. Bu materyalle dolu kolonla,
protein ayrimi i¢in uygun olan RPLC/IEC mixed-mode’ta ¢alistirilabilddi gosterilmistir.
Bundan sonra, RPLC/HILIC, HILIC/IEC ve hatta RPLC/HILIC/IEC gibi diger
MHLPC'ler i¢in daha fazla sabit faz gelistirildi. "Mixed-mode kromatografisi" teriminin
ilk ortaya ¢ikisindan bu yana MHPLC’ye olan ilgi giin gegtikce artti. Akademik arama

motorlarinda baslik kisminda “Mixed-mode sivi kromatografisi” anahtar kelimesi ile



24

arama yapildiginda 2015 yilmin Eyliil ayinda yaklasik olarak 250 adet makale
bulunmustur. Bununla birlikte, son on yilda yalnizca MHPLC ile ilgili makaleler vardir.
Sekil 2.1'de gosterildigi gibi, 2007'den yaklasik 20 yil once yaklasik 77 makale
bildirildi, ancak yalnizca 2015'te (dokuz ay) 41 makale yayinlandi. Istatistiksel sonuglar,
MHPLC i¢in yeni materyallerin gelistirilmesi ve uygulanmasinin kromatografik bilimde
onemli bir parametre oldugunu gosteriyor. 1989'da Mclaughlin, MHPLC'nin niikleik
asidin ayrilmasi ve saflastirilmasi i¢in uygulanmasini gézden gegirdi (L.W. McLaughlin
1989). 2008'de Mant ve Hodges, peptidlerin ve proteinlerin analizi i¢in HILIC/IEC'nin
gelistirilmesi ve uygulanmasini ¢alistt (C.T.Mant ve R.S.Hodges 2008). 2011'de Geng
tarafindan MHPLC'nin gelisimi ve biyopolimerlere olan uygulamalari gézden gegirildi
(Y.Yang, X.Geng ve ark. 2011). Dolayisiyla, bu incelemeler agirlikli olarak
biyomolekiil analizinde MHPLC'nin uygulama ilerlemesiyle ilgilidir. Bununla birlikte,

MHPLC sabit fazlari i¢in materyallerin hi¢bir zaman 6zetlenmedigi sdylenebilir.
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Sekil 2.1. “Mixed-Mode si1vi kromatografisi” bagliklt makale sayilarinin yillara gére dagilimi

2.2. Mixed-Mode Sivi Kromatografik Sabit Fazlar

Bilindigi tizere, HPLC’nin gaz kromatografisi, ince tabaka kromatografisi, kolon
kromatografisi gibi bircok ¢esidi vardir. Genel olarak, mixed-mode ayirma
mekanizmasi, bu kromatografi ¢esitlerinin alt basliklarinda meydana gelmistir.
Ornegin, hidrofobik etkilesim ve iyon degisimi siklikla kolon kromatografisiyle
birlestirilir (J.Wei ve ark. 2012, A.Zimmermann ve ark. 2014, X.Li ve ark. 2012, X.Cai
ve ark. 2012). Prensip olarak, iki farkli duragan fazin tek bir kolona fiziksel olarak
harmanlanmasi, bazen mixed-mode ayrimi etkisini elde edebilir (A.J.Link ve ark. 1999,
D.A.Wolters ve ark. 2001, M.P.Washburn ve ark. 2001, W.H.McDonald ve ark. 2002,
M.Walshe ve ark. 1995, A.Motoyama ve ark. 2007). Bununla birlikte, bu yontemle ilgili
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sorunlar, ortaya ¢ikan HPLC kolonlarmnin tekrarlanabilirligi ve homojenligi ile ilgili

endiseleri igerir.

2.2.1. RPLC/IEC Sabit Fazlar

Ters Fazli Sivi Kromatografisi (RPLC), RPLC/IEC ile karsilastirildiginda
yiikksek polariteye sahip bilesiklerin ayrilmasi i¢in avantajlidir (J.Wei ve ark. 2012,
H.Qiu ve ark. 2013). RPLC/IEC'de, iyon alisverisi prensibi ayrintili olarak Giiglii
Anyon Degisimi (SAX), Zayif Anyon Degisimi (WAX), Giiglii Katyon Degisimi (SCX)
ve Zayif Katyon Degisimi (WCX) modlar1 olarak siniflandirilabilir. RPLC/IEC sabit
fazlar1 i¢in kullanilan materyallerin ¢ogunlugu homojen olarak baglanmis karisik
ligandlara sahip silis matrislerinden iiretilmektedir. RPLC’de basarili olmak i¢in, karisik
ligandlar genellikle farkli uzunlukta, 6rnegin C18, C12, gibi alkil zincirlerinden olusan
hidrofobik kisimlar1 icermelidir. Genellikle SAX (J.Wei ve ark. 2012, A.Abbood ve ark.
2009, 2010) i¢in kuaterner amonyum gruplari, aminoquinuklidin (A.Zimmermann ve
ark. 2014, A.Abbood ve ark. 2009), aminotropan (H.Hinterwirth ve ark. 2010), imidazol
(H.Qiu ve ark. 2006, M.Sun ve ark. 2009) ve piridin (M.Sun ve ark. 2011) gruplar1
WAX etkilesim bélgeleri olarak kullanilir. Ote yandan, sirasiyla SCX ve WCX
etkilesim bolgeleri olarak siilfonik asit (X.Li ve ark. 2012, H.Qiu ve ark. 2013) ve
karboksil gruplar1 (X.Cai ve ark. 2012) kullanilmaktadir. Tablo 2.2.1’de, bazi
RPLC/IEC sabit faz materyalleri, karakterizasyon yontemleri, ilgili mobil fazlar ve
analitler listelendi.

Guo ve ark. Silika taneciklerin yilizeyinde kuaterner amonyum ve C18 alkil
zincirinin kopolimerlestirilmesi yoluyla RPLC/SAX sabit fazlar i¢in yeni bir materyal
gelistirdi (Sekil 2.2.1 A) (J.Wei ve ark. 2012). RPLC modunda, toluen ve etilbenzen'in
analizi i¢in mobil faz olarak su-metanol (%40/%60) kullanilmistir. IEC modunu
degerlendirmek igin piridin, benzoik asit ve aristolokhik asit, mobil faz olarak asetonitril

(ACN), su ve 500 mM amonyum format soliisyonu kullanild1 (pH degeri 3.0 veya 6.2).
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Sekil 2.2.1. Mixed-Mod Sabit Fazlar i¢cin materyaller, (A) RPLC/SAX, (B) RPLC/WAX, (C)
RPLC/SCX VE (D) RPLC/WCX. (E) RP / WAX fazindaki niikleozitlerin piyasada bulunan sabit fazlarda

elde edilenlerle ayrigmasinin karsilastirilmast. 1. Adenozin, 2.Timidin, 3. Uridin, 4.Guanozin, 5.Sitidin

Polar gomiilii islevsel gruplara sahip bir hidrofobik alkil zinciri ve bir ug
kuiniiklidinyum WAX alanlar ihtiva eden karisik ligandlarla fonksiyonalize edilmis
gozenekli silika boncuklar, oligoniikleotidlerin ayrilmasinda miikemmel performans
gosteren RPLC/WAX sabit fazlar1 olarak kullanildi (Sekil 2.2.1 B) (A.Zimmermann ve
ark. 2014).

Mobil faz olarak oligoniikleotidlerin analizi i¢in pH 7.0 (20/80,
v/V)trietilamonyum fosfat tamponu ve pH 8.0 (20/80, v / v) trietilamonyum fosfat
tamponu kullanildi.

X.Li ve arkadaslari, ¢cok fosforile peptitlerin zenginlestirilmesi i¢in yeni bir n-
oktadesiltriklorosilan ve 2- (4-klorosiilfonil fenil) etil triklorosilan karigimi olan
RPLC/SCX materyali agikladilar (Sekil 2.2.1 C) (X.Li ve ark. 2012). Sonra, sabit
fazdaki bagl peptitler daha sonra artmig ACN konsantrasyonuyla uzaklastirilabilir. Son
olarak, yeni bir RPLC/WCX mixed-mod sabit faz polar-kopolimerizasyon yaklagimi ile
hazirlandi. Bu materyal, silika bazli sabit fazdi ve n-oktadesil ve 3-karboksipropil
gruplar ihtiva eden karisik ligandlarla modifiye edildi (Sekil 2.2.1 D) (X.Li ve ark.
2012). Degerlendirilen bilesikler (peptidler), A (20 mM amonyum formatli tampon, pH
3.0,4.5, 6.5 ve 8.0) ve B (ACN) 'den olusan mobil faz ile ayrilabilir.
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Tablo 2.2.1. RPLC / IEC mixed-mode sabit faz materyallerin karakterizasyonu, mobil fazlar1 ve analitleri

RPLC/IEC Sabit Fazlarin Karakterizasyon | Mobil Fazlar Analitler
Tirleri Karisik Ligandlari
RPLC/SAX | Cl8+kuarterner Element  Analizi | MeOH/Su, Aristoloktik
amonyum gruplari (EA) ACN/Formik Asit | Asitler, Alkil
¢ozeltisi, Benzenler
MeOH/Formik  Asit
¢Ozeltisi
RPLC/WAX | N-(10-undesenoil)-3- EA ACN/Trietilamonyum | Oligoniikleitler
aminoquinuklidin fosfat tamponu
RPLC/SCX | C18+Sulfonilfenil EA, ®C CP/MAS | ACN/Amonyumasetat | Fosfopeptitler
NMR Tamponu
RPLC/WCX | C18+3-karboksipropil Karakterize ACN/Amonyumformat | Peptitler
Edilmez Tamponu
RPLC/SAX | C21+kuarterner Karakterize ACN/Fosfat Tamponu | Peptitler
amonyum grubu Edilmez
RPLC/SAX | C21+kuarterner Karakterize ACN/Fosfat Tamponu | Enkefalinler
amonyum grubu Edilmez Fosfat/Kloriir/Perklorat
Cozeltileri
RPLC/WAX | Poli(1-allilimidazol) FTIR, EA, TGA, | MeOH/Su, Anilinler, Alkil
X-ray, Sodyum Kloriir | benzenler,
Fotoelektron Cozeltisi inorganik
Spektrskopisi anyonlar
RPLC/WAX | N-undesanoil- EA ACN/Su, Alkil
3aminoquinuklidin, ACN/Amonyum Benzenler,
N-(10-undesanoil)- Asetat Tamponu Ksatinler,
3aminotropan,  N,N- Niikleozitler,
dimetil-N-10- Vitaminler
undesanoil-1,2-
Etandiamin,
N-butanoil-(2S,4S,5R)-
2-aminometil-5-[(2-
oktiltio)etil]-
quinuklidin
RPLC/IEC Scherzo SW-C18,SM- | Karakterize ACN/Amonyum Kisa RNA
C18, ve SS-C18 Edilmez Asetat Tamponu Oliniikleotitleri

Sekil 2.2.1 E'de gosterildigi gibi, 6rnek olarak RPLC/WAX sabit faz kullanilarak, materyaller, amino
fazlar veya tipik HILIC paketlemeleri (ZIC-HILIC, TSKGel Amide-80) gibi uygulanabilirlik profilleri ile

bu ticari sabit fazlar1 tamamlayici olarak kabul edilebilir yiikli ¢6ziinen maddeler i¢in polar gomiilii RP

materyali ile karsilagtirma yapilmistir.
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Dahasi, RPLC/IEC sabit fazli materyallerin hazirlanmasi i¢in baz1 ek
yaklagimlar vardir. RPLC sabit fazlart ucucu iyon-¢ift reaktifleri, 6rn. trietilamin ve
tetraalkilamonyum tuzlari, asetat veya bikarbonat tuzlar1 olarak RPLC/IEC karma mod
prensibini elde edebilirler (R.Nogueira ve ark. 2005, H.Hinterwirth ve ark. 2010
A.Zimmermann ve ark.2014). Ornegin, Biba ve ark. iyi ayirici etkinlik gdsteren RNA
oligoniikleotidlerini analiz etmek i¢in {i¢ tiir mixed-mod sabit faz kullandi. Kullandiklar1
mixed-mod kolonlart Scherzo SW-C18, Scherzo SMC18 ve Scherzo SS-C18'dir
(M.Biba ve ark. 2013). Ayrica, polistiren-divinilbenzen ve polivinilimidazol gibi karisik
etkilesim baglama bolgelerine sahip polimer esasli paketleme malzemeleri, RPLC/IEC

sabit fazlari i¢in baska bir malzeme tiiriidiir (G.Jilge ve ark. 1993).

2.2.2. RPLC/HILIC Sabit Fazlar

RPLC, ¢ogunlukla apolar bilesiklerin ayrilmasi i¢in kullanilir ve HILIC polar
bilesiklerin ayrilmasi igin bir avantaja sahiptir. Her iki kromatografi modu biyolojik
numunelerdeki ¢evre kirleticileri ve dogal bitki ozleri gibi karmasik oOrneklerin
analizinde bazi zorluklar1 karsilamaktadir. Karistk mod RPLC/HILIC hem hidrofobik
hem hidrofilik bilesikleri ayirma o6zelligine sahiptir (P.Jandera ve ark. 2010). Bazi
bildirilen RPLC/HILIC sabit faz materyalleri, karakterizasyon yontemleri, ilgili mobil
fazlar ve ayirma analitleri Tablo 2.2.2'de listelenmistir.

RPLC/HILIC sabit fazli maddeler yaygin olarak hidrofobik yarilari (6rnegin
alkil zincirleri ve aromatik gruplar) ve hidrofilik gruplari igeren karisik ligandlari
kullanarak tasarlanir. Hidrofilik kisimlar, iyonik gruplar (6rnegin amino ve karboksil),
zvitteriyonik gruplar (6rnegin siilfoalkilbetain, fosforilkolin ve aminofosfonat) ve notr
hidrofilik gruplar (6rnegin hidroksil, siyano ve amid). Hidrofilik kisimlar asagidaki
kategorilere gruplanabilir (Y.Li ve ark. 2014):

v Iyonik Gruplar (Ornegin; Amino ve Karboksil)

v' Zwitter Iyonik Gruplar (Ornegin; Siilfoalkilbetilen, Fosforilkolin ve
Aminofosfonat)

v' Noétr Hidrofilik Gruplar (Ornegin; Hidroksil, Siyano ve Amit)
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Sekil 2.2.2 (A, B, E) RPLC / HILIC karisik mod sabit faz materyallerinin i¢in iig tipik tiir. (C) Tanaka test
karigiminin ayrilmasimin karsilastirilmasi: 1. Urasil, 2. Fenol, 3. Kafein, 4. Biitilbenzen, 5. O-ter fenil, 6.
Amil benzen, 7. Trifenilen. (a): ODS kolonu ve (b): Sil-PAzO kolonu. (D): Dort steroid ayrimimin
(2):0DS kolonu ve (b): Sil-PAzO kolonu ile karsilagtirilmasi: 1. Estriol, 2. 17a-estradiol, 3. 17B-estradiol

ve 4.estron

Hidrofobik alkil zinciri ve hidrofilik diol gruplarindan olusan klasik bir
RPLC/HILIC sabit faz, Liu ve Pohl tarafindan etoksillenmis yiizey aktif maddelerin
analizi i¢in tasarlandi (Sekil 2.2.2 A) (X.Liu ve ark. 2008). Tasarim felsefesi, diol
fazinin silanol gruplarini kisa alkilhidroksi gruplariyla degistirerek baglanmamus silisin
(geleneksel HILIC kolonu) yakin bir taklidi olmasiydi. Mobil faz ACN ve 0.1 M
amonyum asetat karigimiydi. Ilging bir sekilde, mobil fazda% 75'den az ACN
bulundugunda faz RPLC modu, mobil fazda %90'dan fazla ACN verildiginde HILIC
moduna gecti. Qiu ve ark. silika matrisinin siilfonikazobenzen ile modifiye edilmesi ile
bir bagka RPLC/HILIC sabit fazi sentezlendi (Sekil 2.2.2 B) (H.Qiu ve ark. 2013).
HILIC modunda, yedi flavonoid ve ginsenosidler, niikleozidler ve bazlari igeren polar
bilesikler, mobil faz olarak farkli oranti ve konsantrasyonda amonyum asetat ve ACN
kullanilarak basartyla ayrilmistir. Dahasi, RPLC modunda elde edilen RPLC/HILIC
kolonlari, Tanaka test karisiminin ayrilmasi i¢in geleneksel oktadesil silan (ODS)
kolonuna ve metanol/su (%65/%35) mobil faz kosulunda dort steroid karisimi igin bazi
avantajlar gosterdi. Baska bir ¢alismada kisa peptit Boc-Phe-Aib-Phe-OH mixed-mod
RPLC/HILIC ayrimlarinin yapilmasi i¢in gozenekli silis iizerine sabitlendi (Sekil 2.2.2
C ve D) (S.Ray ve ark. 2012). Baska bir ¢aligmada kisa peptit Boc-Phe-Aib-Phe-OH

karisik-mod RPLC/HILIC ayrimlarmin yapilmasi i¢in gézenekli silis iizerine
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sabitlendi(Sekil 2.2.2 E) (S.Ray ve ark. 2012). Hidrofobik etkilesim modunda sekiz
steroid karisiminin ayrilmasi igin ¢oziicii olarak %30 CH3;OH ve dihidroksibenzen
izomerleri c¢ekirdek ve kiikiirt bazli analitler hidrofilik etkilesim modunun
degerlendirilmesi i¢in eluotropik kosullar altinda ayrilmistir(10 mM Amonyum

Asetat/ACN (%10/90))

Tablo 2.2.2 RPLC/HILIC'in sabit fazli materyallerin karisik ligandlari, karakterizasyonu, mobil fazlari

ve analitleri

Sabit Fazlarin

. Karakterizasyon Mobil Fazlar Analitler
Karisik Ligandlari
Alkil benzenler,
MeOH/Su, Steroidler,
ACN/Su, Flavonoidler,
Sulfonik-Azobenzen FTIR, EA, TGA . .
ACN/Amonyum Ginsenozitler,
asetat tamponu Bazlar ve
niikeozitler
Alkil fenol
] ] ACN/Amonyum tiirevleri,
Alkil karbon+Glikol 13
) EA, °C CP/MAS NMR asetat tamponu, Etoksilenmis
Termintist
ACN/Su alkoller,
Polietilen glikol,
Steroidler,
MeOH)/Su, Niikleo-analitler,
Boc-Phe-Aib-Phe-OH FTIR, EA, TGA, *C NMR ACN/Amonyum Dihidrobenzen
asetat tamponu izomeri,

Siilfir temelli ilag

molekiilleri
ACN/Asetik asit Niikleozitler,
Alkil karbon+amido- EA ¢Ozeltisi, Ksantinler,
aminofosfonat ACN/Amonyum Alkil benzenler,
asetat tamponu
FTIR, EA, TGA, Potansiyometrik
) ) MeOH/Su, Niikleozitler,
Humik Asit titrasyonlar, Temas agis1
ACN/Su Niikleobazlar,
6l¢timleri
o ACN/Amonyum Anilinler,
poli-L-lisin FTIR, TGA
format tamponu Fenoller,
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2.2.3 HILIC/IEC Sabit Fazlar

Hidrofilik ve iyon degisim etkilesimlerinin kombinasyonu nedeniyle
HILIC/IEC, proteinler ve peptidler gibi polar ve yiiklii bilesiklerin analizi i¢in 6zellikle
uygundur (S.C.Burton ve ark. 2001, E.Y.Ordonez ve ark. 2012). Mixed-mod
HILIC/IEC ayirma mekanizmalar1 genelde her iki yiiklii grup, 6rn. amino, karboksil ve
stilfoalkil betain gibi anyonik, katyonik veya Zwitteriyonik gruplar ve hidrofilik gruplar.
Bazi yayinlarda HILIC/IEC sabit faz materyalleri, karakterizasyon yontemleri, ilgili
mobil fazlar ve ayirma analitleri Tablo 2.2.3'te listelenmistir.

1990arin  basinda peptitlerin ayrilmasinda mobil fazda yiiksek ACN
konsantrasyonlu IEC kolonlarinda hidrofilik ayirma mekanizmasini ilk kez Hodges
gozlemledi. Goriildiigii gibi, diisiik ACN seviyelerinde iyonik degisim etkilesimleri ana
ayirma mekanizmasiydi ve peptitler ile duragan fazlar arasindaki hidrofilik etkilesimler
de yiikksek ACN seviyelerinde oynandi. Bu mixed-modlu bir HILIC/IEC kolonunda,
peptid ayrimlar1 igin RPLC ve IEC'ye rakip olabilir. Bundan sonra, karma modlu
HILIC/IEC i¢in daha fazla sayida IEC kolonu gelistirildi (C.T.Mant, R.S.Hodges ve ark.
1998, 2004). 2008'de bir incelemeye gore, HILIC/IEC'in peptidlerin ve proteinlerin
ayrilmas1 ve analizi igin gelistirilmesi ve uygulanmasini &zetlendi (C.T.Mant,
R.S.Hodges ve ark. 2008).

Son yillarda, arastirmacilar HILIC ve IEC ayirma mekanizmalarini
birlestirebilecek yeni malzemeler hazirlamaya basladilar. J.Lin ve arkadaglari, kilcal sivi
kromatografisini gerceklestirmek i¢in 2-(metakriloiloksi) etiltrimetilamonyum (META)
ve pentaeritritol triakrilatin (PETA) kopolimerizasyonuna dayanan yeni bir katyonik
degisim ve hidrofilik etkilesim monolitik sabit fazi sentezlendi (J.Lin ve ark. 2009).
META hem iyon degistirme alanlar1 hem de hidrofilik ligand saglayicisi olarak islev
goriirken, PETA c¢apraz baglayict olarak tanitildi. HILIC/IEC igin tiklama kimyasi
vasitastyla azid-silika {lizerine propargilamin immobilizasyonu ile yeni bir silis esash
amino sabit faz kesfedildi (Sekil 2.2.3 A) (Y.Liu ve ark. 2012). IEC'nin performansini
degerlendirmek i¢in, birkag inorganik anyonun analizi i¢in ¢6ziicii olarak 5 mM Na,S0,4
+ 0.5 mM H,S0,4 kullanildi. HILIC modunda, mobil fazdaki su igerigini (ACN/H,0) ve
amonyum format derisimini degistirmek suretiyle niikleozidlerin tutma davranislari
aragtirillmistir. Daha sonra, glutatyon, Liang ve arkadaslarimin yasamin bazi hayati
maddesini ayirmak i¢in yeni hidrofilik etkilesim/katyon-degisim mixed-mod
kromatografik sabit faz elde etmek i¢in tiklama kimyasi ile silis yiizeyine kolaylikla
hareketsiz birakildr (Sekil 2.2.3 B) (A.Shen ve ark. 2013). Glutatyon modifiye kolonuna
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dayanarak, CEX modunda ve HILIC/CEX karisik modunda chitooligosakkaritlerin

¢ozinirligi de gergeklestirildi. Chitooligosakkaritlerin tutulmasi, mobil fazda organik

¢oziicii eklenmesiyle, hidrofilik etkilesimin ortaya ¢ikmasiyla biiyiik 6l¢iide arttirilmigtir

(Sekil 2.2.3 C). Hidrofilik etkilesimin, yani elektrostatik itme hidrofilik etkilesim

kromatografisinin (ERLIC) kombinasyonu ile karragenan oligosakaritlerin ayrilmast, iyi
secicilikle basariyla elde edildi (Sekil 2.2.3 D).

Tablo 2.2.3 RPLC / IEC sabit fazli materyallerin karma ligandlari, karakterizasyonu, mobil fazlart ve

analitleri

Sabit Fazlarin Karigik | Karakterizasyon | Mobil Faz Analitler

Ligandlar1

Glutatyon EA, BC CP/MAS | ACN/Amonyum format | Sakkaritler,

NMR tamponu, Peptitler,

ACN/NaH,PO, ¢o6zeltisi,
ACN/NaClO, ¢ozeltisi

Polisiilfoetil aspartamid Karakterize Edilmez | ACN/Trifloroacetat(TFA) Peptitler,
¢Ozeltisi,
ACN/Fosfat tamponu

Polisiilfoetil aspartamid Karakterize Edilmez ACN/TFA ¢ozeltisi, Peptitler,
Tetraetilamonyum
perklorat(TEAP)

¢0zeltisi/NaClOy4 ¢ozeltisi

Poli(2-sulfoetil

aspartamid)

Karakterize Edilmez

ACN/TFA ¢ozeltisi,
ACN/TEAP ¢ozeltisi ve NaClO4

a-sarmal peptitler

gozeltisi
Poli(META-co-PETA) SEM ACN/Amonyum format | Amidler,
tamponu Fenoller,
Yiiklii ¢6ziinen maddeler
Proparglamin FTIR, EA 5 mM Na,S0,/0.5 mM H,SO,, Inorganik anyonlar,
ACN/Amonyum format | Niikleozitler,
tamponu
Glukaminyum bazli iyonik | FRIR, EA ACN/Amonyum Format | Niikleozitler,
stvilar tamponu Flavonoidler

Sonug olarak, hidrofilik etkilesimin uygulanmasi, IEC'ye yiiklii ve hidrofilik gruplarin

karigiminin analizi i¢in bazi avantajlar saglamistir. Son zamanlarda, bir glukaminyum-

bazli iyonik sivi N,Ndiallil-metil-D-glukaminyum bromiir sentezlendi ve daha sonra
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"tiyol-ene" tiklama kimyasi yoluyla 3-merkaptopropil modifiye silika yiizeylerinin
yiizeyine baglandi (Sekil 2.2.3 E) (L.Qiao ve ark. 2014). Elde edilen sabit fazin ayirma
mekanizmasi, farkli kromatografik faktorlerin farkli tipteki ¢oziinenlerin tutulmasina
etkisi incelenerek degerlendirildi. Mobil fazdaki tuz yogunlugunun artmasiyla bazik
bilesiklerin alikonma siiresi arttirildi, ancak asidik bilesiklerin tutunmasi acik bir sekilde
azaldr. Ikinci faktdr igin, basit ve zayif temel ¢ozeltiler, mobil fazdaki su igerigi
arttiginda, alikonmada siirekli bir azalma goriildii. Mobil faz pH's1 i¢in, tutma siiresi, pH

degeri diisiikten yiiksege degistirildiginde artmustir.

Hidrofilik ve iyon
degistirici kisim

A

\ 10
B iyon degistirici grup ; / - oS e —18_ ~
: ] 10 20 30 40 50
hidrofilik ; 1> b. HILIC/CEX
¢ TN
grup \ |
si —S £ 2 ~~
& \/\::., \<r }._, o l |
N L' ﬁ LAAAATR AL 16
o= S W WV A —
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/ Allkoenma zamani (dk)
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2? 3
& 4
CH-OH ‘ ‘ ‘ 5
E | | ) & 7
hidrofilik H——OH v )U k,J‘|‘w LI LA I8,
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OH
SiO. 3 \/\/\ N —_— - - ——— - - - - - - L
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Sekil 2.2.3 Mixed-Mode sabit faz malzemeleri; (A) HILIC/WAX, (B) HILIC/anyon ve katyon degisimi
ve (E) HILIC/SAX. (C) chitooligosakkaritler ve (D) karragen oligosakkaritlerinin CEX modunda ve
HILIC / CEX modunda glutatyon modifiye kolon {izerinde ayrilmasi

2.2.4 RPLC/HILIC/IEC Sabit Fazlar

Son yillarda, MHPLC'nin arastirilmasi ve uygulanmasi hizla artiyor. iki modlu
MHPLC'in yam sira iic modlu veya ¢ok modlu MHPLC de tek bir kolonun daha
yiikksek ayirma oOzelliklerini saglamak igin gelistirildi. RPLC/HILIC/IEC, hidrofobik,
hidrofilik ve anyon-degisim etkilesimleri olmak tizere {i¢ ¢esit etkilesimden olusan bir
kombinasyona sahiptir. Yeni tutma mekanizmasi amaciyla iyonik sivilar, karmasik
MHPLC sabit fazlarin sentezi i¢in yeni bir materyal olarak ortaya ¢ikmistir (H.Qiu ve
ark. 2011). Baz1 bildirilen RPLC/HILIC/IEC sabit faz materyalleri, karakterizasyon

yontemleri, ilgili mobil fazlar ve ayirma analitleri Tablo 2.2.4'te listelenmistir.
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2012'de Thara ve ark. anyonlar, hidrofobik bilesikler ve kiigiik polar molekiillerin
sirastyla RPLC/HILIC/IEC ayrimi igin bir poli-graftl silika sabit fazi1 hazirladi (H.Qiu
ve ark. 2012). Ayirma malzemelerinde, bu {ic modlu malzeme, hidrofobik alkil zinciri,
ester ve polar imidazolyum gruplarim1i ayirma kaynaklari olarak igermektedir (Sekil
2.2.4 A). RPLC modunda, imidazol veya piridin gruplari olan tri-mod kolonu, mobil faz
olarak metanolii kullanarak konumsal izomerlere kars1 yiiksek bir molekiiler diizlemsel
seciciligi indiikleyebilir (Sekil 2.2.4 B). HILIC modunda, niikleozitler ve bazlari, 20
mM amonyum asetat: ACN (5/95,) eluent olarak ayrildig1r goriildii. IEC modunda
inorganik anyonlar, mobil faz olarak 20mM Na,S0; (pH 3.3) sulu soliisyonu

kullanilarak iyi pik sekilleri ve yliksek verim ile ayrilmistir.

hidrofobik kisim
A
hidrofobik kisim

»

=
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Sekil 2.2.4 (A,C) 2 tip RPLC/HILIC/IEC sabit fazlar1 i¢in materyaller. (B) O-terfenil, m-terfenil ve
trifenilenin ayrilmasi ve (a) SilpC11C1Im, (b) ODS kolonu.

Dendritik materyallerin gelismesiyle birlikte, 2014'te Y.Li ve ark. cok modlu
RPLC/HILIC/IEC ayrimi i¢in yeni bir dendritik polimer modifiye silika sabit faz
hazirladi (Sekil 2.2.4 C) (Y.Li ve ark. 2014). Malzeme, hidrofilik amin ve hidroksil
gruplar1, hidrofobik alkil zincirleri ve fenil halkasi ve yiiklii kuaterner amonyum
gruplari olarak 3 béliimden olustu. Ozetle, bir mixed-modlu kolon, iki veya daha fazla
tek modlu kolonun yerini almasi i¢in kullanilabilir; bu da, malzemelerin atik ve asiri

tiketilmesini Onler.
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Tablo 2.2.4 RPLC/HILIC/IEC sabit fazli materyallerin karma ligandlari, karakterizasyonu, mobil fazlari

ve analitleri
Sabit  Fazlarin  Karisik | Karakterizasyon Mobil Faz Analitler
Ligandlari
poli(1-vinil-3- FTIR, EA, TGA, *C | Heksan/2-propanol Alkil benzenler,
octadesilimidazolyum bromid) CP/MAS NMR MeOH, Steroidler,
MeOH/Su Ter-fenil
izomerleri,
poli(1-(2-akrilloiloksiyundesil)-3- | FTIR, EA, TGA 20 mM Na,SOq,, Inorganik
metilimidazolyum Bromid) ACN/Amonyum anyonlari,
asetat tamponu Ter-fenil
izomerleri,
Bazlar ve
niikleozitler
Dentritik polimer FT-IR, EA ACN/Su, Alkil benzenler,
ACN/Fosfat tamponu, | Yikli ¢6ziinen
ACN/Amonyum maddeler,
format tamponu Niiklebazlar

2.2.5. Diger MHPLC Sabit Fazlar

Daha 6nce de belirtilen bu mixed-modlara ek olarak, arastirmacilar tarafindan
bagska yeni MHPLC tiirleri de arastirilmistir. Tablo 2.2.5'te MHPLC sabit fazh
materyallerin diger tiirleri ve karakterizasyon yontemleri ile ilgili mobil fazlar ve ayirma
analitleri 6zetlenmistir. MHPLC'de yeni bir malzeme olarak mixed-modlu monolitler
ortaya ¢ikmistir (C.T.Mant ve ark. 2008, X.Lin ve ark. 2013). Geleneksel paketlenmis
kolonlara kiyasla, monolitik silika kolonlari, hizli kiitle transferi, ug fritlerin yoklugu ve
paketlenmis kolonlarda bulunan wugtaki fritlerin varligi nedeniyle bazi c¢alisma
problemlerinin énemli derecede azaltilmasi gibi pek ¢ok gelisme sunmaktadir (T.Hara
ve ark. 2006). Jia ve arkadaslar1 mixed-mod monolitleri konusunda giizel ¢aligmalar
yapmislardir.  2011'de Jia ve ark. mixed-modlu kilcal HPLC i¢in bir N-metil
imidazolyum islevsellestirilmis monolitik silika kolonu hazirlandi. Karistk mod
monolitinin ayrilmis mekanizmalari, anyon degistirme, hidrofilik, n-7t, dipol-dipol ve
hidrofobik etkilesimleri icerir (P.Zhang ve ark. 2011). 2014 yilinda aymi grup
hidrotermal bir yaklasimla bir hibrid karbon/silika monolitik kilcal HPLC kolonu
hazirladi. Yeni duragan faz, hidrofobik, hidrofilik, elektrostatik ve n-m etkilesimlerine

dayali bilesikleri ayirma yetenegine sahiptir (P.Yang ve ark. 2014). Zhao'nun grubu,
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hidrofobik, hidrojen baglayici (HB), boyut katistirma, m-m ve anyon degisim
etkilesimleri  iceren  ¢ok  amachi  ayrilmis  mekanizmalara  sahip  bir
tetraazakaliks[2]aren[2]triazin esasli mixed-mod sabitini sentezledi (W.Zhao ve ark.
2012).

Tablo 2.2.5. MHPLC sabit fazli materyallerin karma ligandlari, karakterizasyonu, mobil fazlar1 ve

analitleri
Diger MHPLC Sabit | Karakterizasyon Mobil Faz Analitler
Fazlar
IEC/n-n/hidrojen-baglayict Karakterize Edilmez ACN/Amonyum PAH ve fenoller,
(HB) format tamponu Estrojenler,
Aromatik aminler,
Niikleobazlar
RPLC/HILIC/IEC/n-n/HB/ SEM ACN/Na2HPO4 Inorganik anyonlar,
dipol—dipol ¢ozeltisi, AlKil benzenler,
MeOH-Su, Aromatik Asitler,
20 mM Na2HPO4 | Niikletidler,
gozeltisi PAH ve fenoller
RPLC/HILIC/IEC/n-nt SEM, EDS, FTIR, | ACN/Su, Alkil benzenler,
ISEC ACN/Amonyum asetat | Niikleozit ve bazlar,
tamponu, Aromatik Asitler
RPLC/IEC/n-n/HB/kapsama FTIR, EA, TGA MeOH/su, Aminler,
25 mM KCl ¢ozeltisi Fenoller,
Inorganik anyonlar,
RPLC/HILIC/IEC/n-n FTIR, EA, TGA, | MeOH, AlKil benzenler,
/HB/sekil segiciligi NMR, DSC ACN/Amonyum asetat | Niikleik asit bazlari
tamponu, ve niikleozitler,
MeOH/Fosfat tamponu | Izomerler

2015 yilinda Thara Grubu, sekil se¢iciligi (S.S), hidrofobik ve hidrofilik segicilik,
HB ve iyon degistirme kapasitesi gibi daha siislii performansa sahip ¢ok modlu sabit bir
faz malzemesi hazirladi (A.K.Mallik ve ark. 2015). Sekil 2.2.5 A'da gosterildigi gibi,
hidrofobik kistm CI18 alkil zinciri ile, hidrofilik kisim ise amid islevsel grubu ile
sunulmustur. Kolon, sekil kisith izomerlerin ve polar, polar olmayan ve bazik
bilesiklerin ayrilmasi i¢in kullanilabilir. Sinirlandirilmis izomerleri sekillendirmek i¢in
mekanizma, siitunun sadece yarik benzeri bir yapi1 olusturmasi degil ayni zamanda

coklu karbonil-n etkilesimlerini kolaylastirarak c¢ok yiiksek sekil segiciligine yol
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acmasidir (Sekil 2.2.5 B). Sekil 2.2.5 C, en yaygin olarak kullanilan RP ticari kolonlarla
Sil-MEPG-C18-1, Sil-MEPGC18-2 iizerinde @~ SRMS869b'nin  ayrilmasi igin
karsilastirmali kromatogrami gdstermektedir. Sekil 2.2.5 D'de gosterildigi gibi,
tasarlanan kolonlar, tekli EPG C18 (Sil-SEPG-C18 ve Ascentis RP amide) fazlarina
kiyasla, kromatografik sartlar altinda (45/55, 65/35 ve 75/25, metanol/20 mM
KH,PO4/K;HPO,4, pH 7.00) polar olmayan, polar ve bazik bilesiklerin (urasil,
propanolol, biitil paraben, dipropil ftalat, naftalen, amitriptilin ve asenaften) bir test

karisimi ile ¢ok iyi bir zirve asimetrisi gosterdi.
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Sekli 2.2.5. (A) RPLC/HILIC/ IEC sekil se¢imli mixed-mod sabit faz ligandimin kimyasal yapisi. (B)
Karbonil-r etkilesimleri yoluyla diizlemsel/diizlemsel olmayan ¢6ziiniir maddelerin se¢iciligini agiklayan
Yuva modeli. (C) SRM869bmin 35°C'de Sil-MEPG-C18-1, Sil-MEPG-C18-2 ve en yaygin olarak
kullanilan RP ticari kolonlarinda ayrilmasi igin kromatogramlar. (D) Sil-MEPG-C18-1, Sil-MEPG-C18-2,
Sil-SEPG-C18 ve EPG C18 safhalari iizerinde sirasiyla urasil, propranolol, butilparaben, dipropil ftalat,

naftalen, amitriptilin ve asenaften ayrilmasi i¢in kromatogramlar.

2.3. MHPLC Malzemelerinin Hazirlanmasi Ve Karakterizasyonu
2.3.1. MHPLC Malzemelerinin Hazirlanmasi

MHPLC materyallerin hazirlanmasi fiziksel ve kimyasal yontemlere ayrilabilir.
Genel olarak, mixed- modlu kromatografik ayirma, iki veya daha fazla HPLC kolon
modunun fiziksel olarak tandem kombinasyonu ile dogrudan elde edilebilir. Ornegin

Brown ve ark. otomatik anahtarlama valfleri ile RPLC ve IEC tandem kolonlari
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gelistirdi (A.Halfpenny ve ark. 1986). Ayni zamanda, Horvath ve ark. sabit faz
yiizeyleri sirastyla -COOH, -SOsH, -NH; ve -N (CHa)3 gruplari ile kapli olan dort IEC
stitununu birlestirerek bir tandem kromatografik sistem tasarladi (Z.El Rassi ve ark.
1986). Bu tandem sistemi ayn1 anda WCX, SCX, WAX ve SAX ayrim mekanizmalarini
saglayabilir. "Mixed-mod kromatografisi" terimine daha yakin olmak igin, iki sabit fazli
malzeme bir kolonun farkli béliimiine sirayla doldurulur ve bu tiir bir kolon genellikle
"iki fazli kolon" olarak adlandirilir. 2000'li yillarda Wolters’in grubu birka¢ SCX ve
RPLC kombine bifazik kolonlar hazirladi (A.J.Link ve ark. 1999, D.A.Wolters ve ark.
2001). Bundan sonra ayn1 grup, iki fazli bir kolonun bir ucuna 3.0 cm RPLC malzemesi
ekleyerek bir trifazik kolon hazirladi. Ugiincii fiziksel yaklasim, "karma kolon™ veya
"karigik yatakli kolon" olarak adlandirilan iki veya daha fazla hareketsiz faz materyalini
bir kolona karistirmaktir. 1995'te Walshe ve ark. dnce bdyle bir melez kolonu, C18 ve
siilfonatla modifiye edilmis silika sabit fazinin karisimiyla doldurarak hazirlad:
(M.Walshe ve ark. 1995). Motoyama ve ¢alisma arkadaslari, anyon ve katyon degisim
recinelerini bir siitunda, peptid ve fosfopeptitlerin ayrilmasi i¢in harmanladilar

(A.Motoyama ve ark. 2007).

2.3.1.1. Tiklama Kimyasi

Tiklama kimyasi, yiiksek secicilik ve verimlilik nedeniyle yeni bir sentetik
yontem olarak ortaya ¢ikmistir. "Tiklama kimyast" (Click Chemistry) terimi ilk 6nce
2001'de Sharpless tarafindan ortaya atildi (H.C.Kolb ve ark. 2001) ve Fréchet'in grubu
ilk olarak 2006'da HPLC sabit fazlarinin hazirlanmasina uyguladi (M.Slater ve ark.
2006). Bundan sonra tiklama kimyasi, MHPLC sabit fazli materyallerin hazirlanmasi
icin kullanilmaya baslandi. 2008'de Guo ve ark. organik azid ve terminal alkin
arasindaki Huisgen [3+2] dipolar sikloadizasyonu (tiklama kimyas1 denilen) yoluyla bir
B-siklodekstrin (B-CD) konjiige silika sabit faz1 hazirladi (Z.Guo ve ark. 2008). Bu sabit
faz, RPLC/HILIC mixed-mod tutma davraniglarin1 gosterdi. B-CD'nin hidrofilik dis
yiizleri, HILIC tutunmasina katkida bulunmustur ve boslugun hidrofobik i¢ yiizeyi,
RPLC modu tutulumu i¢in hidrofobik etkilesim bdlgeleri temin etmektedir. Tiklama
kimyasinin bagka bir tiirii olan "tiol-ene" tiklama reaksiyonu, ilk olarak Liang'in grubu
tarafindan zwitterionik sabit fazli materyallerin hazirlanmasi i¢in kullanildi. Bu sabit
faz, oligosakaritlerin, peptitlerin ve bazik bilesiklerin HILIC ayrilmasinda basariyla

kullanildi (A.Shen ve ark. 2011). Daha sonra, tekrar "tiol-ene" tiklama reaksiyonu ile bir
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glutatyon bazli HILIC/SEC sabit faz materyali hazirlandi ve standart peptitlerin ve
fruktosanlarin ayrilmasi i¢in etkili bir teknik oldugu kanitlandi (A.Shen ve ark. 2013).

2.3.1.2. Yiizeyde baslayan Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu

Cogu durumda, kromatografik sabit fazlar, ligandlarin silika ya da polimer
parcaciklar1 iizerine kovalent olarak baglanmasiyla serbest radikal polimerizasyon
reaksiyonlarimin kullanilmasini igeren ylizey tiiretme yoOntemleri ile hazirlanabilir.
Boylece SI-ATRP, kontrol edilebilir as1 yogunlugu ve zincir uzunlugu ile yeni bir
sentetik yontem olarak ortaya ¢ikmistir. SIEC-ATRP, ilk kez 2006 yilinda Tuncel ve
arkadaglar1 tarafindan bir IEC sabit faz malzemesi hazirlamak i¢in kullanildi (M. Tuncel
ve ark. 2006). Ayni yil, Jiang'in grubu, peptitlerin ayrilmasi i¢in SI-ATRP reaksiyonu
ile bir zwitteriyonik sabit faz sentezledi. Bundan kisa bir siire sonra, Carr'in grubu SI-
ATRP reaksiyonu ile katyon degisimli ve ters fazli tutma mekanizmalaria sahip bir
MHPLC sabit fazli materyal sentezledi. Ters fazli kisim C8 alkil zinciriydi ve katyon
degisim kismu siilfonik asit gruplarindan olusuyordu (H.Luo ve ark. 2008). 2011 yilinda
Wei ve arkadaslar silika boncuklarin yiizeyine asilanan viniltetrazol polimer ile SI-
ATRP reaksiyonu ile bir HILIC/WCX sabit faz materyali hazirladilar (J.Hao ve ark.
2011).

2.3.1.3. Diger Metodlar

Genellikle MHPLC sabit fazlarinin hazirlanmasi i¢in bagka klasik reaksiyonlar
da kullanilir. Amino ve karboksi grubu arasindaki yogunlagsma reaksiyonu, analitik
bilimde kullanilan tipik bir reaksiyondu. Ornegin, disikloheksilkarbodiimid/1-
hidroksibenzotriazol (DCC/HOBt), Ihara'min grubu tarafindan, peptid bazli silika
RPLC/HILIC sabit fazinin sentezi i¢in kondensasyon ajani olarak se¢ilmistir (S.Ray ve
ark. 2012). Bazt MHPLC sabit fazlar, katalizér olarak Paladyum(Pd) kullanilarak
hidrosililasyon reaksiyonu ile hazirlandi. Ornegin Liu ve ark. 1,2-epoksi-9-decen
dimetiletoksisilan ile platin katalizor varliginda birlestirmek i¢in reaksiyonu kullandi

(X.Liu ve ark. 2008).
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2.3.2. MHPLC Materyallerinin Karakterizasyonu
2.3.2.1. Fizikokimyasal Ozelliklerin Karakterizasyonu

Fizikokimyasal karakterizasyon MHPLC sabit fazli materyallerin basarili
sentezini saglamak i¢in Onemli bir adimdir. Genellikle, elemental analizler (EA),
Fourier transform infrared spektrometri (FT-IR), termogravimetrik analiz (TGA), kati
hal niikleer manyetik rezonans spektrometresi (NMR) ve benzeri dahil en sik kullanilan
karakterizasyon yontemleridir. EA, C, H, N, O ve S gibi elementlerin yiizdesini
belirleyebilir ve duragan fazlarin yiizey kapsami, element yiizdesine gore denklemler
kullanilarak hesaplanabilir (H.Qiu ve ark. 2013). FT-IR, sabit fazli malzemelerin
kimyasal bilesimlerini hassas bir sekilde tanimlamak i¢in kullanilabilecek bagka bir
aragtir. TGA sabit fazlarin termal kararliligini belirlemek ve destekler {iizerinde
hareketsizlestirilmis bilesiklerin miktarmni teyit etmek igin yaygin olarak kullanilir
(S.Ray ve ark. 2012, W.Zhao ve ark. 2012). TGA egrilerinde gozlenen kiitle kaybi
derecesi, destek ylizeylerine tutturulmus organik gruplarin kaybi ile iliskilendirilir ve
baz1 sicaklik arahiginda, genellikle 30-800°C'de tespit edilebilir. Ozellikle, kati hal
NMR, sabitlendirilmis mixed-ligandlarin  fonksiyonel gruplart hakkinda bilgi

kazanmanin en gii¢lii araglarindan biridir.

2.3.2.2. Kromatografik Tutunma Mekanizmasinin Karakterizasyonu

MHPLC'nin tutma mekanizmasi, MHPLC sabit fazindaki c¢esitli ¢oziinen
maddelerin kromatografik davranisi ile karakterize edilebilir. RPLC/IEC sabit fazlar
acisindan hidrofobik (steroidler, arenler, alkilbenzenler ve flavonoidler ve digerleri) ve
yiikli bilesikler (anilinler, amino asitler, niikleobazlar ve diger organik asitler ve
benzerleri) karigik RPLC/IEC’nin tutma mekanizmasin1 degerlendirmek igin segilir.
Ornegin, yukarida tarif edilen RPLC/SAX sabit fazindaki hidrofobik tutma davranisi,
toluen ve etilbenzen'den olusan bir test probu ile degerlendirildi ve iyon degistirme
etkisi, piridin, benzoik asit ve aristolokhik asitlerin test problar1 ile karakterize edildi
(Y.Liu ve ark. 2012). Test problarmin tutma davranisi, kolon {izerindeki RPLC ve
IEC'min karma modlarinin ayirma verimi lizerinde egemen oldugunu gdosterdi.
RPLC/HILIC sabit fazlarinin karma tutma mekanizmasini ispatlamak i¢in, hidrofobik
(steroidler, arenler, alkilbenzenler ve flavonoidler gibi) ve polar bilesikler (peptidler,

niikleozitler, vitaminler, aminoasitler, sakkaritler gibi), karistk RPLC/HILIC tutma
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mekanizmasini aragtirmak igin segilir. Karisik sabit fazda hidrofilik tutma davraniglarini
arastirmak i¢in Ginsenosidler, niikleozitler ve bazlar1 kullanildi (H.Qiu ve ark. 2013).
Bu etkili sonuglar, sabit fazin hem RPLC hem de HILIC tutma mekanizmasina sahip
oldugunu gosterdi. HILIC/IEC ve diger MHPLC sabit fazlar agisindan, yukarida da
deginildigi gibi polar ve yiiklii bilesiklerin tutma davraniglari, HILIC/IEC mixed-mod
sabit faz i¢in degerlendirme standardi olarak secilmistir. L.Qiao ve ark. Ornegin, tuz
konsantrasyonu, mobil fazdaki su igerigi ve hareketli faz pH's1 gibi baz1 kromatografik
faktorler tarafindan etkilenen bazik ve asidik bilesiklerin (niikleozbazlar, niikleozidler
ve siibstitiie benzoik asitler) tutma davranisi, glukaminyum bazli iyonik sivi sabit fazin
bir HILIC/IEC mixed-mod tutulma mekanizmasi sundu (L.Qiao ve ark. 2014). Diger
karmagik mixed-mod sabit fazlarin tutma mekanizmasi, cesitli standart bilesiklerin
tutulma davranisi ile karakterize edilmistir.

H. Aral ve arkadaslar1 son yillarda ¢esitli mixed-mode sabit fazlar gelistirmis
olup etkinliklerini incelemislerdir (H.Aral ve ark. 2013, T.Aral ve ark. 2015, H.Aral ve
ark. 2016). Gelistirilen ti¢ dolgu maddesi de HILIC/RP mixed-mode 6zelligi gostermis
olup cesitli polar, orta polar ve apolar bilesiklerin ayrilmasinda basari ile kullanilmaistir.
Ancak, arzu edildigi gibi, ¢ok yiiksek polariteden ¢ok yiiksek apolariteye kadar ¢ok
genis bir yelpazede ayirma yapabilen bir dolgu maddesini heniiz rapor edilmedigi
belirtilmektedir (H. Aral ve ark. 2017). Bu nedenle, mixed-mod o6zelligi tasiyan yeni
dolgu maddelerin gelistirilmesi yogun ihtiya¢ oldugu gibi, bu alanda yapilacak yeni
caligmalar mixed-mod ayirma mekanizmasinin daha iyi anlagismasina hizmet edecektir.

Bu nedenl, bu ¢alismada, yakin zamanda H. Aral ve ¢alisma arkadaslar1 (H. Aral
ve ark 2017) tarafindan senztenlenen Ile-PBA-Mix isimli mixed-mod 6zellikteki dolgu
maddesinin HILIC ve RPLC uygulamalarinin yapilmasi, dolgu maddesinin ¢esitli analit

gruplarina olan ilgisi ve ayirma mekanizmasinin anlasilmas1 amaglanmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

HPLC’de kullanilan ¢oziiciiler “HPLC grade” olup Merck firmasindan satin
alindi. Ayirma i¢in segilen tiim analit (Sekil 3.2) ve reaktifler Sigma-Aldrich veya
Merck firmalarindan temin edilmistir. Bos HPLC kolonlar1 paslanmaz ¢elik olup Kalite
Sistem Merieux Nutrisciences (Istanbul, Turkey) firmasindan ticretsiz temin edilmistir.
Sentezde kullanilan tiim reaktifler “reagent grade” olup baska herhangi bir saflastirma
teknigine tabi tutulmamustir..

3.2. Yontem

Kromatografi ¢alismalar1 i¢in Agilent 1260 HPLC (Agilent, Waldbronn,
Germany) sistemi kullanildi. Analitlerin standart ¢ozeltileri (1 mg mL™) asetonitril ve
suda hazirlandi. Tiim ¢ozeltiler su veya asetonitril ile seyreltilerek, vitamin B5 hari¢ her
bir analit ¢ozelti karisiminda 100 ppm olacak sekilde Ol¢iim 6rnegi hazirlanirken,
vitamin B5’in c¢alisildigi dalga boylarinda absorbansi ¢ok diisiik oldugu igin 6rnek
karisiminda 500 pmm olacak sekilde karigim hazirlandi ve +4 °C’de muhafaza edildi.
Tampon ¢ozeltiler ahzirlanirken LC-MS uyumlu tampon olmasina énem verildi. Bu
nedenle tuz tiim tamponparda amonyum tuzlar1 kullanildi. Amonyum format tamponu
pH 3-4 aralig1 i¢in, amonyum asetat pH 4-6 aralig1 i¢in, amonyum fosfat pH 6-8 araligi
icin ve amonyum kloriir pH 8-8.50 aralig1 i¢in kullanildi. Tampon ¢ozeltilerin pH’lart
gerektiginde % 2.5 amonyak veya 1M ilgili asit ile dengeye getirildi. Burada
bahsedilmeyen diger kromatografik sartlar diger boliimlerde detayli olarak verilmistir.

Bu ¢aligmada kullanilan tiim analitler ve yapilar1 Sekil 3.2’de verilmistir.

A nilinler

NH,
CH, NH,
H.C ‘@*]\_Hq
@M{? GJ\H ’ : ONHz
2 H,N
Anilin o-T ohuidin p-Toluidin o-Aminoanilin p-Aminoanilin
O -
@71\'}&_ - HO: g o
H O.N GKHz CIONH2 CIONHE O,N —@—1\1—12
A setanilid : T . "
selam 2Kloro-4-nitroanilin 4 Kioro-2-nitroanilin > 4-Dikloroaniin 2 4 Dinitroanitin
UJ\h Polar/aplar test bilesikleri
VH e
ﬁ_go il )
) C
Urasil [ .
Tasi Sitozin Anilin Fenol Benzen Tolen  pKsilen Naftalen Fenantren



43

NH,
CH, NH,
ONH? Ghﬂ e ONH} ONH
: ’ H,N
Anilin o-Toluidin p-Toluidin o-Aminoanilin p-Aminoanilin
0 i
Asetanilid 2 Kloro-4-nitroanilin = 4 ¥ loro-2-nitroanilin 2 4 Dikloroanilin 2 4 Dinitroanilin
OLJ\ Polar/aplar test bilesikleri
'H o
ﬁ\_,g L
o . C
Urasil Sitozin Anilin Fenol Benzen Tolen  p Ksilen Naftalen Fenantren
HO R O
2
HOCH, = oo . C H 3 N\ N H
| N7 NN\
N7 CH | S ~
e 7 )\ = = CH3 N~ "N” 0
H3C N" H,C
Pridoksin - B6 ~OH
. Thiamin - B1 OH
N ~OH
| o _O H,NOC HO '
(I: 7 Me Me,‘_A
OH ; : Riboflavin - B2 OH
Nikotinik Asit - B3
HsC CH; ©
HO /\)k
N OH
H
OH
Vitamin B3

Siyano Kobalamin - B12

B Vitaminleri

Sekil 3.2. Ayirmada kullanilan analitler

4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Bu c¢alismada kullanilan dolgu maddesi Dog¢. DR. Taritk ARAL tarafindan
yiiriitilen BAP projesi kapsaminda sentezlenmistir. [le-PBA-Mix olarak adlanidirlan

dolgu maddesi polar grup olarak {ic amid grubu ve apolar gruplar olarak da biitil iki
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biitil grubu ve bir fenil halkasi igerir (Sekil 4.1). Boylece sabit fazin hem giiglii polar
etkilesim hem de giiglii alifatik ve aromatik apolar etkilesim ile genis bir sakalada analit
gruplarinin ayrilmasi hedeflenmektedir.

Dolgu maddesinin performansin1 6l¢mek igin yiikek polariteli ve bazik 6zelikle
tagiyan niikletotid-niikleozit karisimi ve asidik 6zellik tasiyan B grubu vitaminler HILIC
sartlarinda c¢alisildl. Ters faz sartlari igin ise orta polarliktaki anilinler ve fenoller tercih
dildi. Anilinler zaif bazik, fenoller de zayif asidik bilesiklerdir. Ayrica RPLC-HILIC
karisim moda ayirma uygulamasi da calisildi. Bunun i¢in de yiiksek, orta ve diisik
polariteli ¢esitli analirt karigimlart kullanild1 ve gradient yiiriitiicii faz ile karistk mod

saglandi.

O H O
—O | H H
OMe e}

lle-PBA-Mix
Sekil 4.1. Calismalarda kullanilan Ile-PBA-Mix sabit fazin yapist

4.1. Kromatografik Parametreler

Ile-PBA-Mix ile ayrilan analitler i¢in alikonma faktorii(k’), teorik tabaka
sayisi(N) ve pik asimetsi(As)’ni i¢ine alan Kkromatografik datalar Tablo 4.1’te
verilmistir.

Alikonma faktorii (k”) dolgu maddesi iizerinde bir analitin hareket etme hizim
aciklamak i¢in kullanilir. Bir analitin alikonma faktorii 1°den kiigiik oldugunda, eliisyon
o kadar hizlidir ki alikonma siiresinin dogru olarak belirlenmesi ¢ok zordur. Alikonma
faktoriiniin 20’den daha biiyiik olmasi eliisyonun ¢ok uzun siirdiigii anlamina gelir.
Ideal olarak, bir analit icin alikonma faktdrii 1 ile 10 arasinda olmalidir. Bununla
beraber, Kromatograficilere gére bunun 0.5 ile 20 arasinda olmasi da miimkiindiir
(L.R.Synder ve ark. 2007). Tablo 4.1°de goriildiigii gibi, 1le-PBA-Mix ile ayrilan biitiin
analitler i¢in alikonma faktorleri vanilik asit hari¢ 0.7 ile 5 arasinda belirlendi. Bu

analiz siirelerinin ideal oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.1. Yeni lle-PBA-Mix kolon ile ayrilan biitiin analit gruplar1 i¢in kromatografik parametreler

Analitler K’ N Af

Nucleotidler/nucleosidler

1 1.07 3466 1.50
2 1.34 3194 1.67
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3 2.20 3044 1.89
4 2.61 n.d 1.78
5 2.96 n.d n.d
6 2.96 n.d. n.d.
7 3.63 3861 1.85
Polar/non-polar test bilesikleri
1 0.77 - 1.98
2 1.59 - 1.67
3 2.03 - 1.44
4 2.37 - 1.62
5 3.34 - n.d.
6 3.34 - n.d.
7 n.d. - n.d.
8 4.14 - 1.75
9 4.82 - 1.71
Anilinler
1 0.93 3865 1.08
2 1.11 3209 1.05
3 1.25 2959 1.31
4 1.48 n.d. n.d.
5 1.59 n.d. n.d.
6 1.80 4143 1.20
7 2.30 1441 1.43
8 2.58 1105 1.46
9 3.47 1175 1.24
10 5.15 2149 1.13
Fenoller
1 0.26 - 3.00
2 0.74 - 1.55
3 1.30 - 1.30
4 1,87 - 1.35
5 2.76 - 1.33
6 3.42 - 1.42
7 3.79 - 1.43
8 4.95 - 1.50

Kromatografik Kosullar: 250 x 4.6 mm 1.D. kolon yeni lle-PBA-Mix dolgu maddesi ile
dolduruldu. Diger biitiin kosullar optimumkogsullarla aym. k’, alikonma factorii; N,

teorik tabaka sayisi; As, pik asimetri faktorii. N.d, belirlenmedi.

Yeni bir kolon i¢in kabul edilebilir As degeri 1-1.5 aralifindadir. Pratikte 1.5’in

altindaki As degeri genellikle ¢alismak i¢in uygundur, ancak 2.0’a kadar olan deger de
kabul edilebilir degerdir (L.R.Synder ve ark. 2007). Tablo 4.1°de goriildigii gibi Af

degerleri 1-2 arasinda degismektedir. Genel olarak, en iyi As degerleri anilinler ile elde
edildi (1.05-1.46). Ancak en yiiksek As degerleri niikleotid/niikleozidler (1.50-1.85) ile
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elde edildi. Genel bir degerlendirme yapacak olursak, niikleotid/niikleozidler gibi
yiikksek bazik ve vanilik asit gibi yiiksek asidik bilesikler yiiksek kuyruklanma
gostermistir. Bu muhtemelen silika yiizeyinde kalan silanol gruplarinin etkisinden
kaynaklanmaktadir. Bu etkiye silanol aktivitesi denilmektedir. Element analizi sonucu
II-PBA-Mix i¢in % 4.5 karbon oranini gostermektedir. Bu oranin diisiik oldugu
goriilmektedir. Daha yiliksek miktarda ligand baglanarak silanol aktivitesi diigiiriilebilir.

Geleneksel olarak, teorik tabaka sayilar1 niikleotid/niikleozidler igin 3000-
4000/m, anilinler i¢in 1000-4000 olarak hesaplandi. Bu degerlerin kabul edilebilir
araliktadir. Fenoller ve diger test bilesiklerin ayrilmasi gradient sartta gerceklestigi igin
teorik tabaka sayisi hesaplanmadi. Clinkii teorik tabaka sayisi gradient sartlar igin
anlamli ve faydali bir bilgi vermez. Bunun yerine pik kapasitesi (Pc) daha kullanislt bir

parametredir. Pc agagidaki formiille hesaplanabilir.

Pc=1+tg/(1/n)Wa,

n hesaplama i¢in secilecek piklerin sayisini,

tg gradient analiz siiresini,

Wa ise ortalama pik genisligini ifade eder (U.D.Nuue 2005).
Diger hesaplamalar;

Ayrim giicii(Rs):

Rs=1/4VN .(0-1/a).(k’/1+k’)

a:segicilik

0.:1{2/ k1

ki=ilk bilesene ait alikonma zamani
ko=ikinci bilesene ait alikonma zamani1
k =kapasite faktorii

k’=tr-to/ty

N=teorik tabaka sayisi
Teorik tabaka sayisi(N):
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N=5,54.(t/W1),)?
t=Alikonma zamani

W1,=1/2 yiikseklikteki pik genisligi

4.2. HILIC Modda Niikleotid ve Niikleozidlerin Ayrilmasi

Niikleotid ve niikleozidler bagil olarak giiclii polariteye sahiptirler. Bu yiizden,
Yiiksek polariteye sahip bu analitlerin RPLC kolonlar ile etkili bir sekilde ayrilmasi
RPLC kolon ile zayif etkilesiminden dolayr zordur. Bununla birlikte, bu analitlerin
HILIC kolonlar ile ayrilmasi kolay bir sekilde basarilmaktadir. Bundan dolayzi,
Niikleotidler/Niikleozidler — sentezlenen Ile-PBA-Mix ve lle-AA-Mix dolgu
maddelerininayirma mekanizmasini belirlemek i¢in kullanildi. Ile-PBA-Mix kolonu ile
yedi tane niikleotid/niikleozid(uracil, uridine, adenine, adenosine, guanine, cytosine ve
cytidine) karisimiin ayrilmast yapilmigtir. Alt1 tane niikleotid/niikleozid karigimi Ile-
PBA-Mix kolonu ile izokratik eliisyon sartlarinda akis hiz1 1 mL/dk’da ACN/amonyum
asetat tamponu (20 mM, pH of 5.71): 82/18 mobil faz oraninda 10 dakikada ayrilmisken
7 analit de 22 dakikada ayrilmistir (Sekil 4.2).

Niikleotid/niikleozid karisiminin ayrilmasiyla ilgili makalelere baktigimizda, bu
analitleri ekili ayiran kolonlar genellikle 5-9 analiti 8-15 dakikada ayirmistir (K.Hu ve
ark., H.Aral ve ark. 2016, T.Aral ve ark. 2015, D.Kotani ve ark. 2012, S.Liu ve ark.
2015, X.D.Cheng ve ark. 2013, T.Liang ve ark. 2015, S.Bocian ve ark. 2012, L.Qiao ve
ark. 2013, H.Liu ve ark. 2017). Bununla beraber, bu analitlerden 5 tanesini 25
dakikada(P.R.Brown ve ark. 1998), 8 tanesini 25-35 dakika arasinda (Q.Wang ve ark.
2016, Y.Zhang ve ark. 2016), 9 tanesini 40 dakikada (Q.Wang ve ark. 2015) ayiran
bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Daha once ¢alisilan HILIC ve mixed-mod kolonlarla lle-
PBA-Mix kiyaslandiginda, yeni multifonksiyonlu Ile-PBA-Mix kolonunun olduk¢a
polar ve bazik olan niikleotid/niikkleozidlerin ayrilmasinda en etkili kolonlardan biri

oldugu aciktir.
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Sekil 4.2. lle-PBA-Mix Kolonu ile yedi tane niikleotid/niikleozid karigimimin ayrilmasi Hareketli faz:
ACN / 20 mM, pH 5.71 amonyum asetat tamponu: 82 / 18. Akis hizi: 1 mL/dk Sicaklik: 50 °C.
Enjeksiyon hacmi: 1 pL. Analitler: 1,urasil; 2, uridin; 3, adenin; 4, adenosine; 5, guanin; 6, sitozin; 7,

sitidin.

4.2.1. Hareketli Faz Iceriginin Etkisi

lle-PBA-Mix kolonun HILIC o6zelliklerini incelemek i¢in 7 tane
niikleotid/niikleozid karisimi test bilesigi olarak secilmisti. Amonyum kloriir tamponu
(20 mM, pH 8.20) igeren sulu fazin oran1 20 °C’de % 12’den %20’ye degistirildi ve 7
tane analit 22 dakika igerisinde %12 sulu faz oraninda ayrildi. Sekil 4.2.2.A
niikleotid/niikleozid karisiminin hareketli fazdaki ¢esitli sulu tampon oraniyla alikonma
siiresi degisimlerini gdstermektedir. Biitiin test bilesiklerinin alikonmasi hareketli
fazdaki sulu faz ig¢eriginde bir artis oldugunda azalma egilimi gostermistir ki bu tipik bir
HILIC kolon davranigidir.

Analitlerin lle-PBA-Mix kolon iizerinde eliisyon sirasini géz Oniine alirsak,
sitidin, adenozin ve iridin ( bunlar yiiksek polarliktaki seker tlinitesine baglidir) kendi
seker tinitesine bagli olmayan formlar1 sitozin, adenin ve urasilden daha iyi
alikonulmustur ki bu tipik bir HILIC ézelligidir. Ilging bir nokta sitozinin hareketli fazin
tampon igerigi % 21 ya da daha fazla oldugunda guaninden daha az kolonda
alikonurken, tampon igerigi % 15 ya da daha az oldugunda guaninden daha fazla
kolonda alikonmasidir. Yani, sitozin tampon igerigi artisindan guaninden daha fazla
etkilenmektedir(pH=8.20). Analitlerin amin grubu ile dolgu maddesinin amid grubu
arasindaki temel etkilesim hidrojen bagi oldugu igin tampon (pH 8.20) igeriginin

artmasi guaninin sitozinden daha ¢ok protonlanmasina yol acgabilir. Boylece, sitozin
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tampon (pH 8.20) iceriginin artmasiyla dolgu maddesi ile daha az etkilesir. Sonug
olarak, I1le-PBA-Mix kolonu ile niikleotid/niikleozid karigiminin  ayrilma
mekanizmasinda sadece analitlerin polaritesi degil ayrica asitlik-bazliklar1 da diger

onemli faktordiir.

4.2.2. Tampon pH’1 ve Konsantrasyonunun Etkisi

Tampon pH’sinin ve konsantrasyonun etkisi sabit ACN/20 mM amonyum kloriir
tamponu (88:12), 0.8 mL/dk ve 50 °C sartlar1 kullanilarak incelenmistir.  Sekil
4.2.2.B’de gorildugi gibi, niikleotid/niikleozid karisiminin alikonmasi guanin harig
hareketli fazin pH’siyla hafifce etkilenmektedir. Genel olarak, tampon pH’nin
diismesiyle guanin daha c¢ok alikonurken, sitozin daha az alikonmaktadir. Boylece,
guanin ve sitozin pikleri pH 5.71 olduktan sonra i¢ ige girmektedir. Bununla beraber,
sitidin harig, biitiin analitlerin alikonmas1 pH 7.78 ile 6.55 arasinda artmis ve pH 6.55
‘in altinda azalmistir. pH 4.90’a kadar diisiirilerek sitidin kolonda daha fazla
alikonulmustur. pH 4.90’1in altinda sitidinin alikonmasi keskin bir sekilde diisis
gostermektedir. Boylece, sitozin ve guanin i¢in en 1yi selektivitenin saglandig1 pH 6.55,
adenozin ve guanin i¢cin pH 3.20 olarak belirlendi.7 analitin hepsi gbz Oniine
alindiginda, en iyi ayirma pH 8.20°de gozlendi. Ilaveten, 6 analitin en iyi ayrilma
kosullarini belirlemek icin diger pH degerleri de ¢alisildi. 6 analit pH 5.71, 1 mL/dk
akis hizi, ACN/Tampon: 82/18 hareketli faz oraninda 50 °C sartlarinda 10 dakika

igerisinde ayrildi.
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Sekil 4.2.2 Yeni lle-PBA-Mix kolonu ile niikleotid/niikleozid karigimin ayrilmasinda hareketli faz
icerigi(A), Tampon pH’1(B) ve Tampon Konsantrasyonu(C) ‘nun etkisi Analitler: 1, urasil; 2, uridin; 3,

adenin; 4, adenosin; 5, guanin; 6, sitozin; 7, sitidin.
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Hareketli fazdaki tampon konsantrasyonunun etkisi farkli
konsantrasyonlarda(10, 20, 30 and 40 mM) amonyum kloriir tamponu kullanilarak
calisildi. En iyi ayirma 20 mM tampon konsantrasyonunda gézlendi (Sekil 4.2.2.C).
Bununla birlikte, guanin ve sitozin 20 ve 30 mM tampon konsantrasyonunda baseline
ayrilma gostermezken, 10 ve 40 mM tampon konsantrasyonunda baseline ayrilma
gostermistir. Aksine, adenozin ve guanozin pikleri 10, 30 ve 40 tampon
konsantrasyonunda i¢ ice girmistir. Bu yiizden, en iyi tampon konsantrasyonu 20 mM

olarak secildi.

4.2.3. Sicakhik Ve Akis Hizinin EtKisi

HILIC ayirmalarinda sicaklik onemli bir parametredir. Yaygin olarak kabul
edilen goriise gore, hareketli faz yiiksek sicakliklarda daha hidrofobik olmakta,
HILIC’da analitlerin alikonmasini arttirmaktadir. Bununla beraber, sicakligin artmasi
sonucu alikonmanin hem arttig1 ve hem de azaldig1 yoniinde literatiirde belirlenmistir
(www.sielc.com). Bu yiizden, niikleotid/niikleozid karigimin  ayrilmasi  ve
alikonmasinda sicakligin etkisi izokratik eliisyon kullanilarak diger optimum kosullar
altinda kolon sicakligi 10°C’den 40°C’ye degistirilerek incelendi (Sekil 4.2.3.A). Biitiin
analitlerin alikonma stireleri sicakligin artmasiyla azaldi. Bununla birlikte, biitiin
analitler sicaklik degisiminden esit oranda etkilenmedi. Guanin ve sitozin pikleri 10 ve
15°C’de birbirine ¢ok yakinken, baseline ayirma 60 °C’de gdzlenmistir. Ote yandan,
adenozin ve guanin 10 ve 15 °C’de baseline ayrilma gostermistir. Sicakligin artmasiyla
adenin ve guanin arasindaki selektivite artarken, sitozin ve guanin arasindaki selektivite
azalmaktadir. Boylece, 7 analit i¢in en iyi sicaklik sart1 50 °C olarak secildi.

Akis hizinin etkisi 25 °C ‘de ve diger optimum sartlarda akis hizi1 0.5’ten 1.1
mL/dk.’ya degistirilerek c¢alisildi. Sekil 4.2.3.B’de gorildiigii gibi, biitiin analitlerin
alikonma zamanlar1 paralel olarak azaldi ve selektivite akis hizinin artmasindan

etkilenmedi. Biitlin akis hizlarinda, 6 tane analit i¢in baseline ayirmalar gozlendi.
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Sekil 4.2.3. lle-PBA-Mix Kolon ile Niikleotid/Niikleozid Karigiminin Ayrilmasinda Sicaklik (A) ve Akig
Hizinin(B) Etkisi. Analitler: 1,urasil; 2, uridin; 3, adenin; 4, adenozin; 5, guanin; 6, sitozin; 7, sitidin.

4.3. B Vitaminlerinin HILIC ayrilmasi

B Vitaminleri hidrofilik karakterde ve suda ¢dziinen bilesiklerdir. Bundan dolay1 ters
faz kosullarindansa HILIC kosullarinda alikonulurlar. Yapisal karmasikligi ve cesitli
kimyasal ve fizikokimyasal Ozelliklerinden dolayi, kromatografik ayirnm ve HILIC
sartlar1 altindaki davranislarinin ¢alismalar1 zorludur.

Yeni mixed-model HPLC kolonu, 6 suda ¢oziinen B vitaminlerinin ayrimi igin
kullanild1. Biitlin deneysel kosullarin optimizasyonundan sonra, 6 tane B vitaminlerinin

30 dakikada ayrimi yapilmstir (Sekil 4.3.1).



53

BALCT O, E=I70. 4 Fefeo T TARAL-VTTAM TN EIZT0EEED
mall -
B3 Bl
&0 -
S0 4
Bo6
40 o
20 4
B12
o5 ] B2
B3
10
o
T T T T T
1] s 10 i5 20 25 miny

Sekil 4.3.1 lle-PBA-Mix durgun fazi ile B Vitaminlerinin ayrimi: Sartlar ; % Amonyum asetat (20 Mm
pH 4.50) ACN: Gradient; 0-25 dk, 15-60% Akis: 1 ml/dk, Sicaklik: 25 °C Analitler: B5, B6, B3, B2,
B12, B1

lle-PBA-Mix kolonu ile B vitaminlern ayrilmasina g¢esitli deneysel sartlarin
etkisi ¢alisildi. Ilk olarak pH etkisi calisildi. Yapilan 6n deneme testlerinde, pH 5’in
tizerinde ¢ogu B vitaminin bozundugunu ve saglikli kromatogramlar elde edilmedigi
gbzlenmistir. Bu nedenle pH optimizasyonlar1 pH 3-5 araliginda yapilmistir.

Sekil 4.3.2°de goziiktiigii lizere, BS haricindeki tiim vitaminler pH degisiminden
oldukga etkilenmistir. B1 ve B2 amin fonksiyonel gruplar igerdigi i¢in bazir 6zellik
tagimaktadir. Bu nedenle pH arttikca kolonda daha ¢ok alikonmasi da artmaktadir. Bu
beklenen bir sonugtur. B12 vitamininin alikonma zamami pH 3.00-4.50 araliginda
kaydadeger oranda arasinda degismemektedir. Ancak pH 5.0°da az da olsa alikonma
stiresi diismektedir. Boylece pH 5.0’da B2 ile B12 igice ge¢mistir. Vitamin B6
(pridioksin) ile B3 vitamini pH 3.0-4.25 arasinda ayni alikonma zamanina sahip
olduklar1 i¢in ayrilmamaktadir. Ancak pH 4.5’den itibaren ayrilabldikleri goriiliiyor. B3
asidik, B6 da piridin azotu igerdigi i¢in bazik ozellige sahiptir. pH2nin artmasi ile
B6’nin analiz siiresi artarken, B3’lin analiz siiresi diismektedir. Tiim analitler gz
oniinde tutuldugunda, en iyi ayrilmanin pH 4.5 oldugu goriilmektedir.

Bununla birlikte, tampon ¢ozeltisi konsantrasyonu degisiminin B3 vitamini
disinda diger B vitaminlerinin ayrimi iizerinde etkisi goézlenmemistir (Sekil 4.3.3).
Ancak B2 ile B3 vitaminleri 10, 20 ve 60 mM derisimlerde bu iki analit ayrilmazaken
30, 40 ve 50 mM derisimlerde ayrilmakta ve en iyi ayrilma 50 mM ile gozlenmektedir.

Bu nedenle optimum tampon derisimi 50 mM olarak se¢ilmistir.
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Ayrica, 10-60 °C arasinda yapilan farkli dlgiimlerde sicakligin selektiviteye ciddi
etkisi olmadigi gorilmektedir. Sicaklik arttikga tiim analitlerin analiz siiresi ayni
paralellikte azalmaktadir.  Analiz siiresi ve ayrima kapasiteleri g6zoniinende

bulundurularak optimum sicaklik 25 °C olarak secilmistir (Sekil 4.3.4).
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Sekil 4.3.3 Vitaminlerin ayriminda alikonma faktoriine tampon ¢6zelti konsantrasyonunun etkisi; 1, B5;
2,B6; 3, B3;4,B2; 5, B12; 6, B1
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Sekil 4.3.4. Vitaminlerin ayriminda alikonma faktoriine sicaklik etkisi; 1, B5; 2, B6; 3, B3; 4,B2; 5, B12;
6, B1
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4.4. Ters Faz Modda Ayirma
4.4.1. Polar/nonpolar test bilesiklerinin Ayrilmasi

RPLC, apolar, zayif polar ve kismen polar bilesiklerin ayrimi i¢in kullanilan en
sik kullanilan HPLC modudur. Bununla birlikte, yiiksek polariteye sahip bilesiklerde
RPLC kolonlari ile ayrim zordur, HILIC kolonlar ile ayrim daha kolaydir. RPLC/HILIC
mixed-mode kolonlar, apolar, zayif, kismen ve yiiksek polar bilesiklerin eszamanli

ayrimlari i¢in kullanilmaktadir.
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Sekil 4.4.1. A igin; 9 polar/apolar aromatik test bilesiklerinin Ile-PBA-Mix durgun faz ile ayrilmas;
Mobil Faz, ACN:Su; 0-8 dk; 5-10%, 8-20 dk; 10-95%, B i¢in; 0-8 dk; 5-25%, 8-20 dk; 25-85% lineer
gradient eliisyon. Akig hizi: 1 mldk. Enjeksiyon hacmi: (A) i¢in 20 uL ve (B) 5 pL. Sicaklik : (A) igin 40
°C ve (B) i¢in 30°C. Dalgaboyu : 270 ve 290 nm. Analitler: 1, Urasil; 2 Sitozin; 3, Anilin; 4, Fenol; 5,

Benzen; 6, Toluen; 7, o-ksilen; 8, Naftalin; 9, fenantren.

Polar ve nonpolar analit karisimlarinin ayrilma etkinligini test etmek icin; asidik,

bazik ve notr bilesenlerden olusan dokuz analit Ile-PBA-Mix kolon ile ayrim yapild1. 9
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analitin optimum ayrilma sartlarda ayrilmasi i¢in yapilan ¢esitli gradient ve isokratik
eliisyon programlar1 testlerinden sonra, en iyi ayrilma tamponsuz su ve asetonitril mobil
fazi, 40 °C kolon sicakliginda ve 1 ml/dk akis hizi oldugu belirlenmistir. Tek
kromatografik ¢alismada 9 analit 19 dakikada ( Sekil 4.4.1.A), 7 analit ise 12 dakikada
ayrilabilmektedir. Asidik, bazik ve notr (yiikksek polar, kismen polar ve apolar)
bilesiklerin tek bir kolon kullanilarak yapilan tek bir ¢alisma ile eszamanli ayirma igin
cok cazip olmasima karsi numunenin gittikce daha da komplike olmasindan dolay1
zordur.

Sekil 4.4.1.B’den goriildiigil lizere, analitlerin ayrilma siras1 RPLC kolonlarinin
tipik davraniglarin1 géstermektedir. Suca zengin mobil fazda, apolar bilesikler, benzen,
toluene, ksilen, naftalin ve phenanthrene, kuvvetlice tutunurlarken yiliksek polar
bilesikler, Urasil ve Sitozin, daha az kuvvetli tutunmaktadirlar. Mobil fazdaki ACN
orant yiikseltildik¢e, Ile-PBA-Mix kolonda yiiksek polariteye sahip bilesiklerin
tutunmalar1 gitgide kuvvetlenmektedir ve apolar bilesiklerin tutunmalar1 gitgide
gligsiizlesmektedir (veri gosterilmemektedir). Boylece, RPLC/HILIC mixed-mod

ayrilmasi tek bir kolon ve caligma ile basarilmaktadir.

4.4.2. Anilinlerin Ayrilmasi

DAD1 A, Sig=275,4 Ref=off (TARAL-TEST COMPOUNDS\SIG10335.D)
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Sekil 4.4.2. Anilinlerin yeni lle-PBA-Mix durgun faz ile ayrilmasi; Mobil Faz: ACN/ Su; 25/75. Akis
Hizi: 1 ml/dk. Enjeksiyon hacmi: 10 pL. Sicaklik: 30 9C. Analitler: 1,m-aminoasetanilit; 2,0-aminoanilin;
3,anilin; 4,0-toluidin; 5,p-toluidin; 6,asetanilit; 7,2-kloro-4-nitroanilin; 8,2,4-dinitroanilin; 9,4-kloro-2-

nitroanilin; 10,p-aminoanilin. Dalga boyu: 275 nm
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Anilinler zayif alkalin ve kismen polar aromatic bilesiklerdir ve RPLC kolonlar
ile ayrilabilirler (www.sielc.com). Bundan dolay1, kismen polar bilesiklerin yeni mixed-
mod kolondaki ayrilma etkisini test etmek, ayirma mekaniginin daha iyi anlasilabilmesi
icin 6nemli bilgiler vermektedir. Boylelikle, yeni hazirlanmis durgun faz ile anilinlerin
ayrilmalar1 birgok makalede ortaya konmustur. Genaro ve ark. 13 anilin tiirevlerinin
Iyon Kromatografisi RPLC modda kullanilarak 80 dakikada ayrilmasini agiklamistir
(M.C.Gennaro ve ark. 1990). Erdemir ve ark. Aromatic aminlerin yeni 1,3-alternate-
calix [4] arene-bagl silika durgun faz kullanilarak 7 aromatik aminlerin 30 dakikada
ayrilmasmi agiklamistir (S.Erdemir ve ark. 2010). Diger iki yeni c¢alismalarda, 5
anilinler yeni mixed-model kromatografik kolon kullanilarak 8 dakikada ayrilmistir
(M.Sun ve ark. 2013, L.Qiao ve ark. 2016).

lle-PBA-Mix durgun fazin RPLC o6zelliklerini ¢alismak igin, 10 anilin
kullanilmistir. Mobil faz, pH, sicaklik ve akis hizi i¢in g¢esitli 6n ¢aligmalardan sonra,
ACN/su: 25/75 kullanilarak 9 anilin Sekil 4.4.2°de goriildiigli iizere 14 dakikada
ayrilmistir.

Analitlerin eliisyon siralamasi tipik RPLC davranisi gostermemistir. En alkalin
ve polar analit olan p-aminoanilin kolonu en son terk ederken (10), o-aminoanilin Sekil
8’de goriildiigii lizere kolonu ikinci sirada terk etmistir. Iki analitin arasinda yaklasik 8
dakika vardir. Bunun sebebi Ile-PBA-Mix’deki amid gruplar ile p-aminoanilin’deki
nitrojenler arasindaki hidrojen bagi etkilesiminden olabilmektedir. O-aminanilin’de
mokeliil i¢i hidrojen bag1 oldugundan dolayi, durgun fazdaki amid grubu ile molekiiller
arast hidrojen bagi ile iyice etkilesememektedir. Bundan dolayi, o-aminanilin, p-
aminaniline gore kolonu ¢ok daha erken terketmektedir. Bu iki analitin eliisyon
siralamast HILIC mekanigine uymaktadir. Fakat 0-amino asetanilit (1) < o-aminoanilin
(2) < asetanilit (6); o-amino asetanilide eliisyon siralamasini dikkate alirsak,
asetanilit’ten daha hidrofilik olan ve 0-aminannilin’den daha yiiksek hidrofobik olan
kolonu en erken terk eder. Bu eliisyon siralamasi ne RPLC ne de HILIC mekanigine
uymaktadir.

Diger bir etkili sebep ise belki de analitler ile Ile-PBA-Mix yapisindaki aromatik
halkanin arasindaki n-m etkilesimleridir. Giiglii bazik n ya da asidik « halkalar1, durgun
fazin yapisindaki fenil halkasi ile kuvvetlice etkilesmektedir. Ornegin, elektron gekici
nitro- ve klor- gruplarini tasiyan analitler (7-9), giicli asidik- m aromatik halkaya

sahiptir ve kolonu gec terk ederler. Analitlerin eliisyon siralamasina etki eden iiciincii
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faktor belki de hidrofobik etkilesimler olabilmektedir. Anilinden ¢ok daha hidrofobik
bilesikler olan o- ve p-metilanilinler, kolonu aniline gére daha ge¢ terk ederler. Sonug
olarak, anilinlerin lle-PBS-Mix ile ayrilma mekanizmasina etki eden faktorler dipol-
dipol etkilesim (hidrojen bagi), m-m etkilesimi ve hidrofobik etkilesimler olabilir.
Sonuglar, Ile-PBA-Mix kolonun ¢ift alikonma mekanizmasint gosterdigini agikca
ispatlamistir. Olagan bir HILIC durgun faz ile karsilastirildiginda; spesifik ve karmasik
igerikli numunelerin analizlerinde bu 6zellik potansiyel olarak biiyiikk bir esneklik

saglamistir.

4.4.3. Fenollerin Ayrilmasi
Fenoller zayif asidik ve kismen polar aromatik bilesiklerdir. Bundan dolayz,
anailinlere benzer olarak, yeni gelistirilmis durgun fazin (M.Sun ve ark. 2013, K.Hu ve
ark., S.Liu ve ark. 2015, X.D.Cheng ve ark. 2013, L.Qiao ve ark. 2016) ayirma
etkilerini test etmek i¢in siklikla kullanilan 6nemli bilesiklerdir. Bu ¢alismalarda, 4-7
fenoller 8-15 dakikada ve 12 fenol 20 dakikada ayrilmistir (X.D.Cheng ve ark. 2013).
Dolayist ile, Ile-PBA-Mix kolonunun asidik bilesikler iizerinde ayrilma etkisini test
etmek amaci ile, 8 fenoliin karisimi olan vanillik asit, resorsinol, fenol, p-kresol, p-
nitrofenol, 1-nafthol, 4-tert-butil fenol ve 3,5 di-tert-butilfenol, ACN/susuz amonyum
fosfat tamponu (pH=7.14, 20 mM), kullanilarak, akis hizi 1 ml/min ve 30 °C’de lle-
PBA-Mix kolon ile 16 dakikada ayrim yapilmistir (Sekil 3.12). Son zamanlarda
gelistirilmis mixed-model kolonlar ile Kkarsilastirllmasinda, lle-PBA-Mix kolonu
fenollerin ya da kismen polar ve asidik bilesiklerin ayrilmalarinda ¢ok etkili oldugu
gozlenmistir.
Alikonma siras1 goz Oniine alinarak, lle-PBA-Mix’deki p-nitrofenol haricindeki
fenollerin tipik RPLC davranisina uymaktadir. p-Nitrofenol, amid gruplar ile giiglii
hidrojen baglar1 ve Ile-PBA-Mix yapisindaki fenil halka ile gii¢lii n-n etkilisimleri

olusturmus olabilir.
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Sekil 4.4.3. Fenollerin lle-PBA-Mix durgun fazi ile ayrilmasi. Mobil Faz: ACN: Susuz amonyum fosfat
tampon (pH=7.14, 20 mM), 0-20 dk; 20-70 % lineer gradient eliisyon. Akis hizi: 1 mL/dk. Sicaklik: 30
°C. Enjekssyon hacmi: 5 pL. Dalgaboyu: 270 nm. Analitler: 1, Vanillik asit; 2, Resorsinol; 3, Renol; 4, p-
kresol; 5, p-nitrofenol; 6, 1-naftol; 7, p-tert-butilfenol; 8, 3,5-di-tert-butilfenol. Dalga boyu: 270 nm

4.5. Kolon Stabilite Testleri

Ile-PBA-Mix kolonu stabilite testleri pH 2.50-8.50 araliginda yapilmistir. Bunun
igin iki yeni 50x4.6 mm Olgiilerinde kolonlar hazirlanmistir. Testlerin kromatografik
sartlar1 agagidaki gibidir: Diistik pH degerleri i¢cin mobil faz : 100%, 40 mM, pH = 2.50
ve 3.00 susuz amonyum format, yiiksek pH icin: 100%, 40 mM, pH = 8.50 susuz
amonyum kloriir tampon; akis hizi, 1 ml/dk; sicaklik, 60 °C; dalgaboyu, 280 nm; probe,
urasil ve anilin.

Kolon araliksiz olarak pH 3.0 mobil fazi ile purge edilip Urasil ve anilin alikonma
zamanlar1 periyodik olarak test edilip kaydedilmistir. Yaklasik 5000 kolon hacmi kadar
pH 3.0 mobil faz1 kolondan gecirildikten sonra urasil ve anilin alikonma zamanlar1
arasinda bir degisiklik olmamistir (% 2’nin altinda). 2000 kolon hacmi pH 2.5 olan
mobil faz kolondan gecirildiginde, urasil ve anilin alikonma zamanlar1 yaklasik %10,
5000 kolon hacmi mobil fazda ise % 20-22 degisim goriilmiistiir. Bu nedenle, kolonun
pH = 3.00’te olduk¢a kararli, pH 3.00-2.50 araliginda kismen veya diisiik kararlifia
sahip ve pH 2.5 altinda ise kararsiz oldugu anlasilmistir. Ayn1 deneyler diger bir
kullanilmamig 50-4.6 mm kolonu kullanilarak pH = 8.50 sartlar1 i¢in tekrarlanmistir.
Yaklasik 1000 kolon hacminde pH 8.50 mobil faz1 akisi kolondan gectikten sonra
alikonma zamanlarindaki degisimler %2’nin altindadir. Lakin, urasil ve anilinin

alikonma zamanlarinda 1500 hacimden sonra, yaklasik %3-5 ve 5000 hacimden sonra
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yaklasik %15-18 degisim gozlenmistir. Bundan dolayi, kolon pH 8.50de 1000 kolon
voliime kadar kararli olmasina karsi, pH 8.0 istiinde calisirken dikkatli olmak
onemlidir. Sonug olarak, bu kolon pH 3 ve 8 degerleri arasinda kararli olup bu aralikta

calisilmasi Onerilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yapisinda ti¢ farkli amid grubu, alkil ve fenil gruplari bulunduran, mixed-model
ozelligine sahip yeni sabit fazin HILIC ve ters faz HPLC uygulamalar1 yapildi. HILIC
uygulamalari i¢in 6 tane niikleotid/niikleoszit karisimi1 ve 6 tane B vitamini kullanildi.
HILIC uygulamlar1 sonucunda 6 niikleotid/niikleozit 10 dakikdada ayrilirken, 6 B
vitamini de 25 dakikada ayrilmustir.

Kolonun ayrima mekanizmasinin anlasilmasi i¢in HILIC uygulamalarinin gesitli
deneysel asrtlara kars1 (pH, tampon ve asetonitril konsantrasyonu, sicaklik ve akis hizi)
optimizasyonu yapilmis, kolonun analitlerle olan davranis1 ayrintili olarak incelenmistir.

Ters faz uygulamalar i¢in zayif asid 6zellikte ve orta polarliktaki bilesik gruplar
olan fenol tlirevleri ve yine orta polarlikta ama zayif bazik 6zellikte olan anilin tiirevleri
kullanildi. 9 tane fenol 16 dakikada ayrilirken, 9 anilin 14 dakikada ayrilmistir. Ayrica
yiiksek polar, orta polar ve ¢ok diisiik polariteye sahip analit karigimlarindan olusan bir
orne de kolona verilerek farkli polariteye sahip 9 analitn 19 dakikada ayrilmas saglandi.

Kromatografik testler gostermistir ki, bu faz, yiiksek polardan yiiksek apolara
kadar genis cesitlilikteki analitlerin, hem HILIC hem de RPLC sartlar1 altinda ayirimini
yapabilmektedir.

Yeni mixed-model durgun faz hem HILIC hem de RPLC uygulamalarinda basarili
bir sekilde kullanilabilir olup degisik fizikokimyasal ozellikleri olan kompleks
analitlerinde  ayrilmalarinda potansiyel olarak uygulanabilmektedir. Gelecek
caligmalarda bu sabit fazin olduk¢a kompleks polar ve apolar bilesik karigimlarinin
ayrilmasinda kullanilmas1 planlanmaktadir.

Bu dolgu maddesininbazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bunlar sdyle
siralanabilir;

1. Sentezin ¢ok basamakli olmasi iiretimi gii¢ ve maliyetli kilmakta, sanaiye

uygulanabilirligini zorlastirmaktadir.
2. pH 3’in altinda ve 8’in lizerinde dolgu maddesi yeterli kararliliga sahip
degildir. Bunun nedeni silika gele baglanan ligand miktarinin diisiik olmasidir (
% 4 karbon orani).

3. Pik genislikleri yiiksektir. Bunun iki nedeni olabilir: 1) silanol aktivitesinin
yiikksek olmasi, 2) kolonun sanayi diizeyinde tam profesyonel sartlarda
doldurulmamasi.

Bu dez avantajlar1 bertaraf etmek icin sunlar yapilabilir:
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1) lle-PBA-Mix dolgu maddesine ¢ok benzeyen, ama en faz 2 basamakli yeni
bir dolgu maddesi dizayn edilip yeni mixed-mod kolonlar hazirlanabilir.

2) Aynmi dolgu maddesi tekrar senezlenerek, daha yiiksek miktarda ligand
baglanarak kolon tekrar iiretilebilir. BOylece hem hidrolitik kararlilik
artacak hem silanol aktivitesi diisecek, hem de ¢ok daha etkili ayrima
yapilabilme sans1 dogacaktir.

3) Ozel kolon dolum cihazi temin edilerek veya ticari firmalardan yardim

aliarak kolon ¢ok daha profesyonel sartlarda doldurulabilir.

Sonug olarak, mixed-mod 6zelligie sahip, ¢ok fonsiyonlu yeni HPLC kolonunun
HILIC/RPLC uygulamalar1 basari ile yapilmis, mixed-mod ayirma mekanizmasinin
detayli irdelenmis vebes farkli analit grubunun basar1 ile ayrilmasi saglanmistir.
Boylece mixed-mod ayrima mekanizmasinin daha iyi anlasilmasma onemli katkida
bulunulus olup, bundan sonra ¢ok daha etkili yeni kolonlarin gelistirilmesinin 6niinii
acmis, ideal mixed-mod kolonun gelistirilmesine bir adam ka¢ adim daha yaklasilmistir.
Arica, gelistirilen metodlar, mevcut kolon kullanilarak dogal numunelere uygulanabilir,

bu analit gruplarinin kantitatif tayininde kullanilabilir.
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