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OZET

OLIGOMERIK SILOKSAN BAZLI AFFINITE MONOLITLERIN
SENTEZI, SIVI KROMATOGRAFiSi VE BORAT AFFINITE

KROMATOGRAFiSINDE KULLANIMI

Gjulten NEDJIP
Yuksek Lisans, Kimya Muhendisligi Bolumu
Tez Danigmani: Prof. Dr. Siileyman Ali TUNCEL

Temmuz 2017, 109 sayfa

Tez kapsaminda affinite kromatografisi modunda kullanim amagli, yeni hibrid
monolitik yapilar sentezlenmistir. Monolitik yapilarda kitle transfer direncine neden
olan bdlgelerin olusumunu engellemek amaciyla c¢apraz bag yogunlugunun
arttinimasi  hedeflenmigtir. 10 metakrilat birimi iceren polihedral oligomerik
silseskuioksan-metakrilat (POSS-MA) ana monomer ve c¢apraz baglayici olarak
kullaniimistir.  Nano-sivi  kromatografisi  sisteminde  kullanm  amaciyla
merkaptofenilborik asit (MPBA) bagh-poli(POSS-MA) monolitik hibrid kolon tiyol-en
kimyasiyla tek basamakli fotopolimerizasyon yontemi ile sentezlenmistir. Ayrica
borat affinite kromatografisinde kullanim amaciyla vinilfenilborik asit (VPBA) bagli-
poli(POSS-MA) monolitik hibrid yapi termal baslatici varliginda serbest radikal
polimerizasyonu ile sentezlenmistir. Monolitik hibrit kolonlarin morfolojisinin, ylzey

alaninin ve fonksiyonel grup igeriginin belirlenmesi i¢in sirasiyla taramali elektron



mikroskobu, azot adsorpsiyonu-desorpsiyonu ve X-isini fotoelektron spektroskopisi

yontemleri kullaniimistir.

MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik kolonun (i¢ ¢gap: 100 ym, Uzunluk: 300 mm)
kromatografik performansi nano-sivi kromatografisi sisteminde alkilbenzen, anilin
ve polisiklik aromatik hidrokarbonlarin ayrimi ile test edilmis ve amaglanan alikonma
suresinden bagimsiz kolon performansi elde edilmistir. Mikroakis tabanli affinite
kromatografisi sisteminde VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik kolon kullanilarak
diol grubu igeren bilesiklerin ylikleme konsantrasyonunun ve akis hizinin izolasyon
verimi Uzerindeki etkisi arastiriimisgtir. Burada borat affinite kromatografisi, silika
kapiler kolon (i¢ ¢gap: 300 um, uzunluk: 140 mm) igerisinde mikroakigkan sistemde
gerceklestiriimigtir. Sonuglar, diol iceren biyomolekulin (B-NAD ve ovalbumin)

tatmin edici verim ve iyi bir tekrarlanabilirlik ile izole edilebilecegini gostermistir.

Anahtar Kelime: oligomerik siloksan, borat affinite kromatografisi, nano-sivi

kromatografisi, cok modlu monolitik sabit faz, hibrid monolit, 3-NAD, ovalbumin.



ABSTRACT

SYNTHESIS OF OLIGOMERIC SILOXANE BASED AFFINITY
MONOLITHS AND THEIR USAGE IN LIQUID CHROMATOGRAPHY

AND BORONATE AFFINITY CHROMATOGRAPHY

Gjulten NEDJIP
Master, Department of Chemical Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Sileyman Ali TUNCEL

July 2017, 109 pages

In this study, new hybrid monolithic structures were synthesized for use in affinity
chromatography mode. This study was conducted to solve the previously
encountered problems in the literature in which the increasing of cross-link density
cause to prevent of the formation of mass transfer resistance regions. POSS-MA,
with 10 methacrylate units, was utilized to overcome this problem as a cross-linker
for synthesis of hybrid monolithic systems. For nano-liquid chromatography
systems, MPBA-poly (POSS-MA) monolithic hybrid column was synthesized in one-
step photopolymerization using thiol-ene chemistry method. Additionally, for borate
affinity chromatography applications, VPBA-poly (POSS-MA) monolithic hybrid
structure was synthesized in one-step method using free-radical polymerization in
the presence of a thermal initiator. The surface morphology, specific surface areas
(SSAs), and content of functional groups in the hybrid monolithic columns were
determined using Scanning Electronic Microscope (SEM), nitrogen adsorption-

desorption method and X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), respectively.



The chromatographic performance of the MPBA-poly (POSS-MA) monolithic
column (inner diameter: 100 ym, Length: 300 mm) was tested in the presence of
alkylbenzenes, anilines and polycyclic aromatic hydrocarbons. It was found that the
performance of column was independent from intended retention time. The VPBA-
poly(POSS-MA) monolithic column was utilized in a microfluidic system using a
silica capillary column (internal diameter: 300 um, Length: 140 mm) for the isolation
of diol containing biomolecules as well as the effect of loading concentration and
flow rate on isolation yield was analysed. In this technique, the diol containing
biomolecules (3-NAD and ovalbumin) were isolated with satisfactory efficiency and

good reproducibility as well.

Keywords: the oligomeric silsesquioxane, boronate affinity chromatography, nano-
liquid chromatography, mixed-mode monolithic stationary phase, hybrid monolith,
R-NAD, ovalbumine.
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1.GIRiS

Analitik ayirma biliminde kromatografik ayirimlarin minyaturlestirimesine yonelik
egdilimlerin sonucunda nano-sivi kromatografisi (nano-LC) sistemi gelistirilmigtir. Bu
sistem i¢ ¢api 10 ile 100 ym araliginda degisen kapiler kolon kullanimiyla, dusuk
ornek ihtiyaci, kisa analiz slresi, diusik miktarda hareketli faz kullanimi gibi
Ozellikleriyle geleneksel sivi kromatografisine gore avantajlar saglamaktadir. Nano-
sivi kromatografisi uygulamalarinda, partikil dolgulu, acgik tubuler ve monolitik
kapiler kolonlar kullaniimaktadir. En yaygin uygulamalar ise monolitik kapiler kolon

kullanimi ile gerceklestiriimektedir [1].

Nishang’in, serbest radikal polimerizasyonu kullanimi ile polimerik monolitler
uzerine yapmis oldugu bir galismada, monolitik yapida ¢apraz bag yogunlugunun
esit dagilim gostermedigi gértlmuastur [2-4]. Duslk ¢apraz bag yogunlugu gézlenen
bélgelerin kromatografik analiz sirasinda mobil faz ile temas etmesi sonucunda jel
formunda gegici mikrogozeneklilige (gel type temporary microporosity) sebebiyet
verdigi gorulmustur. Bunun sonucunda bdlgede kutle transfer direnci artmakta ve
yapida durgun bdlgeler (stagnant mass transfer zone) olusmaktadir. Bu durum
analitlerin sabit fazdan elUsyonunu zorlastirip analiz suresinin uzamasina ve bant
genigliginin artmasina neden olmaktadir. Sonug¢ olarak kolon ayirma verimi, artan
allkonma suresine bagli olarak dusmektedir (retention-dependent column
performance). Laboratuvarimizda TUBITAK 1001 programi kapsaminda yiiritiilen
projede hidrofilik etkilesim kromatografisi modunda calisilmak Uzere sentezlenen
polimerik monolitlerde de Nishang tarafindan ters faz kromatografisi modundaki
calismasinda ortaya konulan artan alikonma faktériiile kolon veriminin azalmasi
problemi gorulmektedir [2,5]. Dlzgin mezogdzenekli yapiya sahip silika bazl
monolitlerde artan alikonma faktérine bagli olarak kolon veriminin azalmasi
problemi yoktur. Ancak, burada dusuk kimyasal ve mekanik dayanim en onemli
sorundur. Bu problemlerin ¢ézimune yonelik olarak bu tez ¢alismasinda ylksek

¢apraz bag yogunluguna sahip hibrid yapili monolitlerin sentezi gerceklestiriimistir.

Tez kapsaminda MPBA bagl-poli(POSS-MA) hibrid monolitin sentezi tek basamakli
fotopolimerizasyon ile yapilmistir. Bu reaksiyonda ana monomer ve gapraz

baglayici gorevini Ustlenen POSS’'un metakrilat gruplari ile ligand goérevini Ustlenen



MPBA’nin tiyol grubu bir UV-baslatici varliginda reaksiyona girmektedir. POSS-
MA’'nin 10 metakrilat grubuna sahip olmasi c¢apraz baglayici ajan gorevini
ustlenerek monolitin yuksek capraz bag yogunluguna sahip olacak sekilde
sentezlenmesini saglamaktadir. Yuksek ¢capraz bag yogunlugu ile mikro gézenekli
formda jelimsi yapi olusumu engellenip nano-sivi kromatografi sisteminde “analit
allkonma siiresinden bagimsiz ayirma performansina” ulasiimasi
amaclanmistir. Monolitin gozenekliligi ve gegirgenligi polimerizasyon ortaminin
bilesimine baglh olup bu tir monolitler organik polimer bazli ve ayni zamanda silika
bazli olmalari nedeniyle mekanik dayaniklihk ve iyi pH (1-11) kararlihdi
gOstermektedir. Sentezlenen MPBA bagli-poli(POSS-MA) hibrid monolitin nano-sivi
kromatografisinde kullanimi amaglanmistir. Bu bolimde sentezlenen kolon
alkilbbenzen ve ¢ok halkali aromatik bilesiklerin ters faz kromatografisi (Reversed
Phase Cromatography, RPC) modunda ve anilin tdrevlerinin hidrofobik
etkilesim/katyon degisimi kromatografisi modunda ayirimi igin sabit faz olarak
kullaniimistir. MPBA, yapisinda hidrofobik fenil halkasi ve hidrofilik bir borik asit
grubu barindirmasiyla hidrofobik, hidrofilik etkilesim ve iyon degisimi saglayan
ligand gorevini Ustlenerek, tek kolon kullanimiyla degdisik kromatografik modlarda
calisma firsati saglamaktadir. Boylece degisik kimyasal ve fiziksel Ozellikteki
bilesiklerin ayiriminda kullanilabilmektedir. Yapilan kromatografik analizler
sonucunda “pik ¢ozunurlugu, analitlerin kolonda alikonma faktoru ve kolonun teorik

kademe yuksekligi” cinsiden kromatografik ayirma verimi hesaplanmistir.

VPBA bagh-poli(POSS-MA) organosilikon monolit ise affinite kromatografi sistemi
icin diol grubu iceren biyolojik molekullerin izolasyonunda sabit faz olarak
kullanilmigtir. VPBA bagl-poli(POSS-MA) monolitik hibrid yapi, ana monomer ve
ayni zamanda capraz baglayici olarak POSS-MA, ligand olarak VPBA, uygun
g6zenek yapici sistem ve termal baslatici kullanimiyla 300 um’lik silika kapiler
kolonlarda sentezlenmistir. VPBA ligandin tasidigi borik asit grubu, cis-diol grubu
iceren biyolojik bilesikler ile halkal ester yapilar olusturarak bilesiklerin yapiya
adsorplanmasi saglanmaktadir. Sonrasinda uygun bir tampon ¢oézelti kullanimi ile
ortamin  pH'I degistirilerek adsorplanan bilesiklerin  kolondan ellusyonu
gerceklesmektedir. Glikoproteinler, glikopeptidler, ribonukleotidler, ribonukleosidler,
sakaritler ve katekolaminler gibi énemli biyolojik molekullerin analizinde kullanilan

borat affinite kromatogarfisi ginimuzde en ¢ok kullanilan tekniklerinden birisidir.



Tez kapsaminda sentezlenen VPBA bagl-poli(POSS-MA) monolitik hibrid yapi

ovalbumin ve R-NAD’in izolasyonunda kullaniimistir.

Sekil 1°de monolitik hibrid kolonlar Gzerine uluslararasi hakemlik dergilerde yillara
gore basiimis makale sayisi verilmektedir. Sekilde gorulecegi Uzere yapilan literatur
arastirmalarinda organosilikon hibrid kapiler monolitlerin sentezi 2013 yilinda hiz
kazanmistir. Buna ragmen MPBA ve VPBA bagli POSS-MA bazli monolitik

kolonlarin sentezi ve kullanimi literatirde bulunmamaktadir.
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Sekil 1. Uluslararasi hakemli dergilerde monolitik hibrid kolonlar tzerine basilan

makalelerin yillara gére degisimi.

Tez calismasi kapsaminda sentezlenen MPBA bagl-poli(POSS-MA) monolitik
kolon, secilen analitlerin kromatografik ayriminda ve VPBA bagli-poli(POSS-MA)
monolitik kolon segilen diol grubu iceren bilesiklerin mikroakis tabanl sistemde izole

edilmesinde basariyla kullaniimistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Kromatografi

Ayirma bilimi, bir asir 6nce kesfedilen temel fiziki strecleri kullanan bir bilimdir. Bu
alan biyolojik, ilag, ¢evre ve adli bilim gibi birgok alanda ayirma ydntemlerine ihtiyag
duyulmasi ve teknolojinin gelismesiyle bilim adamlarini kromatografik yéontemleri
gelistirmeye yoneltmistir. Ayrica, malzeme bilimi, elektronik ve muhendisligin
katkisiyla buglnkid kromatografik teknolojinin daha kuguk boyutta, daha hizli ve
daha dogru sonuglar vermesine etki saglamistir [6]. ilk kez 1899-1901 yillari
arasinda M. S. Tswett tarafindan bitki klorofillerin fiziko-kimyasal yapisi Uzerine
yapiimig olan bir ¢calismada kromatografik analiz uygulanmistir. Her bir on yilda
kromatografik analiz Uzerine yeniliklerin getirilmesiyle 20. yuzyillin sonlarinda
kromatografi kimyada ve biyokimyada en yaygin kullanilan analitik ayirma teknigi

haline gelmigtir [7].

Kromatografi teknigi sabit bir faz Gzerinden, hareketli faz esliginde bir karisimin
bilesenlerinin gecirilmeleri, bu gegis sirasinda analitlerin iki faz arasinda farkh
dagiim gostermeleri ve bunun sonucunda farkh hizlarla hareket edip farkli
zamanlarda kromatografik kolonu terk etmeleri prensibine dayanir. Kromatografi
Ozellikle bir karisimda birbirine ¢ok yakin fiziksel ve kimyasal 6zellikteki bilesikleri
ayirmak ve basarili sonuclar ile maddeleri saflagtirmak icin kullanilan analitik bir
tekniktir [7]. Burada sabit faz (durgun faz yada stasyoner faz) dedigimiz duzlemsel
kromatografi tekniklerinde diz bir ylzeye, kolon kromatografisi tekniklerinde ise
kolon icerisine tutturulmus hareketsiz, kararli duran bir “kati” yada kati bir destek
uzerine emdirilmis bir “sivi” olabilir. Sabit fazin kati olmasi durumunda ayrim
analitlerin polarite farklihgina gore gerceklesir. Eger kati sabit fazimiz bir iyon
degistirici ise analitlerin sabit faz ile iyon degdistirmesi sonucunda ayirim gercgeklesir.
Sabit fazin sivi olmasi durumunda ise, analitlerin sabit ve hareketli faz arasinda
¢bzunurlik farki gostermesiyle sabit faz Uzerinden gegis hizlarinda farklilik
gOzlemlenir. Hareketli faz (surukleyici faz ya da mobil faz) ise sabit fazin Gzerinden

veya arasindan hareket eden bir “sivi” veya “gaz” olabilir [7-10].



A ve B olmak Uzere iki analitin kolon icerisinde sabit faz ile farkli etkilesim
gOstermesine karsilik ayirimi ve bunun sonucunda detektértin farkl zamanlarda pik

sinyali vermesi Sekil 2.1’de sematik olarak verilmigtir.
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Sekil 2.1. Bir karigima ait analitlerin kromatografik kolon igerisinde birbirinden
ayrilmasi ve farkl zamanlarda detektore ulagsmasi [9].

Asagida kromatografi tekniklerini kullanma bi¢imine gore, sonrasinda faz tipine gore
ve daha sonra ayirma mekanizmasina gore kromatografik tekniklerin

siniflandirmasini kapsayan sema verilmistir [7,8, 10,11].

—

Sekil 2.2. Kromatografi tekniklerinin siniflandiriimasi.
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2.2. Sivi Kromatografisi

Yuksek performansli sivi kromatografisi (HPLC-High Performance Liquid
chromatography) gunumuzde Ozellikle biyoloji ve biyomedikal alanlarinda molekul
analizi ve saflastirmada, ozellikle organik ve peptid-protein gibi maddelerin
saflastirmasinda ve karakterizasyonunda buyudk énem arz etmektedir [7,8]. HPLC
eski kromatografi turlerinin gelistiriimis ve hizlandiriimis sekli olup daha kuguk
boyutlarda kolon kullanimi ile daha yuksek basinglara ulasip, kisa slrede daha

yuksek kromatografik analiz verimi elde etmeyi olanakli kilmistir.

Analiz verimliligini iyilestirmek adina, analiz sirasinda daha disuk hacimde hareketli
faz kullanimi, daha disik miktarlarda numune hacmi ve daha gugclu algilama
duyarlihgr saglamak adina HPLC’ye alternatif olarak mikro-sivi ve nano-sivi
kromatografi sistemleri geligtiriimigtir. Mikro-sivi kromatografisinde i¢ ¢api 0.5-2.1
mm arasi kolonlar, mikrolitre dizeyinde hacimsel akig hizi kullanilarak analiz
yapimina imkan verir [12]. Nano-sivi kromatografisi ginimizde en yeni sivi
kromatografi sistemi olup nicel ve nitel analizlerde kullanilarak yiksek ayirma verimi
ve kisa analiz suresi ile mikrolitre dizeyinde mobil faz ve drnek hacmi kullanima
imkan vermektedir. Sabit faz olarak nano-sivi kromatografisinde polimer veya silika
bazli, 10 ila 100 mikron ¢ap dederi araligina sahip partikul dolgulu, agik tubuler ve
monolitik kapiler kolonlar kullaniimaktadir. En yaygin ise monolitik kapiler kolonlar
kullaniimaktadir [1]. Floresans ve ultraviyole detektor kullanimi sayesinde, dugsuk
numune hacminde yuksek duyarlilikta analit tayini ve ayrica kutle spektrometrisi ile
birlikte kullanildiginda, ¢ozelti icerisinde dusuk derigsime sahip analitlerin miktarinin

belirlenmesinde kolaylik saglamaktadir [9].

2.2.1. Ters Faz Kromatografisi (RPC)

Ters faz sivi kromatografisi yiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)'nin bir alt
sinifi olup gunumuiz kimya ve ilag endustrilerinde en sik kullanilan analitik

teknolojilerden biridir [6].

Ters faz kromatografisi apolar sabit fazin, metanol, asetonitril, tetrahidrofuran gibi
polar hareketli faz ile birlikte kullanimiyla gerceklesir. Hidrofobik etkilesime dayali
bu kromatografik teknik fenolik, ¢ok halkali aromatik ve hidroksil grup igerikli polar

bilesiklerin ayirrminda c¢okg¢a kullaniimaktadir. Polaritesi en ylksek olan bilesik
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detektdre en dnce ulasir ve hareketli fazin polaritesi arttikga ellisyon zamani da
artar. Metanol asidik, asetonitril ise bazik bilesiklerin analizinde kullaniimakta olup,
en ¢ok kullanilan asetonitril’dir. Su polariteyi ayarlamak igin kullanilir, tetrahidrofuran
ise buyuk dipollt bilesikler igin kullanilir. Sabit faz olarak genelde n-oktadesil (C1s)
ya da n-desil (Cs) karbon zincirleri veya fenil gruplu materyaller kullaniimaktadir
[13,14].

2.2.2. iyon Degisim Kromatografisi

Cozeltideki iyonlarin sabit faz Uzerindeki zit iyonlara karsi gosterdidi ilgiye dayal
analit ayirnmi gergeklestigi bir kromatografik teknik ttradidr. Hareketli fazin
tamponlanmis sulu bir ¢dzelti oldugu ve sabit fazin iyon degistirici bir kati oldugu bu
kromatografik analiz tlrQ ilk kez Small ve ekibi tarafindan énerilmistir [12]. Degisik
iyonik bilesiklerin ayirrminda kullanilan bu kromatografik teknik, suda ¢o6zinen
organik maddelerin analizinde de kullaniimaktadir. Pozitif ylklG iyonlar i¢cin anyonik
fonksiyonel gruplu sabit fazlar, negatif yUkli iyonlar igin ise katyonik fonksiyonel
gruplu dolgu maddeli kolonlar kullaniimaktadir [9,12]. Hareketli fazin zit yuklu
iyonlari ile ayni ylUkte olan iyonik yapidaki ornek bilesikleri kolonun sabit fazina
baglanmak icin hareketli fazin zit iyonlariyla yarisirlar. Zit iyonu yerinden ederek
katiya kuvvetle baglanan “uygun yukte” bilegikler kolonda uzun sure kalirken, katiya
zayifca baglanan, uygun yukte olmayan veya yuksuz olan bilesikler kolonu daha
kisa siirede terk eder. lyon degistirme kromatografisini, sabit fazin zayif/kuvvetli
anyonik veya zayif/kuvvetli katyonik yapida bir recine olmasina bagh olarak katyon
degdistirme kromatografisi veya anyon degistirme kromatografisi olarak
adlandirilabilir [15].

2.2.3. Affinite Kromatografisi

Batdn analitik kromatografi tekniklerinde analiz sirasinda matris ve analit GUzerinde
bulunan fonksiyonel grup arasinda farkli etkilesim mekanizmasi sergileyerek
hepsinin isleyis bicimi farkli olmaktadir. Bu tlr kromatografik tekniklerin bir diger
dezavantaji ilgili molekulu izole etmek icin daha yuksek o6rnek hacmine ihtiyag
duymalaridir. Affinite kromatografisi diginda belirli bir analit igin 6zgun olan baska

bir kromatografi turu yoktur. Affinite kromatografisi ilk kez 1910 vyillarinda
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Starkenstein tarafindan duslk c¢o6zundrlige sahip olan nisastanin  a-amilaz
baglarinin incelenmesinde one surulmustur. Daha sonralari duguk ¢ozunurlUkteki
maddelerin Uzerinde enzim, antikor gibi maddelerin izolasyonunda denenmistir.
1960’larda agaroz destekli yataklarin olugturulmasiyla ve siyanojen bromur bazli
kovalent immobilizasyon  metotlarinin  kesfedilmesiyle  modern  affinite
kromatografisine adim atiimistir. Affinite kromatografisi teknigi ile kromatografi
matrisinin belirli bir molekul veya protein grubu Uzerine spesifik olarak ¢alismasi
mumkdn kilinmigtir. Affinite kromatografisi tipki bir antijen ile antikor ve enzim ile
substratta oldugu gibi bir ligand ve reseptorun kargilikli birbirini tanima ilkesine
dayanir. Oldukca spesifik, biyolojik etkilesime dayanan bu teknik biyokimyasal
karisimlari ayirmak igin kullanilan en etkili kromatografik yontemlerden biridir
[12,14].

Affinite kromatografisi bir karisim ortamindan bir molekllu izole etme ve derigimi
artirma veya bir karigimda o molekulun derigimini azaltma ve ilag, uyusturucu gibi
yabanci maddelere baglanan Dbiyolojik bilegsikleri tanimlama amaciyla

kullaniimaktadir.

Affinite saflagtirma iglemi sirasinda ilgili molekulun iyi bilinen ve tanimlanmig 6zelligi
sayesinde hedef molekull haline gelmis olmasi, kati dizenek tzerinde baglanmis
ligandla tersinir etkilesime girmesi saglanmaktadir. Cozeltideki diger molekdller
istenen Ozelliklere sahip olmamasiyla ligand ile etkilesime giremez. Kati ortamdaki
liganda bagli duran hedef molekulu elisyon olarak bilinen bir iglemle serbest
birakilir [14]. Sekil 2.3’te protein karisimindan olusan bir ¢ozeltiden ilgili bir proteinin

affinite kromatografisi teknigi ile saflastiriimasi sematik olarak gésterilmistir.
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Sekil 2.3. Affinite kromatografi mekanizmasi [16].

2.2.3.1. Borat Affinite Kromatografisi (Boronate affinity chromatography,

BAC)

Borat affinite kromatografisi, sabit fazin olusumunda borik asit grubu tasiyan ligand
kullanimi ile cis-diol bilesiklerin ayiriminda ylUksek segicilik gosteren affinite
kromatografi tlradidr. Buradaki mekanizma, cis-diol gruplari, ligandin borik asit

grubuna pH kontroluyle geri donusumlu kovalent olarak baglanmasina dayalidir

[11,17].
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spektrumlu  segcicilik, geri dénusimlid kovalent baglanma, pH kontrollu
adsorpsiyon/desorpsiyon ve hizli adsorpsiyon/desorpsiyon kinetigi gibi 6nemli
Ozellige sahip oldugu soylenebilir. Bu nedenle son 10 yilda BAC hizli gelisim
gostererek affinite kromatografisinin en ¢ok kullanilan teknigi haline gelmistir. Cis-
diol iceren biyomolekuller glikoproteinler, glikopeptitler, ribonukleozitler,
ribonUkleotidler, sakaritler ve katekolaminler dahil olmak Uzere dnemli bir bilegik
sinifidir. Proteomik, metabolomik ve glikomik gibi dnemli arastirmalarda cis-diol
biyomolekulleri hedef bilesikler olmasiyla birgok biyolojik suregte hayati rol
oyanmaktadirlar. Ozellikle glikoproteinler bagisikik sistemin hiicre igi ve hiicre digi
sinyalinde, sperm-yumurta etkilesimi, ayrica a-fetoprotein (AFP), karsinoenbriyonik
antijen(CEA) ve prostata 6zgu antijen (PSA) gibi birgok glikoprotein biyomarker
olarak rutin klinik hastalik teshislerinde kullaniimaktadir [11,18-20].
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T wzfﬂH oM o E'EfOH
H}: ;"I’ B""-. H* H':{. Jf"l i &-I:IH

OH HO
R, H* HO~ P -0 1
Ho HDT{%{H_ 0
(CHa)a
A R,

sp? h
A B, (CHz)s
A% J i o—_
R,

HO

Sekil 2.4. Borik asit ve cis-diol igeren bilesikler arasindaki etkilesimin sematik

gosterimi [11].

Sekil 2.4.’te cis-diol igerikli bilesiklerin borik asit ile etkilesimi verilmistir. Ortamin pH
degeri borik asidin pKa degerinden yuksek olmasi durumunda borik asidin
hidrolizine sebebiyet verir. Bunun sonucunda borik asit hibridizasyonu sp? (trigonal
es dizleminden)'den negatif yikli borik asit sp® (tetragonal) hibridizasyonuna gegis
yapar. Borat anyonu analitin cis-diol grubu ile reaksiyona girerek (genelde bes veya
alti) halkal ester olusturmaktadir. Ortam ¢ozeltisinin pH degerini dusurdugumuzde

asidik ortamda cis-diol ve borik asit arasindaki baglar kopar ve cis-diol bilegiginin
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elisyonu gergeklesir. Analitin elisyonunu saglamanin bir diger yolu desorpsiyon
¢Ozelti ortamina sorbitol gibi ylksek miktarda diol grubu iceren molekul eklenmesidir
[11,20,21].

Borat affinite kromatografisi sisteminde borik asit tasiyici ligand olarak VPBA (pKa;
8.8) ve ABPA (pKa; 8.2) daha yaygin olarak kullaniimigtir. VPBA hidrofobik benzen
halkasina ve hidrofilik/iyonize olabilen borik asit grubuna sahip olup cis-diol grubu
barindiran sakaridler, RNA, nukleosidler, glikoproteinler ve glikopeptidler gibi
molekulleri yakalamak igin fonksiyonel monomer gorevini Ustlenmektedir [22-25].
Daha 6nce yapilmis olan bir calismada poli(GMA-co-EDMA) ve poli(GMA-co-VPBA-
co-EDMA) monolitleri karsilagtiriimigtir. Bunun sonucunda VPBA ligandi ile
sentezlenen monolitin protein ve kuguk molekuller igin daha iyi segicilik ve daha
bayuk verimlilik gosterdigi gozlemlenmistir[22]. Liu ve grubu tarafindan yapilan
calismalarda [22,23,25-27,] nUkleosid ve glikoprotein yakalamak igin borat affinite
monolitler sentezlenmistir. Analit ve borat fonksiyonel gruplu monolit arasinda
intermolekiler etkilesimler, affinite disinda ters fazda, katyon-degisimi ve hidrojen
bag etkilesimlerinde gozlenebilir [22,23,28-30].

2.3. Kolon Teknolojisi

Gecgmisten buglne, kromatografik verimliligi arttirmaya yonelik olarak, yeni segici
materyallerden daha kugluk parcacik boyutuna sahip sorbent materyallerin
sentezlenmesine kadar farkli alanlarda ¢ok fazla yatirnm yapilmigtir. Cok yuksek
basingli pompalar ve bu basinca dayanabilen sabit fazlarin gelistiriimesine yonelik
yapilan calismalar, kromatografik yontemlerin gelismesine blyuk katki saglamistir.
Malzeme bilimi alanindaki ¢ok sayida onemli gelismeler, hem partikil teknolojisi
hem de monolitik sabit fazlarin gelistiriimesine ve dusik basinglar kullanarak daha

iyi ayirma verimliligi elde edilmesine imkan saglamistir [6].

2.3.1. Monolitik Kolon Tasarimi

Son yillarda kapiler sivi kromatografi (CLC) ve kapiler elektrokromatografi (CEC)
monolitik sabit fazlarin géstermis olduklari dusuk geri basing, hizli kitle transfer
kinetigi, yuksek yukleme kapasitesi ve kolay hazirlama yontemi ile kromatografi
alaninda dikkatleri Uzerine ¢gekmistir [22,31-33].
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Monolitik kolonlari kimyasal yapilarina bagh olarak organik monolitik kolonlar ve
silika bazli monolitik kolonlar olarak siniflandirilabilir. Organik polimerik monolitler,
biyouyumluluk, pH ve kimyasal kararlihk gibi avantajlara dayali olarak
biyomolekullerin ayirrminda daha fazla kullaniimaktadir. Son yirmi yilda poliakrilat,
polimetakrilat, poliakrilamid ve polistiren bazli monolitler gelistiriimesi Uzerine
calismalar yapilmistir [22,34-39]. Ancak bu tlir monolitik sabit fazlar kromatografik
analiz sirasinda mobil faz gorevini Ustlenen organik ¢ézuculer ile temasa girdiginde
monolitte sisme ve/veya blzulme meydana gelmekte, bu da yapinin gézenekliliginin
degisimine neden olmaktadir. Bdyle bir durum bu tlr monolitlerin zayif mekanik
dayaniklihga sahip oldugunu gosterir ve beraberinde disik kromatografik analiz

tekrarlanabilirligini saglar [34,40].

inorganik silika-bazli monolitik kolonlar kromatografik analiz sirasinda mobil faza
karsi iyi dayaniklihk ve iyi bir mekanik stabilite sergiler. Duzgun mezogdzenekli
yaplya sahip silikali monolitlerde artan allkonma faktériine bagl olarak kolon
veriminin azalmasi problemi yoktur. Ancak buradaki dezavantaj silika-bazli
monolitlerin sentez yonteminin zor olmasi, yuzeyini fonksiyonalize etme isleminin
uzun zaman gerektirmesi ve monolitin kurumasi esnasinda kolon g¢eperlerinden
ayrilip toplanma veayrilmasi veya catlamasidir [34,41]. Silika monolitik kolonlar
dusuk kimyasal dayanim ve kisa sturede monolitin kolon duvarindan ayrilmasi gibi
sorunlar olusturmaktadir. Bu sorunlarin giderilmesi amaciyla arastirmacilar yeni
¢6zUm arayislarina yonelmis ve organik polimer monolitler ve silika monolitlerin
avantajli yonlerinin birlestigi organosilikon bazli hibrid monolitler gelistiriimigtir [44-
44].

2.3.2. Monolitik Hibrid Kolon

Yapilmis olan bircok calismada organik-silika hibrid monolitler genis pH (1-11)
araligindaki dayanikhlik, mekanik stabilite ve iyi gegirgenlik 6zellikleri sayesinde

sabit faz kullaniminda bilimsel arastirmacilarin ilgi odagi olmustur [31-33,46,47].

ilk kez 2010 yilinda Hanfa Zou ve grubu tarafindan yapilan bir ¢calismada, kapiler
elektrokromatografi ve mikro-sivi kromatografi sistemlerinde, POSS-MA, serbest
radikal polimerizasyonu mekanizmasi ile organosilikon monolitik sabit fazlarda

temel cikis materyali olarak kullaniimistir [32]. POSS (Polihedral Oligomeric
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SilseSquioxan) (RSiOs2)n (n=8,9,10) molekuler formullyle nanoboyut mertebesinde
kafes yapisina sahip hibrid (organik-silika) kimyasinda bir molekuldir [33,47].
Monolitik ¢Ozelti icinde ¢ozunebilir olmasi, genis pH araligina, yuksek sicakliklara
ve oksidasyona kargi dayanikh olmasi POSS’u hibrid monolitlerin sentezinde
avantajli kilmaktadir [32,33,48]. Tez c¢alismasinda ana monomer ve c¢apraz
baglayici olarak kullanilan POSS-MA ise polihedral molekiler kafes yapisina sahip

10 metakrilat birimi icermektedir.

C7H1102)n(5i01.5)n MA :1433.97 d=1.2 g/mL nDZO =1.46

Sekil 2.5. Metakrilat bagh polihedral oligomerik organosilikon kafes

formu(silsesquioxane) (POSS-MA) (n=8 formu 6rneklenmigtir).

Termik proses ve hidroksilasyon gibi birgcok reaksiyon prosesi ile malzeme
yapiminda POSS go6zenek olusturucu, monolitik hibrid ¢calismalarinda nanoboyutlu
capraz bagdlayici gorevini ustlenerek, gozenekli monolitik yapilarin sentezinde
kullaniimistir [47,49,50]. POSS onclligunde yeni kimyasal capraz baglanti
yollarinin kullaniimasi kontrolli ve ¢ok yonlu bir baglanma sekli ile monolitik yapida
verimli bir baglanti sekli elde etmemize imkan saglamaktadir. Molekuler ve
makroskopik duzeyde turevlendiriimis gozenekli materyallerin sentezini mumkun
kilan bu yapi, genis tanimli materyallere yonelik teknolojik ilerlemeler igin, kataliz,
kromatografi, membran filtrasyon yontemleri, nanotip, kati faz ekstraksiyonu gibi
alanlarda ¢igir agmasi beklenmektedir [47]. Daha sonralari tekrar POSS varliginda
serbest radikal polimerizasyonu [45,50-52], halka-agilim metatez polimerizasyon

[33,48,54,55] mekanizmasi ile hibrid monolitler sentezlenmisgtir.

Daha 6nce yapilmis olan birgok ¢alismada gdzenekli monolitik yapilarin sentezinde,
serbest radikal polimerizasyonu kullanildiginda POSS’taki vinil gruplarinin dtsuk

reaktiflik sergiledigi goértulmastir [47]. Nishang’'in yapmis oldugu bir ¢alismalarda,
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serbest radikal polimerizasyonu kullanilarak sentezlenen polimerik monolitlerde
capraz bag yogunlugunun esit dagilim gostermedigi gézlenmistir [2-4]. Monolitik
yap! icerisinde dusuk gapraz bag yogunlugu goézlenen bolgeler kromatografik analiz
sirasinda mobil faz ile temasa gecmesi sonucunda jel formunda gegici
mikrogozeneklilige (gel type temporary microporosity) sahip mikro-yapilarin
olustugu ortaya konulmustur. Bu bdlgede, kltle transfer direnci artmakta ve bunun
sonucunda yapida durgun bdlgeler (stagnant mass transfer zone) olusmaktadir.
Bdyle bir durumda sabit fazdan analitlerin ayrilmasi (elisyonu) zor olup, analiz
suresinin uzamasina ve bant genigliginin artmasina sebebiyet verir. Buda, kolon
ayirma veriminin artan alikonma suresine bagh olarak dismesine (retention-
dependent column performance) neden olur. Bu problem ilk kez Nishang tarafindan
yapilan ters faz kromatografisi modundaki calismalarinda ortaya konulmustur [2,56].
TUBITAK 1001 projesi kapsaminda laboratuvarimizda yiritiilen polimerik hidrofilik
etkilesim kromatografisi modunda caligilarak, polimerik monolitler sentezlenmis ve
sonug itibariyle ayni davranis sergilendigi gortulmustur [5,56]. Bu sorunlarin
giderilmesi amaciyla arastirmacilar yeni ¢gozimlere yonelmis ve organosilikon bazli
hibrid monolitler gelistiriimistir. Tez ¢calismasi kapsaminda VPBA bagl-poli(POSS-
MA) monolitik hibrid kolon tek basamakta serbest radikal polimerizasyonu
kullanilarak ve MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik hibrid kolon ise tiyol-en
reaksiyonu ile tek basamakli bir mekanizma ile sentezlenmistir. POSS-MA’nin 10
metakrilat grubuna sahip olmasi ¢apraz baglayici ajan gorevini Ustlenerek monolitin
yuksek capraz bag yodunluguna sahip olacak sekilde sentezlenmesini
saglamaktadir. Yuksek capraz bag yogunlugu ile mikrogozenekli yapi olugsumu
engellenerek, nano-sivi kromatografi sisteminde “analit allkonma suresinden

badimsiz ayirma performansina” ulagiimasi amaglanmigtir.

2.3.3. Cok Modlu Monolitik Hibrid Kolon

Hidrofobik yapiya sahip monolitik sabit fazlarla ters faz kromatografisinde yuksek
polariteye sahip analitlerin ayrimi ve polar monolitik sabit faz ile hidrofobik analitlerin
ayiriminin zor olmasiyla ¢cok modlu monolitik hibrid monolitler gelistirilmistir. Coklu
mod, hidrofilik/hidrofobik etkilesime ek olarak hidrojen bagi, -1, elektrostatik
etkilesime imkan vererek tek bir monolitik kolonda hidrofobik, polar ve hatta yuklu

analitlerin ayrimini saglayabilmektedir [46]. Bugune kadar ¢oklu mod sabit fazlarin

14



hazirlanmasinda genelde iki polimerizasyon mekanizmasi kullaniimaktadir. Glisidil
metakrilat iceren hibrid monolitler polimerizasyon sonrasi fonksiyonel gruplarin
baglanabildigi yapilara Ornektir. Buradaki epoksi grubu oldukga reaktif olmasi
nedeniyle dietilamin, etilendiamin, poli(etilenimin), sodyum sulfat, sulfurik asit gibi
bilesiklerle reaksiyona girerek yapiya hidrofobiklik/hidrofiliklik/iyon degisim 6zellikleri
kazandirmaktadir [22]. Guanasena ve Rassi hidrofilik poli(gliserilmetakrilat-co-
PETA) monolitik yuzey Uzerine diol gruplari sayesinde anti-haptoglobin antikorunu
asllamis ve boylece hedef proteine karsi iyi bir segicilik gdsteren imunoaffinite
monolitik kolonu olusturmustur [42,57]. Polimerizasyon sonrasi fonksiyon gruplarin
baglanmasi  yontemi  monolitin  gozenekliligini ve yluzey kimyasinin
optimizasyonunda avantaj saglasa da, ¢gok agsamall olmasi uzun zaman gerektirir,
fonksiyonel gruplarin miktarinin kontrol zor olmasi nedeniyle disuk agilama verimi
verebilir ve ayni zamanda polimerin sismesine ve monolitik gegirgenligin digsmesine
sebebiyet verir [22,46,59].

Coklu-mod fonksiyonlu monolit olusturmanin diger bir yolu c¢ok fonksiyonlu
monomer ve capraz baglayicinin kopolimerizasyon yontemidir. Xie’nin grubu
kopolimerizasyon yontemini kullanarak iyonize edilebilen degisik monomer ve
hidrofilik capraz baglayici olan PETA ile bir dizi hidrofilik/katyon degisim gorevi
yapan polimerik monolitler sentezlemiglerdir [22,23,60], buna ek olarak
hidrofilik/anyon degisim gorevi yapan polimerik monolitler de sentezlenmistir [59].
Bu monolitler polar-nétr ve yukli ¢ozeltilerin ayiriminda yuksek performans
goOstermiglerdir. Ancak PETA’nin hidrofilik olmasina baglh olarak ylksek
hidrofobiklige sahip molekillerin ayiriminda pek etkili olamadigi da ayrica
gorulmustar [22,35]. Bu nedenle hidrofobik, hidrofilik ve ion-degisim etkilesimi ayni
anda gOsterebilen baska c¢oklu-mod monolitlerin  sentezlenmesine ihtyag
duyulmustur. Buna binaen bu tez calismada tiyol-en kimyasiyla tek basamakli
MPBA bagh-poli(POSS-MA) monolitik kolon sentezlenerek kapiler kolon

kromatografisinde sabit faz olarak kullanimi 6nerilmistir.

2.3.4. Tiyol-En Kimyasi

Bircok makalede monolitik kolonlara ait degisik hazirlama yontemlerinin geligtirildigi,
degdisik Ozelliklerin kesfedildigi ve buna bagh olarak degisik uygulamalarin
yayinlandigi goérulmustar [22,59,62]. Bu tez ¢alismasi kapsaminda serbest radikal
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polimerizasyonuna ek olarak tiyol-en kimyasi kullaniimistir. “Click” kimyasinin bir
kolu olan tiyol-en kimyasi 1905 yilindan itibaren literatiirde yer almistir [63]. ilk kez
Barry Sharpless tarafindan oOne suirulen “Click” kimyasi elverigli reaksiyon
kosullarinda iyi bir segicilik ve ikincil reaksiyonlara imka&n vermeyerek yuksek verim
saglayan bir kimyasal baglanma mekanizmasidir. Ayrica reaktantlarin kolayca
baglanmalarini saglayip reaksiyon stresinin diismesine, ¢esitli fonksiyonel gruplara
olanak saglamasina ve degisik ¢Ozuculer varliginda mekanizmanin
etkilenmemesine imkan vermektedir [44,47,54]. Tiyol-en kimyasi, tiyol grubu,
karbon-karbon cift bagi ve uygun bir katalizér varliginda gercgeklesir. Katalizor
serbest radikal Uretebilen bir foto baslatici veya bir termal baslatici olabilir. Tiyol
grubu karbon-karbon ¢ift bagina atak yaparak olefinik hidrokarbonun tiyol bilesiginin

alkil grubuna baglanmasini saglar. [63,64].

hov

R — R
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Sekil 2.6. Tiyol-en kimyasinin mekanizmasi.

Yapmis oldugum tez c¢alismasinda tiyol grubunu igeren bilesik tarafimizca
sentezlenen organosilikon kapiler monolitlerde kromatografik ligand gorevi

gormektedir.

Son yillarda hibrid organosilikon formundaki kapiler monolitlerin sentezi Uzerine
tiyol-en kimyasi kullanimi ile birgok ¢calisma yapilmistir. Organik monomerlerin tiyol
grubu iceren ligandlar ile baglanmasi prensibiyle sentezlenen monolitlerde, ¢apraz
bagd yogunlugunun artmasiyla analistler ile sabit faz arasindaki kutle transfer
direncine neden olan jel formundaki bolgelerin olusumu engellenmektedir. Ayrica
laboratuvarimiz tarafinca yuritilen 1001 Projesi’nde tiyol-en kimyasi kullanilarak
sentezlenen hibrid monolitik yapiya degisik fonksiyonel gruplarin takilmasinin
kolayligi gozlemlenmigtir [56].

Baglama birimine bagl olarak gapraz baglayici POSS varliginda tiyol-en kimyasi ile
degisik kimyasal (hidrofilik veya hidrofobik) ve fiziksel (jelimsi veya kati-sert
malzeme) O6zelliklere sahip hibrid monolitlerin  sentezinin  mimkin oldugu

gorulmustar [47].
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2.4. Kromatografik Eliisyon Modlari

Kromatografik analizde analitlerin elisyonu hareketli ve sabit faz arasindaki
etkilesime bagli olmasiyla daha iyi bir analiz verimi i¢in bu etkilesimlerin ayarlanmasi
hareketli fazin farkl sekillerde uygulanmasiyla mumkun olabilir. Kromatografik

analizlerde hareketli faz, izokratik ve gradient olarak kullanilabilir.

izokratik Uygulama: Hareketli fazin bilesimi analiz boyunca degismemekte,
bdylece butin analitler tek bir ¢ézlcu ile ayni anda, farkli hizlarda sabit faz

uzerinden suruklenmektedir [13].

Gradient Uygulama: Gradient mod analiz suresinin tamami igerisinde hareketli
fazin bilesimi surekli veya basamakh olarak degisir. Bunun sonucunda hareketli
fazin pH degeri, kolon basinci, kolon sicakligi gibi bazi elisyon kosullarin da surekli

degismesine neden olup daha verimli analit ayirimi elde etmemizi saglar [12].

2.5. Kromatografik Performans Parametreleri

Kromatografik performans parametreleri kromatografik analiz sonucunda analitlerin
alikonma surelerinin ve kromatografik kolon performansinin degerlendirilmesi icin

kullanilan boyutlu ve boyutsuz faktorlerdir.

2.5.1. Alikonma Faktori

Allkonma faktori, kolon uzunlugu, akis hizi, partikil ¢cap boyutu ve sabit faz
g6zenekliliginden bagimsiz olarak, sadece hareketli fazin kompozisyonuna ve sabit
fazin polaritesine bagli olarak, hareketli faz ile kolona ulasan analitin sabit faz ile
gOstermis oldugu etkilesim slresini ortaya koyan boyutsuz bir parametredir. Bundan
yola gikarak belirli analiz kosullar altinda her analit igin alikonma zamani (retention
time tr) belirlenmektedir. Asagida verilen Esitlik 2.1 ile Alikonma faktoru

hesaplanmaktadir [66].
k=(tr—to)/to (2.2)

tr: herhangi bir analitin kolon i¢erisinde alikonma suresi, to: sabit faz ile etkilesime
girmeyen referans olarak kullanilan analitin kolon igerisindeki alikona suresi, ayni

zamanda “kolonun 6li zamani” olarak bilinir.

17



k'nin 1.5 ve 4 arasi degerler almasi iyi bir kromatografik performansi gosterir. 1.5 in
altinda olmasi pik ¢oézunurligun kotu olmasi, 4’Un Ustunde olmasi ise analitleri

kolonu geg terk ettigi ve analiz suresinin uzadigi anlamina gelmektedir [9].

2.5.2. Teorik Kademe Yuksekligi (h) ve Teorik Kademe Sayisi (N)

Teorik kademe yUksekligi (h), teorik kademe sayisiyla (N) ters orantili olup, iyi kolon
verimi igin teorik kademe yuksekligini ki¢ultmemiz gerekir, buda daha kisa surede
daha iyi ayirirm anlamina gelir. Teorik kademe yuksekligi Esitlik 2.4 ile ifade edilmigtir
[9,66].

h=(L/N) (2.3)
Burada h, kademe yuksekligi, L ise kolon boyudur.

Teorik kademe sayisi (N) kolon verimliligini ve kromatografik analiz sisteminde
kolonun performansini ifade eden bir parametredir. Asagida verilmis olan Esitlik 2.2

ile hesaplanmaktadir.
N=5.54 x (tr / W12)2 (2.2)
tr: analitin alikonma suresi, Wiz ise pik yuksekliginin yarisindaki taban genigligidir.

Kolonun teorik kademe sayisinin yuksek olugu kolon performansinin iyi oldugunu
gOsterir, ayrica kolon uzunlugunun artmasiyla teorik kademe sayisi da artmaktadir
[66].

N ve h’nin degerleri kolon boyutu, partikil boyutu, analiz sicakhdi ve basing gibi

kromatografik analiz kosullarina baglidir [66].

2.5.3. Pik ¢ozunurlugu

Kromatografik analiz sirasinda ardigik gelen iki pikin birbirinden ne kadar iyi
ayrildigini gosteren bir parametredir. Hesaplama sekli Esitlik 2.4." te gosterildigi
gibidir.

R=2x[ (tn+1) —(tn) ]/ (Wn+1 + Wn) (2.4)

18



Absorbans

n Wh+1
Zaman

Sekil 2.7. Kromatografik analiz sirasinda ardigik gelen iki pikin ¢ozunurlik degerinin

hesaplanmasinda kullanilan parametrelerin gosterimi.

Burada n ve n+1 ardisik iki analite ait iki pik olup tn ve tn+1 onlarin alikonma
sureleridir. Wn ve Wh+1 ise n ve n+1 piklerin taban genisligidir. lyi bir kromatografik

pik ¢6zunurligu icin R=1.5 olmasi istenmektedir [66].

2.5.4. Gegirgenlik

Kromatografik analiz sirasinda sabit fazin akisa karsi1 géstermis oldugu direng kolon
gecirgenligi olarak tanimlanabilir. Yuksek kolon basinglari gecirgenligin dusuk

oldugunu gosterir.

APxK0+r?
v = L (2.5)

Burada v(m®s); hareketli fazin akis hizi, Ko(m?); kolon gegirgenligi, N(Pa.s);
hareketli fazin viskozitesi, L(m); kolon uzunlugunu, AP(Pa); kolonun geri basinci ve

r(m); kolonun i¢ ¢capidir [9,66].

2.5.5. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik kromatografik analiz ¢alismalarinda ayni sartlar altinda alinmis
olan verilerin degisimini goOsteren bir parametredir. Kromatografik sistemin
kendisine, dolgu materyallerin sentezine ve diger analiz kosullarina bagh olarak
tekrarlanabilirlik analizlerinde farkli sonuglara ulasilabilir. Tekrarlanabilirlik, ayni

kosullar altinda sentezlenen kolondan kolona tekrarlanabilirik ve analiz
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tekrarlanabilirligi (ayn1 gun icerisinde veya ginden gune tekrarlanabilirlik) farkli
gunlerde yapilabilir. Tekrarlanabilirlik Esitik 2.6, 2.7 ve 2.8 yardimiyla
hesaplanabilmektedir [9].

RT. = £Ni RTi
T Ni
(2.6)
 (RTi— 2
D = \/EN: (RT:I RTN)
(I Ni—1)
(2.7)
% BSS = =
RTn
(2.8)

Bagil Standart Sapma (BSS), tekrarlanabilirligi ifade eden bir terim olup, degerin
%4‘Un altinda olmasi durumunda iyi bir tekrarlanabilirligin gdstergesidir. Burada
RTn; belirli bir analit ile farkli analizler icin elde edilen sayica ortalama alikonma
suresi, BSS; bagil standart sapma, SD; standart sapma, RTi; i no‘lu analitin

alikonma suresi, Ni ise analiz sayisidir [9].
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3.DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda farkh kullanim amagli, 4-merkaptofenilboronik asit (MPBA) ve 4-
vinilfenilboronik asit (VPBA) bagli yeni oligomerik silseskuioksan bazli monolitler
sentezlenmistir. Kolonlarin silanizasyon iglemi, polimerizasyon ¢ozeltisinin
hazirlanigi ve kolona doldurulmasi, polimerizasyonu, monolitik kolonun analiz
performansinin degerlendiriimesi ve monolitik kolonlarin karakterizasyonu olmak
Uzere calisma bes asamada gergeklestiriimistir. Sentezlenen MPBA bagli-
poli(POSS-MA) kapiler hibrid monolitik kolon nano-sivi sisteminde ¢oklu ayirim igin
kullaniimig, kromatografik performansi degerlendiriimigtir. MPBA bagli-poli(POSS-
MA) hidrofobik organosilikon monolit sayesinde, tek kolon kullanimi ile nano-sivi
kromatografisi sisteminde apolar yapiya sahip PAH ve alkilbenzenlerin ters faz
kromatografisi (Reversed Phase Cromatography, RPC) modunda ayirimi ve
anilinlerin hidrofobik etkilegsim/katyon degisimi kromatografisi modunda ayirimi
yapiimistir. VPBA bagli-poli(POSS-MA) hibrid monoliti sentezlenerek affinite

kromatografisi teknigi ile 3-NAD ve ovalbumin izolasyonu yapilmistir.

3.1. Materyal

Monolit sentezinde ana monomer ve ayni zamanda c¢apraz baglayici gorevini
ustlenen monomer, 10 metakrilat birimi iceren polihedral oligomerik silseskuioksan
(POSS-MA) Hybrid Plastics, ABD firmasindan temin edilmisti. MPBA bagl—
poli(POSS-MA) monolit sentezinde kullanilan 4-merkaptofenilboronik asit (MPBA)
ve VPBA bagl-poli(POSS-MA) monolitin sentezinde ligand olarak kullanilan VPBA
Sigma-Aldrich ABD firmasindan alinmistir. Termal polimerzasyonda baslatici
gbrevini Ustlenen 2,2-Azobis(2-metilpropiyonitril) (AIBN) Glentham LSL. ingiltere
firmasindan, fotopolimerizasyonda baslatici olarak kullanilan 2,2-Dimetoksi-2-
fenilasetofenon (DMPA) ise Aldrich Chem. Co. WI firmasindan alinmistir. Monoitik
yapida gozenek yapici sistem gorevi géren makro gézenek yapici etilen glikol ve
mikro gbzenek yapici n-bitanol Sigma-Aldrich ABD, firmasindan temin edilmistir.
Monolitik kolonlarin sentezinden sonra safsizliklardan kurtarmak amaciyla
kullanilan saf etanol (EtOH) Merck AG Almanya firmasindan, kromatografik

calismalarda mobil faz g¢dzeltilerini hazirlamak igin kullanilan asetonitril (ACN)
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yuksek saflikta (HPLC grade) ve formik asit Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmistir. Fosfat tampon ¢6zeltisinin hazirlanisinda kullanilan fosfat tampon tablet
(PBS) ve affinite kromatografi teknigi igin adsorpsiyon tampon c¢ozeltisinde
kullanilan HEPES Sigma-Aldrich ABD firmasindan temin edilmigtir. Affinite
kromatografisinde desorpsiyon tampon ¢dzeltisini hazirlamada kullanilan di-sodyum
tetraborat BDH, ingiltere firmasindan alinmistir. Nano-sivi kromatografisi
sisteminde ters faz kromatografisi analizlerinde kullanilan naftalin, floren, fenantren,
floranten, benzen, toluen Sigma-Aldrich firmasindan alinmigtir. Etilbenzen,
propilbenzen ve butilbenzen ise Merck AG, Almanya firmasindan temin edilmistir.
Hidrofobik/katyon degisimi kromatografisinde kullanilan o-fenilendiamin, n-
metilanilin, 1-naftilamin ve n-etilamin ve affinite kromatografisinde kullanilan
ovalbumin ve 3-NAD Sigma-Aldrich ABD firmasindan ithal edilmigtir. Silanizasyon
isleminde monoliti kolon duvarina baglama gorevi goren 3-trimetoksisililpropil
metakrilat (TMSPM), toluen ve hidroklorik asit (HCI) Sigma-Aldrich ABD
firmasindan, sodyum hidroksit (NaOH) ise Riedel de Haen, Almanya firmasindan
temin edilmistir. i¢ cap1 100 ym ultraviyole (UV) gegirgen kapiler kolonlar ve i¢ gap!
300 pm olan poliimid termal kolonlar Polymicro Technologies, ABD firmasindan
alinmistir.  MPBA  bagli-poli(POSS-MA)  monolitik  kolonun  performans
degerlendiriimesi, Ultimate 3000 Nano-LC kromatografi sisteminde (Dionex

Technologies, Munih, Almanya) yapiimigtir.

3.2. MPBA bagh-poli(POSS-MA) Monolitik Hibrid Kolonlarin

Fotopolimerizasyon ve Tiyol-en Kimyasi ile Sentezi

Tez calismasinda “analit alikonma suresinden bagimsiz ayirma performansina”
ulagilmasi amaglandigi i¢in, mikrogozenekli formda jelimsi yapr olusumunu
engellemek igin gapraz bag yogunlugunu artirma arayisiyla tiyol-en kimyasina
basvurulmustur. Boyle bir yapiya sirf “serbest radikal polimerizasyonu” ile ulagsmak
mumkin olmadigindan tiyol grubu igeren ligand (MPBA), capraz baglayici gorevini
ustlenen POSS-MA varliginda tiyol-en reaksiyonu ile monolitik yapiya baglanmigtir.
Boylece tek basamakta MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapi ilk kez bu tez

calismasi kapsaminda sentezlenmigtir.

22



Monolitik ¢ozelti 10x75 mm’lik cam deney tlpU igerisinde hazirlanarak insdlin
siringasi ile UV-gecirgen kolona basiimakta, ardindan UV lambasi altinda monolitin
kolon igerisinde polimerlesmesi saglanmaktadir. Cam deney tupu icine oncelikle
g6zenek yapici sistemi olusturan bilesikler, n-butanol (mikro gézenek yapici, 430
ML) ve etilen glikol (makro gbézenek yapici, 70 pyL) konulmakta ve ¢dzelti homojen
hale gelene kadar vortekslenmektedir. Kolon igerisinde homojen polimerlesme elde
etmek amaciyla UV-baglatici, monolitik ¢gozeltiye en son ilave edilmektedir. Gozenek
yapici karisimindan 100 uL alinmakta ikinci bir cam deney tiptne konulup bu tupte
UV-baslatici olan dimetoksifenilasetofenon (DMPA, 7 mg) ¢o6zulmektedir.
DMPA’nin 1siktan etkilenmemesi i¢cin bu asama ve sonraki asamalar karanlik

ortamda gergeklestiriimektedir.

islemde birinci tipe hem monomer hem ¢apraz baglayici gérevini Gstlenen POSS-
MA (150 mg) eklenir, ¢coziinene kadar vortekslenir, sonra MPBA (50 mg) ilave edilir,
tekrar homojen bir ¢ozelti elde edene kadar vortekslenir. En sonunda, iki cam deney
tUpun icindeki karisimlar birlestirilir, karisim homojen hale gelene kadar vortekslenir
ve soniklenir. Monolitik ¢ozelti insulin siringasina alinarak, i¢ ¢gapt 100 um olan UV-
gecirgen kapiler kolon monolitik ¢ozelti ile doldurulur. Kolonun uglari septum ile
kapatilir ve sonrasinda UV-lamba altinda, homojen polimerlesmeyi saglamak
amaciyla ayarlanan bir doner mekanizma tzerinde 30 dakikada monolitik ¢gdzeltinin
kolon iginde polimerlesmesi saglanir. Boylece hem hibrid monolitin sentezi hem de
monolitin GUzerine ligandi baglama iglemi tek basamakta, fotopolimerizasyon ve tiyol-

en kimyasi ile gerceklesmis olur.

Sekil 3.1.’de goéruldugu Uzere MPBA bagli-poli(POSS-MA) hibrid monolitin
sentezinde ana monomer ve ayni zamanda c¢apraz baglayici gorevini Ustlenen
POSS-MA’'nin metakrilat gruplarindaki karbon-karbon ¢ift baginin, ligand gorevini
ustlenen MPBA uUzerindeki tiyol grubuna atak yapmasiyla (tiyo-en kimyasi) yuksek

capraz bag yogunluguna sahip hibrid monolit sentezlenmigtir.
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Sekil 3.1. MPBA bagli-poli(POSS-MA) hibrid monolitin fotopolimerizasyon ve tiyol-

en kimyasi ile sentezi.

Polimerizasyonu gerceklesen MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik hibrid kolon
nano-sivi kromatografisi sisteminde ¢oklu modda performans degerlendiriimesine
tabi tutulmadan once, 11k mikroskobu ile kolonlarin monolitik yapisi incelenmigtir.
Homojen polimerlesmeye sahip tek pargca halinde bir yapi go6zlenmesi
amaglanmistir. Son olarak kolon igindeki Kkirliligi ve polimerlesmeyen yapilari

uzaklastirmak igin kolon 2 saat saf etanol ile 1 pL/dak akis hizinda yikanmistir.

3.3. VPBA bagh-poli(POSS-MA) Monolitik Hibrid Kolonlarin Termal Etki

Esliginde, Serbest Radikal Polimerizasyonu ile Sentezi

VPBA baglh-poli(POSS-MA) hibrid monolit literatiirde bulunmamaktadir, ilk kez bu
tez calismasi kapsaminda sentezlenmigtir. VPBA bagli-poli(POSS-MA) hibrid
monolitin sentezinde ana monomer ve ¢apraz baglayici gorevini Ustlenen POSS-
MA’nin igerdigi 10 metakrilat grubu sayesinde termal etki esliginde serbest radikal
polimerizasyonu ile ylksek c¢apraz bag yogunluguna ulasiimasi ve affinite
kromatografisi teknigi ile R-NAD ve ovalbuminin analizinde yuksek izolasyon verimi
eldesi amaclanmistir. MPBA bagli-poli(POSS-MA) hibrid monolitin sentezinde
oldugu gibi, VPBA bagli-poli(POSS-MA) hibrid monolit sentezi de U¢ asamada
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gerceklesmistir. Monolit ¢ozeltisi cam deney tlpu iginde hazirlanip, siringa ile termal
kolona basilir ve su banyosunda 60°C, 24 saat polimerlesir. VPBA bagh-poli(POSS-
MA) hibrid monolit sentezinde polimerizasyonun termal yolla gergeklegsmesine bagli
olarak ortam sicakligina dikkat edilmesi gerekmektedir. Monolit ¢ozeltisi, gdzenek
yapici sistem bilesenlerini, n-butanol (mikro gézenek yapici) ve etilen glikol’i (makro
g6zenek yapici) 10x75 mm’lik cam deney tlpuU icerisine konularak hazirlanmaya
baslanir. Cozelti homojen oluncaya dek vortekslenir. Baslaticiyi ayri bir cam deney
tupunde ¢ézmek icin 100 uL gdzenek yapici sistem bileseni karisimindan alip ikinci
bir cam deney tupune konulur. Bu tupe termal baslatici olan AIBN eklenir ve
vortekslenip ¢ozunur. Birinci cam tupe ana monomer ve ayni anda ¢apraz baglayici
gorevinde olan POSS-MA eklenir, vorteks ve sonikasyon ile ¢dzunur, ardindan
VPBA ligandi ilave edilir ve ¢Ozelti tekrar homojen hale getirilir. Son olarak birinci
cam deney tlipunin igindeki monolitik karisim ¢ozeltisi ikinci cam deney tlplne
alinir. ikisi beraber ¢dziinlr, ardindan vakit kaybetmeden monolit ¢ézeltisi insilin
siringasina aktarilir ve i¢ ¢gapit 300 ym olan kapiler termal kolona basilir. Monolit
¢ozeltsii kolonun iginde kalacak sekilde kolonun iki ucu septum ile kapatilip su

banyosunda 60°C, 24 saat polimerlesmeye birakilir.

Cizelge 3.1. Farkli VPBA derisimlerinde termal etki esliginde serbest radikal
polimerizasyonuyla hazirlanan VPBA bagh-poli(POSS-MA) monolitlerinin sentez

kosullari (Sicaklik: 60°C, Polimerizasyon siiresi: 24 saat).

Kolon POSS-MA VPBA n-butabol Etilen Glikol AIBN

Kodu (mg) (mg) (ML) (uL) (mg)
VPBA O 150 0 711 289 10
VPBA 20 150 20 711 289 10
VPBA 40 150 40 711 289 10
VPBA 50 150 50 711 289 10
VPBA 60 150 60 711 289 10
VPBA 80 150 80 711 289 10
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VPBA’nin affinite kromatografisi teknigi ile 3-NAD ve ovalbuminin izolasyonundaki
etkisinin incelenmesi amaciyla Cizelge 3.1." de belirttirildigi gibi degisik VPBA
derisiminde VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik kapiler kolonlar sentezlenmigtir.
Monolitik yapinin kolon icerisinde polimerlesmesinden sonra, kolonlarin i¢ yapisi
ISik mikroskobu ile incelenir. Kolon igerisinde kirlilikleri uzaklastirmak icin kolonlar
saf etanol ile 5 pL/dak akis hizinda 6 saat yikanir. Sekil 3.2." de termal baslatici
AIBN varliginda ve uygun fiziksel kosullar altinda (60°C, 24 saat) VPBA'daki fenil
grubunun doérduncl pozisyonundaki karbonuna bagl olan vinil grubu ve POSS-MA
molekulindeki metakrilat grubu arasinda gerceklesen serbest radikal

polimerizasyonu gsematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 3.2. VPBA bagli-poli(POSS-MA) hibrid monolitin termal etki esliginde serbest

radikal polimerizasyonu ile sentezi.

Sekil 3.3’de VPBA  bagh-poli(POSS-MA)  hibrid  monolitin  termal
polimerizasyonunda kullanilan su banyosu ve MPBA bagli-poli(POSS-MA) hibrid
monolitin polimerizasyonunda kullanilan UV kaynagi ve doner tabla mekanizmasi

gosterilmektedir.
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Sekil 3.3. Polimerizasyon sistemleri. (A) VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik
kolonlarin su banyosunda polimerizasyonu. (B) MPBA bagli-poli(POSS-MA)

monolitik kolonun UV-igini altinda polimerizasyonu.

3.4. Kolonlarin Silanizasyon islemi

Kolona verilen akis hizinin artmasina bagh olarak kolonun geri basincinda artma
olur. Yuksek basinglar monolitik yapida, mekanik zedelenmelere hatta monolitik
yapinin kapiler kolonun iginden gikmasina sebebiyet verebilir. Bu tur problemleri
ortadan kaldirmak amaciyla monolitik ¢ozeltiyi kapiler kolona basmadan dénce
kolonlar silanizasyon adi verilen bir 6n islemden gecirilmektedir. Bu islem monolitik
cozeltinin kapiler kolonun geperlerine iyice tutunmasini saglamaktadir. Oncelikle
kapiler kolon geperleri Gzerine -OH gruplarinin olusmasi saglanir ve sonrasinda -
OH gruplarina karbon-karbon arasi ¢ift bag bulunduran bir molekul takilir. Boylece,
kolona doldurulan monolit ¢bzeltisindeki monomerler bu ¢ift bag ile reaksiyona
girerek kolon ceperlerine kovalent formda baglanir ve yuksek basinglara dayanikli

gUglu bir monolitik yap elde edilir [67].

MPBA baglh-poli(POSS-MA) ve VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik kolonlarin
silanizasyon igleminde 36 saat suUren bir prosedur uygulanmigtir. Silanizasyon
isleminde monolit sentezi yapilacak uzunlukta kolon kesilerek uygun ara pargalar
yardimiyla kolon siringaya baglanir ve siringa pompasina takilir. ilk basamakta
kapiler kolon igerisinden 25 pylL/dak akis hizinda, 120 dakika 1 M NaOH c¢ozeltisi
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gegirilir.  Ardindan kolonun iki ucu septum ile kapatilarak NaOH ¢dzeltisi kolon
icerisinde 1 saat stabil kalacak sekilde bekletilir. Sonrasinda 30 dakika, 25 uL/dak
akis hizinda distile-deiyonize su ile kolon yikanir. Bu islemden sonra kapiler kolon
icerisinden 30 dakika azot gazi gecirilerek kolon igerisinin kurumasi saglanir. Bu
asamaya kadar yapilan iglemlerin tumu bir kez daha tekrarlanir. Devaminda 25
pL/dak akis hizinda, 30 dakika 0,1 M HCI ¢dzeltisi gegirilir, sonra yine igerisiden 20
dakika azot gazi gegirilerek kolon kurutulur. Bu agsamaya kadar yapilan iglemlerin
hepsinde amag kolon i¢ duvarina -OH gruplarinin olusturulmasini saglamaktir.
Sonraki asamada kolondan 10 dakika, 25 pL/dak akis hizinda toluen gegirilir,
devaminda 25 pL/dak akis hizinda, 10 dk %40 TMSPM ve %60 toluen hacimsel
orana sahip homojen bir ¢ozelti kolondan gegirilir. TMSPM’li ¢ozelti kolon iginde
kalacak sekilde kolonun uglari septum ile kapatilip, su dolu bir behere koyularak su
banyosunda 60°C sicaklikta, 20 saat slireyle TMSPM'nin 3-trimetoksisil gruplari
NaOH ile olusturulan OH gruplariyla reaksiyona girerek kolon ¢eperinde metakrilat
gruplarin olugsmasi icin bekletilir. Kapiler kolonun c¢eperlerine kovalent bagli
metakrilat gruplarinin yerlestirimesiyle monolit polimerizasyonu sirasinda bu
gruplarin da polimerizasyona katilarak, monolitin kovalent yolla kapiler kolon
duvarina baglanmasi saglanacaktir. 20 saat sonunda kolon icindeki Kirlilikleri ve
polimerlesmeyen yapilari uzaklastirmak amaciyla, kolon énce 25 ulL/dakika akis
hizinda 10 dakika toluen ile yikanir ve sonrasinda 5 dakika azot gazi gecirerek kolon

kurutulur. Bu asamadan sonra kapiler kolon monolit sentezi igin hazir duruma gelmis

olur.
L OH CHs ° (I:H3 L o .
! . C i 1|
SiO2|—0H = CHs Si-CH2-(CH2)2-O-C=CH: Siol—0 . Al
60°C,20h Si-CHz-(CH2)2-0 &-Che
—OH CHs .
TMSPM

Sekil 3.4. Kapiler kolonun i¢ ¢eperindeki hidroksil gruplari ve TMSPM’nin metil

gruplari arasindaki baglanma.
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3.5. MPBA baglh-poli(POSS-MA) Monolitik Hibrid Kolonun Hidrofobik ve iyon
Degisimi Modlarinda Nano-Sivi Kromatografisinde Performans

Degerlendirilmesi

Tiyol-en kimyasiyla sentezlenen MPBA bagli-poli(POSS-MA) ¢cok modlu 6zellikteki
organosilikon monolitik kolonun ters faz kromatografisi modunda ve
hidrofobik/katyon degisim kromatografik modlarinda performans degerlendiriimesi
Ultimate 3000 Nano-LC kromatografi sistemiyle (Dionex Technologies, Munih,
Almanya) gerceklegtirilmistir.

3.5.1.MPBA bagl-poli(POSS-MA) Monolitik Hibrid Kapiler Kolonun Hidrofobik
Etkilesim Kromatografisi

MPBA hidrofilik bir yapi olmasina ragmen tez ¢alismasinda sentezlenen monolitik
yapidaki MPBA bagli-poli(POSS-MA) kapiler kolonun nano-sivi kromatografisi
sisteminde ters faz kromatografisinde kullanimiyla apolar bilegiklerinin ayirimi
yapimigtir. MPBA baglh-poli(POSS-MA) monolitik hibrid kapiler kolon alkilbenzen

ve ¢ok halkali aromatik hidrokarbonlarin ayiriminda kullaniimistir.

3.5.1.1. MPBA bagh-poli(POSS-MA) Monolitik Yapi ile Alkilbenzenlerin
Hidrofobik Etkilesimi

Hidrofobik etkilesim ile alkilbenzenlerin MPBA bagh-poli(POSS-MA) hibrid kapiler
kolon ile ayirrminda hareketli faz olarak ACN/%0.1 formik asit, analit olarak ise
benzen, toluen, etilbenzen, propilbenzen ve butilbenzen’den olusan besli karisim
kullanilmigtir. Analizler izokratik ve gradient olarak iki farkli hareketli faz kullanimi
modunda yapilmistir. izokratik analizde hidrofobik etkilesim igin uygun bulunan
dalga boyundaki kromatogram dikkate alinarak kolona verilen akis hizinin sabit
tutulmasiyla, ACN/%0.1 formik asit ¢ozeltisi hacim orani degisiminin kromatografik
performansa olan etkisi incelenmigtir. Sonrasinda en iyi ayirmanin gerceklestigi
hareketli faz ACN/%0.1 formik asit gozeltisi orani sabit tutularak farkli akis hizlarinda
analiz yapiimistir. Bdylece akis taramasi ile akis hizinin kromatografik performansa
olan etkisi incelenmistir. izokratik analizlerin asetonitril taramasi 1.0 pL/dak akis
hizinda, 50/50 (mL/mL), 45/55 (mL/mL), 40/60 (mL/mL), 35/65 (mL/mL) ACN/%0.1

formik asit ¢ozeltiis oranlari ile yapilmigtir. Akis hizi taramasi ise 40/60 (mL/mL)
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ACN/%0.1 formik asit ¢dzeltisi oranina sahip hareketli faz ile 1.25, 1.0, 0.75, 0.5,
0.25 plL/dak akis hizlarinda yapilmistir. Gradient modda calisildigi zaman ise sure
taramasi ve asetonitril oran taramasi yapilmigtir. Gradient modda hareketli faz igin
iki farkli A ve B haznesi kullaniimistir. A haznesinden asetonitril B haznesinden ise
%0.71’lik formik asit ¢ozeltisi ¢ekilerek, asetonitril orani farkli zaman diliminde
%30'dan %75’e ulasacak sekilde 20, 30, 35, 40, 45 dakika degerlerinde zaman
taramasi yapilmigtir. Sonrasinda ise zaman sabit tutularak, 30 dakikada %30
ACN’den % 75 ACN’e, %30’dan %65’e, %30’dan %60 a varan asetonitril oranlarinin

denenmistir.

3.5.1.2. MPBA bagh-poli(POSS-MA) Monolitik Yapi Kullanimiyla Gok Halkal

Aromatik Hidrokarbon Bilesiklerin Analizi

MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik hibrid kapiler kolon kullanimi ile toluen,
naftalin, fluoren, fenantren ve fluoranten olmak Uzere ¢ok halkali aromatik
hidrokarbon (PAH) bilesiklerinin ayirimi hidrofobik etkilesim kromatografisi ile
gerceklestiriimistir. Hareketli faz olarak ACN/%0.1 formik asit ¢ozeltisi kullaniimistir.
izokratik ve gradient olmak Uzere ayirim iki farkli hareketli faz kullanimi modunda
yapiimigtir. Alkilbenzenlerde oldugu gibi, burada da izokratik analizde ayirim igin
uygun dalga boyu secilerek, ayni akis hizinda, ACN/%0.1 formik asit ¢ozeltisi
hacimsel oran degisiminin kromatografik performansa etkisi incelenmistir. En iyi
ayirimin gergeklestigi hareketli faz ele alinarak ACN/%0.1 formik asit ¢gdzeltisi hacim
orani sabit tutulmus, akis hizini degistirerek analiz yapilmistir. Boylece akig hizinin
kromatografik performansa olan etkisi incelenmistir. izokratik analizde asetonitril
taramasi 1.0 yL/dak akis hizinda, 50/50 (mL/mL), 45/55 (mL/mL), 40/60 (mL/mL),
35/65 (mL/mL), ACN/su + 50 uL formik asit ile gergeklestirilmistir. Akis hizi taramasi
analizleri ise 45/55 ACN/%0.1 formik asit ¢dzeltisi oranina sahip hareketli faz ile
1.25,1.0,0.75, 0.5, 0.25 pyL/dak akis hizlarinda gerceklestiriimistir. Gradient modda
ise sure taramasi ve asetonitril degisim taramasi yapilmistir. Alkilbenzenlerde
oldugu gibi burada gradient modda c¢alistigimiz zaman A ve B olmak Uzere iki
hareketli faz haznesi kullaniimistir. A haznesinden saf asetonitril, B haznesinden ise
%0.71’lik formik asit/su ¢oOzeltisi ¢ekilerek, farkli zamanlarda asetonitril oraninin
degisimi %45ten %60’a gelecek sekilde 20, 30, 40, dakika zaman taramasi

yapilmistir. Asetonitril oran taramasi ise zaman sabit tutarak, 30 dakikada %45
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ACN'den % 60 ACNe, %40'dan %60’e, %30'dan %55e ulasacak sekilde
yapiimigtir.

3.5.2. MPBA bagh-poli(POSS-MA) Monolitik Hibrid Kapiler Kolonun
Hidrofobik/Katyon Degisim Etkilesim Kromatografisi

MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik kapiler kolonu, MPBA’nin borik asit grubuna
bagll olarak ve dusik ACN oraninda hareketli faz kullanimi ile nano-sivi
kromatografisi sisteminde hidrofobik etkilesim/katyon etkilesim modunda anilinlerin
ayinminda kullaniimigtir. Tez galismasi kapsaminda sentezlenen MPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik hibrid kapiler kolonu o-fenilendiamin, n-metilanilin, 1-
naftilamin ve n-etilanilin’ den olugan dortli karisimin ayiriminda kullaniimistir. Analiz
izokratik kosullarda gergeklestirilerek asetonitril taramasi, akis taramasi ve pH
taramasi yapilmistir. Kromatografik analizlerde hareketli faz olarak ACN/10 mM
PBS c¢ozeltisi kullaniimigtir.  Asetonitril  derisim  degdisiminin  kromatografik
performansa olan etkisinin incelenmesi igin akis hizi 1.0 yL/dak’da sabit tutularak
35/65 (mL/mL), 30/70 (mL/mL), 27.5/72.5 (mL/mL), 25/75 (mL/mL) ACN/10 mM
PBS taramasi yapilmistir.  En iyi kromatografik ayirim veren hareketli faz
belirlenerek bu defa akis taramasi yapiimigtir. 30/70 (mL/mL) ACN/10 mM PBS
hareketli faz kullanimi ile 1.0, 0.75, 0.5, 0.25 pL/dak akisg hizlarinda anilin
karigsiminin analizi yapiimistir. Son olarak pH'in kromatografik ayrima olan etkisinin
incelenmesi i¢in 1.0 pL/dak akis hizi sabit tutularak, 30/70 (mL/mL) ACN/10 mM
PBS hareketli fazin pH degeri 4, 6, 7 ve 8e sodyum hidroksit (NaOH) veya

hidroklorik asit (HCI) ile ayarlanarak kromatografik analiz yapilmistir.

3.6. VPBA bagl-poli(POSS-MA) Monolitik Hibrid Kolonlarin Borat Affinite

Kromatografisinde Performansinin Degerlendirilmesi

VPBA bagh-poli(POSS-MA) monolitik kolonlarin affinite kromatografi performans
degerlendiriimesi, secilen bilesiklerin adsorpsiyonu/desorpsiyonu ile yapilmistir.
VPBA bagli-poli(POSS-MA)  monolitin affinite kromatografisinde performans
degerlendiriimesi icin alti farkl monolitik kolon sentezlenmistir. Cizelge 3.1.de

gosterildigi gibi besi farklhh VPBA miktari igerirken bir tanesi VPBA katilmadan
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sentezlenmistir. VPBA 80 kodlu monolitik kolonun ylksek geri basing vermesi

nedeniyle bu kolon hari¢ diger kolonlarin hepsiyle kromatografik analiz yapiimistir.

3.6.1. B-NAD ve Ovalbumin Bilegiklerinin Borat Affinite Kromatografisi Teknigi

ile izolasyon islemi

Analiz islemine gegmeden once kolonlar siringa pompasi yardimiyla adsorpsiyon
ve desorpsiyon tampon ¢ozelti ile yikanir. Bu islem adsorpsiyon ve desorpsiyon
tampon ¢odzeltisi varliginda kolonun verebilecedi kirliliklerden kolonu arindirmaya
yonelik yapilir. Yikama u¢ asamada gergeklesmektedir. Analizi yapilacak kolon
oncelikle adsorpsiyon tampon ¢ozelti ile 4 saat yikanarak, BioDrop’ta kolonun kirlilik
verip vermedigine bakilir. Kirlilik vermesi durumunda kolon igerisinden adsorpsiyon
tampon ¢ozelti (50 mM HEPES pH=8.5) geciriimeye devam edilir. Yikama islemi
BioDrop’ta kirlilik sifir okununcaya kadar yapilir. Kolonun Kirlilik vermemesi
durumunda desorpsiyon tampon ¢ozelti ile yilkamaya gecilir. 3-NAD izolasyon
analizlerinde desorpsiyon ¢ozeltisi olarak 50 mM, pH=10.2 di-sodyum tetraborat
kullaniimistir.  Ovalbuminin analizinde kullanilan kolonlarin  yikanmasi ise
desorpsiyon ortami olan %3’luk formik asit ¢ozeltisi ile yapilmistir. Bu asama en az
4 saat sUrup, dérdincl saatin sonunda BioDrop’ta kirlilik okumasi yapilir. Kolondan
kirlilik gelmemesi durumunda tekrar 4 saat adsorpsiyon tampon ¢ozelti gegirilir.
Yapilan son yikamanin sebebi 3-NAD ve ovalbuminin, adsorpsiyon tampon ¢ozelti
icinde hazirlanmis olmasidir. Son olarak monolitik kolondan 10 dakika azot gazi
gegcirilerek kolonun kurumasi saglanir, boylece kolon analize hazir duruma gelmis
olur. B-NAD okumalari 260 nm dalga boyunda gergeklestirilirken ovalblimin

okumalari BioDrop’un kendi kayitli protein okuma programi ile gergeklestiriimistir.

Sekil 3.5.’te VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik ¢ozeltinin polimerlesmeden
onceki ve sonraki gorinimu, kolona doldurulma goéruntisi ve [-NAD ve

Ovalbuminin izolasyon analizinde kurulan mekanizmanin goruntuleri verilmigtir.
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Sekil 3.5. VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitlerin hazirlanmasi ve borat affinite
kromatografisi modunda sabit faz olarak kullanimi. (A) Monolitik ¢ozeltinin
hazirlanmasi ve cam deney tiptinde polimerlesmis hali. (B) Hazirlanan ¢dzeltinin
insulin siringasi yardimiyla kolona basiimasi. (C) B-NAD ve ovalbumin’in izolasyon

islemi.

Siringa pompasi belli bir akis hizina ayarlayarak, VPBA bagli-poli(POSS-MA)
monolitik kolondan belli bir derisimde R-NAD/50mM HEPES pH=8.5 veya
ovalbumin/50mM HEPES pH=8.5 c¢ozeltisi gecirilerek izolasyonu amaclanan
molekllin adsorpsiyonu gergeklestiriimektedir. Kolon doygunluk seviyesine
ulasana kadar kolona verilen akis hizina bagli olarak belli bir zaman diliminde
kolonun ucundan 10’ar pL analit ¢ozeltisi toplanir. Ardindan kolon igerisinde
baglanmamig formdaki analitleri uzaklastirmak igin 15 dakika kolondan adsorpsiyon
tampon c¢ozeltisi gegirilir. Sonrasinda desorpsiyon tampon ¢ozeltisi gegirilerek
adsorplanan bilesiklerin desorplanmasi saglanir. Yine 10’ar yL kolonun ucundan
desorplanan analit ¢ozeltisi toplanarak ependorflara alinir. Son olarak adsorpsiyon
ve desorpsiyon asamasinda ependorflara alinan érneklerin BioDrop’ta absorbans
okumasi yapilarak, bilesiklerin adsorplanma miktari Esitlik.3.3, yuzdelik
adsorplanma Esitlik.3.4, desorplanma miktarn Esitlik.3.6, yuzdelik desorpsiyon

Esitlik.3.7 ve izolasyon verimi Esgitlik.3.8 ile hesaplanmistir.
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Cv(mg/mL)= Ata /mz (3.1)

Cv; adsorplanmayan analitin derigimi (kolon disina verilen analit derigimi mg/mL),
Ara; Adsorplanmayan analitin absorbansi, mi; adsorpsiyon ¢ozelti icinde hazirlanan

analitin kalibrasyon egrisinin egimi,

Qv (ug) = (Cv* V)/1000 (3.2)
Qv; adsorplanmayan analit miktari (ug), V; BioDrop’ta okunan hacim (L)

Qa(pg) = Qy— Qv (3.3)
Qa; adsorplanan analit miktari (adsorpsiyon pg), Qy; kolona ytklenen analit miktari
(Mg),

%A=(Qa/Qy)*100 (3.4)
%A,; analitin ylzdelik adsorpsiyonu,

Cd(mg/mL)=Asd/m2 (3.5)

Cq; desorplanan analit derisimi (mg/mL), Arq; desorplanan analitin absorbansi, mz;

desorpsiyon ¢ozelti iginde hazirlanan analitin kalibrasyon egrisinin egimi,
Qd(ng)=(Cd*V)/1000 (3.6)

Qu; desorplanan analit miktari (desorpsiyon pg), Cq; desorplanan analit derigimi
(mg/mL), V; BIO DROP’ ta okunan hacim (uL),

%D=(Qd/Qa)*100 (3.7)

% D; analitin ylzdelik desorpsiyonu, Qg; desorplanan analit miktari (ug), Qa;

adsorplanan analit miktari (ug),
%I1=(Qa/Qy)*100 (3.8)

%I; izolasyon verimi.
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3.6.1.1. B-NAD ve Ovalbumin Bilesiklerinin izolasyonunda Uygun Desorpsiyon

Tampon Cozeltisinin Belirlenmesi

Affinite kromatografisi spesifik bir bilesigin adsorpsiyon tampon ¢ozeltisi yardimiyla
ligand tarafindan tutulmasina ve sonrasinda desorpsiyon tampon c¢ozeltisi ile
adsorplanan bilesigin desorplanmasina dayali bir kromatografik teknik tartdur. Tez
calismasinda R-NAD ve ovalbumin molekiillerinin affinite kromatografisi teknigi ile
izolasyonu incelenmigtir. VPBA 40 kodlu kolon segilerek, B-NAD elusyonu igin 50
mM, pH 10.2 di-sodyum tetraborat, ovalbumin igin ise %3’lik formik asit kullanimi
uygun bulunmustur. 50 mM pH 10.2 di-sodyum tetraborat ¢ozeltisinin
hazirlanisinda, 100 mL deiyonize-distile su igerisinde 2.012 g di-sodyum tetraborat
¢6zunur, ardindan 0.5844 g sodyum Klorur eklenerek ¢ozelti soniklenerek tuzun
¢ozinmesi saglanir. 50 mM HEPES pH 8.5 adsorpsiyon tampon c¢ozelti
hazirlanmasinda ise 100 mL deionize-distile su i¢ine 1.192 g HEPES ve ardindan
1.0166 g magnezyum klorlr ¢ézunur. Sonrasinda sodyom hidroksit ¢ozelti ile pH

8.5’ e ayarlanir.

3.6.2. Analiz Kosullarinin Degisimine Bagh Olarak VPBA baglh-poli(POSS-MA)
Monolitik Kapiler Kolonun Performans incelenmesi

Kolona verilen akigta, izolasyonu amaglanan analitlerin derigsiminde ve monolitik
kolonun VPBA miktarinda degisiklik yapilarak, VPBA bagli-poli(POSS-MA)

monolitik kapiler kolonun performans incelenmesi yapilmistir.

1. Kolona verilen akis hizi ve 3-NAD ve ovalbuminin derigimleri sabit tutularak, ayni
analiz kosullarinda farkh VPBA miktari igeren monolitik kolonlar kullaniimasiyla,
monolitik yapida VPBA miktarina bagli olarak bilesiklerin izolasyon verimi

incelenmisgtir.

2. Kolona verilen akis hizi ile monolitik hibrid kolonda VPBA miktari ve analiz
kosullari sabit tutularak, R-NAD ve ovalbuminin derisimlerinin degismesine bagli

olarak kolon verimi incelenmigtir.

3. Son olarak R-NAD ve ovalbumin derisimi sabit ve monolitik kolondaki VPBA
miktar sabit olacak sekilde, ayni analiz kosullarinda kolona verilen akis hizinin

degismesiyle kolonun izolasyon verimi incelenmigtir.
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3.7. VPBA bagh-poli(POSS-MA) ve MPBA bagh-poli(POSS-MA) Monolitik
Kapiler Kolonlarin Akis Hizina Bagh Geri-Basing Degerlendirilmesi

Tiyol-en kimyasi ile sentezlenen MPBA bagli-poli(POSS-MA) ve serbest radikal
polimerizasyonu ile sentezlenen VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik kapiler
kolonlar igin hareketli faz akis hizinin degisimine bagl olarak geri basing degisimi
incelenmistir. Daha sonra her bir monolitik kapiler kolonun Esitlik 2.5’de belirtildigi

Uzere gegirgenligi hesaplanmigtir.

3.8.MPBA bagh-poli(POSS-MA) ve VPBA bagh-poli(POSS-MA) Monolitik

Yapilarin Karakterizasyonu
3.8.1. Monolitik Kolonlarin Taramali Elektron Mikroskobu ile Karakterizasyonu

MPBA bagli-poli(POSS-MA) ve VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik kapiler
kolonlarin morfolojisi, monolitin kapiler kolon ¢eperine saglikh bir bicimde tutunup
tutunmadigi taramali elektron mikroskobu (SEM) (FEI, Quanta 200 FEG, ABD) ile
incelenmistir. Kolon uglarindan yaklasik 1 cm kesilerek, dik bir sekilde numune
diskine yerlestiriimesiyle SEM ornekleri hazirlanmigtir. Daha iyi goruntu alabilmek
icin vakumda 150 A kalinli§inda altin tabakasi ile kaplanarak SEM cihazinda 5000X,

200X, 650X ve 500X buyutme oranlarinda kolonlarin kesit goruntusu alinmigtir.

Sekil 3.6. MPBA bagl-poli(POSS-MA) ve VPBA bagh-poli(POSS-MA) monolitik
kapiler kolonlarin karakterizasyonunda kullanilan taramal elektron mikroskobu,
Quanta 200 FEG SEM cihazi [9].

36



3.8.2. Monolitik Yapilarin BET Cihazi ile Karakterizasyonu

Cam deney tlpunde hazirlanan VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapi termal
yolla polimerlesirken, MPBA bagh-poli(POSS-MA) monolitik ¢ozelti bir cam lam
Uzerine alinarak UV-igini altinda polimerlesmesi saglandiktan sonra, monolitik
yapllar toz haline getirilir. Sonrasinda saf etanol ile yikanir ve 24 saat ettivde 60°C
kurutulduktan sonra BET ¢ubuklarina alinarak BET cihazinda (Quantachrome Nova
2200, ABD) 6zgll yizey alaninin élgtimi yapilir. Olgiim igin azot adsorpsiyon

desorpsiyon yonteminden faydalaniimigtir. 80°C’de 6 saat vakum yapilmigtir.

Sekil 3.7. VPBA bagh-poli(POSS-MA) ve MPBA baglh-poli(POSS-MA) kapiler
monolitik yapilarin 6zgll ylzey alani élgimuinde kullanilan BET (Quantachrome
Nova 2200) cihazi.

3.8.3. Monolitik Yapilarin XPS (X-ray Photoelectron Spectroscopy) Cihazi ile

Karakterizasyonu

MPBA bagl-poli(POSS-MA) ve VPBA bagh-poli(POSS-MA) monolitik hibrid
yaplilarin ligand ve POSS-MA igeriklerinin belirlenmesi XPS (Thermo-Scientific, K-
Alpha-Monochromated high-performance XPS Spectrometer) cihazi kullanilarak
yapilmisgtir. MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapinin ligand ve POSS-MA
iceriginin tayini icin C, O, B, S, Si elementlerinin miktarina bakilirken, VPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik yapinin ligand ve POSS-MA iceriginin tayini icin C, O, B,
Si elementlerinin miktarina bakilmistir. XPS analizi igin toz haline getirilen

numuneler BET ¢ekiminde oldugu gibi hazirlanmigtir.
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3.8.4. Monolitik Yapilarin Civali Porozimetre Cihazi ile Karakterizasyonu

MPBA bagl-poli(POSS-MA) ve VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapilarin
gozenek boy dagilim oOlgimiU yuksek basingta “Quantachrome Corporation
Poremaster 60” civa porozimetre cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Monolitik
yapilar cam deney tupunde hazirlanarak, tup igerisinde polimerlestirildikten sonra
cam deney tupu kirilarak monolitik yapi ¢ikartilmis ve civali porozimetre cihazi igin

uygun buyuklukte kesilerek pelet haline getirilmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda farkh kullanim amaciyla, farkli kimyasal yapiya sahip degisik
polimerizasyon mekanizmalari ile iki farkli monolitik hibrid kapiler kolon
sentezlenmistir. Ana monomer ve gapraz baglayici olarak 10 metakrilat grubu iceren
POSS-MA’ nin kullanimi ile monolitik yapinin gapraz bag yogunlugunun artiriimasi
ve farkl ligand tirleri kullanimi ile polimerizasyon isleminin tek basamakta
gerceklestirilip monolitik yapinin kolayca turevlendiriimesi ¢alismanin en 6nemli
kismidir. Tiyol-en kimyasindan faydalanarak MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik
kolon ve serbest radikal polimerizasyonu ile VPBA bagh-poli(POSS-MA) monolitik
kolon sentezlenmistir. MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapinin hidrofobik ve
hidrofobik etkilegsim/katyon degisimi kromatografik modlarinda ayirim igin
kullanilabilecedi gosterilmistir. Boylelikle tek sabit faz kullanimi ile ¢ok modlu
kromatografi sisteminde ¢aligilmasi mimkin olmustur. VPBA bagli-poli(POSS-MA)
monolitik kapiler hibrid kolon ise borat affinite kromatografisi sisteminde biyolojik
molekullerin izolasyonunda kullaniimigtir. Sentezlenen kolonlarin kromatografik

performanslari incelenmis ve sonrasinda karakterizasyonu yapilmistir.

4.1. Nano-Sivi Kromatografi Sistemi igin Cok Modlu Monolitik Hibrid, Kapiler

Kolon Gelistirilmesi

4.1.1. MPBA bagh-poli(POSS-MA) Monolitik Yapinin Tiyol-en Kimyasi ile

Sentezi

Ana monomer ve ¢apraz baglayici gorevini tstlenen POSS-MA ve tek tiyol grubu
iceren MPBA ligandi varliginda fotopolimerizasyon ve tiyol-en kimyasi ile ¢gapi 100
Mm olan MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik kolon sentezlenmigstir. Gézenek
yapicl sistem olarak n-butanol (mikrogézenek yapici) ve etilen glikol
(makrogbzenek yapici) kullaniimistir. UV baslatici olarak ise DMPA kullaniimigtir.
UV 1sini kullanilarak farkli strelerde monolitik yapinin polimerizasyonu yapilmistir.
Polimerizasyon sonrasi olugsan polimerik yapilar 1s1k mikroskobu altinda incelenmis
ve 30 dakikalik strede polimerlesme ile istenen 6zelliklere en uygun yapinin elde
edildigi goérulmustir. Monolitik ¢oézeltinin hazirlanma islemi sadece birkag dakika

almasi, polimerizasyon isleminin tek basamakli kolon igeresinde yarim saatte
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gercgeklegtiriimesi, yapinin monolitik, hibrid ve ayni zamanda ¢ok modlu
kromatografik sistemde kullanilabilir olmasi, MPBA bagli-poli(POSS-MA) kapiler
kolon galigsmasini ayricalikl kilmaktadir.

4.1.2. MPBA bagli-poli(POSS-MA) Monolitik Kapiler Kolonun
Karakterizasyonu

Monolitik yapili MPBA bagli-poli(POSS-MA) kapiler hibrid kolonun SEM goruntuleri,
Civa Porozimetresi (CPM) ile gdzenek boy dagilimi, XPS ile monomer ve ligand
icerigi tayini yapilmistir. Ayrica BET cihazinda yapilan analiz ile monolitik yapinin
0zgul ylzey alani tayin edilmis, hareketli faz varliginda akis hizi degisimine bagl
geri basing degisimi ve gegirgenlik hesabiyla monolitik k kolonun karakterizasyonu

yapilmistir.

Sekil 4.1’ de verilmis olan SEM goruntulerinde, i¢ ¢apt 100 um olan UV gecirgen
kapiler kolon iginde tiyol-en kimyasiyla sentezlenen MPBA bagli-poli(POSS-MA)
monolitik yapinin dizgin ve homojen oldugu, ayrica kolon ¢eperine yapismis
oldugu gozlenmektedir. Bu sonug kapiler kolonlara monolitik ¢ézeltiyi basmadan

once uygulanan silanlama isleminin basarili sonug verdigini gdstermektedir.

Sekil 4.1. UV-baglatici varliginda tiyol-en polimerizasyonu ile sentezlenen MPBA
bagli-poli(POSS-MA) monoliti icin SEM fotograflari.

Sekil 4.2.’de MPBA bagh-poli(POSS-MA) monolitik kolonun akis hizina karsi geri
basing grafigi ve gdézenek boy dagilim grafigi verilmistir. Akis hizinin artmasina bagl

olarak geri basin¢ degerlerinde yukselme gozlenmektedir. BET analizi sonucunda,
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MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapinin ylzey alani 4.2 m?/g olarak
bulunmustur. Geri basing degerleri kullaniimasiyla Esitlik 2.5.'ten yararlanarak

monolitik yapinin gegirgenligi hesaplanmig ve 3.3 x10-* m? olarak bulunmustur.
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Sekil 4.2. MPBA bagli-poli(POSS-MA) monoliti i¢in (A) geri basing degerinin akis
hiziyla degisimi. Mobil faz: 40/60 mL/mL ACN/ %0.1 formik asit tamponu, kolon: 100

pm ic cap x 300 mm uzunluk, (B) gdzenek boy dagilim egrisi.

XPS analiz sonuglarina goére monolitik yapinin yizde atom igerigi belirlenmigtir.
Monolitik yapi iginde karbon (C) ve oksijen (O) igerigine bakilmistir. POSS-MA
icerigi icin silisyum (Si) tayini, MPBA icerigi icin ise kukurt (S) ve bor (B) tayini
yapilmistir. Cizelge 4.1.’de goéruldugu tzere monolitik yapida C (1s) > O (1s) > Si
(2p) > B (1s) >S (2p) sirasina tabi olacak sekilde element igerigi bulunmaktadir.
Monolitik yapida kullanilan POSS-MA ve MPBA’nin  molekiler yapilari
incelendiginde XPS sonuglarinin monolitik yapi bilesenleriyle uyum icinde oldugu
sOylenebilir.

41



Cizelge 4.1. XPS analiz sonuglarina gére MPBA bagh-poli(POSS-MA) monolitik

yapinin yuzde atom igerigi.

Si (2p) S (2p) B (1s) C(1s) O (1s)
% Atom igerigi 5.74 1.65 3.25 62.29 27.07

4.1.3. Monolitik Yapih MPBA bagh-poli(POSS-MA) Hibrid Kapiler Kolonun Gok

Modlu Sistemde Uygulanmasi

MPBA ligandi benzen halkasi, borik asit grubu ve borik asit Uzerindeki hidroksil
gruplar sayesinde hidrofobik ligand, iyon-degisim sitesi ve hidrofilik ligand olarak
kromatografik analizlerde gorev alabilir. MPBA'nin bu 6zelliginden faydalanarak ilk
kez bu tez kapsaminda sentezlenen MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik hibrid
yapl, alkilbenzenlerin, c¢ok halkali aromatik hidrokarbonlarin ve aminlerin

kromatografik ayiriminda sabit faz olarak kullaniimigtir.

4.1.3.1. Monolitik Yapih MPBA bagh-poli(POSS-MA) Hibrid Kapiler Kolonun
Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

Yukarida belirtildigi Uzere, MPBA bagh-poli(POSS-MA) hibrid kapiler kolonu ile
MPBA’ daki benzen halkasi sayesinde ve dusuk ACN icerikli hareketli faz kullanimi

ile kromatografik analizde hidrofobik etkilesim saglanabilir.

4.1.3.2. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Alkilbenzen Ayirimi

MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik hibrid kolon izokratik ve gradient ters faz
kromatografisi modunda alkilbenzen homologlarinin ayiriminda kullaniimis ve

kromatografik performansi incelenmistir.

4.1.3.2.1.izokratik Modda Alkilbenzenlerin Kromatografik Analizi

Sekil 4.3.te 1.0 pL/dak akis hizinda, hareketli fazin ACN derisiminin degisimi ile
alkilbenzenlerin kromatografik ayirimi verilmigtir. Analitlerin elisyon sirasi: 1.
benzen, 2. toluen, 3. etilbenzen, 4. propilbenzen ve 5. butilbenzen olmak Uzere

hidrofobisite ile uyum igerisinde ters faz mekanizmasi ile gergeklesmistir.
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Hareketli fazda asetonitrii oraninin  kromatografik performansa etkisini
inceledigimizde Sekil 4.4.'te gosterildigi Uzere, ters faz kromatografisi ile uyum
icinde oldugu, hareketli fazda asetonitrii oraninin artmasiyla alkilbenzenlerin
alikonma faktorl (k)’'nde dusus olustugu goézlenmistir. Ayrica yine Sekil 4.4.’te
gosterildigi Uzere sabit bir asetonitril/su oranini ele aldigimizda alikonma
faktorinan, hidrofilisitesi en ylksek olan analitten en hidrofobik analite dogru

artmakta oldugu goriimektedir.
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Sekil 4.3. Alkilbenzenlerin hidrofobik kromatografik analizinde MPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile ACN derigiminin degisimine bagh
olarak elde edilen kromatogramlar. Analitlerin kolondan elusyon sirasi: 1. benzen,
2. toluen, 3. etilbenzen, 4. propilbenzen, 5. butilbenzen. UV detektdor 214 nm,
hareketli faz: ACN/Su (mL/mL) + % 0.1 FA (ACN/su oranlari kromatogramlar
Uzerinde belirtilmigtir), akis hizi (uL/dk): 1.0, kolon: 300 mm x 100 um i¢ cap.
Monomer/gdzenek yapici sistem orani derisimi: 0.35 mg/mg, MPBA derisimi: 406.5
mg MPBA/mL monomer.
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Sekil 4.4. Alkilbenzenlerin hidrofobik kromatografik analizinde MPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile ACN derisiminin degisimine bagh
olarak allkonma faktorinun degisimi. Monomer/gozenek yapici sistem orani
derisimi: 0.35 mg/mg, MPBA derisimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer. Kromatografik
kosullar Sekil 4.3.’te verilmektedir.

Sabit fazin kromatografik performansini ortaya koyan teorik kademe sayisi ve teorik
kademe yuUksekliginin degerlendiriimesi amaciyla, Sekil 4.5.te asetonitril/su
oraninin degisimine bagl olarak teorik kademe yuksekligi degerleri grafige
gecirilmistir. Teorik kademe sayisi, kolonun ayirma verimiyle ve kolon uzunlugu ile
dogru orantili, teorik kademe yuksekligi ile ise ters orantilidir. Sekilde asetonitril
oraninin artmasiyla teorik kademe yuksekliginin artigi gdzlenmektedir. Bu da,
asetonitril oraninin artmasina baglh olarak kolon performansinin dustigunu

gOstermektedir.
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Sekil 4.5. Alkilbenzenlerin hidrofobik kromatografik analizinde MPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile ACN derigiminin degisimine bagh
olarak kolon kademe yuksekliginin degisimi. Monomer/gdzenek yapici sistem orani
derisimi: 0.35 mg/mg, MPBA derigimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer. Kromatografik
kosullar Sekil 4.3.’te verilmektedir.

Asetonitril/su oranina bagli olarak, ardigik iki pikin birbirinden ne kadar iyi ayrildigina
dair bilgi veren pik ¢ozunurlukleri Cizelge 4.2.’de verilmigtir. Uygun asetonitril/su
orani kullanimi ile yuksek pik ¢dzinurligune ulasmak mumkindir. Ancak, bunun
sonucunda toplam analiz suresi de uzatilmis olur. Asil hedef kisa analiz suresinde
etkili ayirim elde etmektir. Cizelge 4.2.'ye bakildiginda alkil benzenlerin
kromatografik ayiriminda izokratik modda gergeklesen analizde en iyi pik
¢ozunurlugu 35/65 (mL/mL) ACN/%0.1 formik asit orani igin elde edildigi
gOrulmustldr. Ancak, burada analiz suresinin ¢ok uzun olmasi nedeniyle akis hizi
taramasinda 40/60 (mL/mL) ACN/%0.1 formik asit orani segilerek analizler

yapilmistir.
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Cizelge 4.2. Alkilbenzenlerin hidrofobik kromatografik analizinde MPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile hareketli fazda ACN derisiminin

degisimine bagl olarak pik ¢ozunurlGgunun degisimi.

A((S/i I\\/I;:)u R21 Ra2 Ras Rs4
35/65 1.83 2.61 2.85 3.85
40/60 1.15 1.45 1.85 2.19
45/55 0.84 1.02 1.22 1.46
50/50 1.32 0.64 0.76 0.94

Kromatografik kosullar Sekil 4.3.’te verilmektedir.

40/60 (mL/mL) ACN/%0.1 formik asit ¢ozeltisi oraninin alkilbenzenlerin ayriminda
optimum olarak belilenmesinden sonra Sekil.4.6."da goruldugu Uzere kolonda akig
hizi taramasi yapilmistir. Farkl akis hizlarinda yapilan kromatografik analiz
sonucunda pik ¢ézunarlik degerleri hesaplanmig ve Cizelge 4.3.’te verilmistir. Akis
hizinin artmasiyla analitlerin kolondan elisyonu daha hizli gergeklesecegdinden
pikler birbirine daha yakin hatta i¢ ice gelecektir. Akis hizinin dusmesiyle pik
¢6zUnUrligunde iyilesme goézlenmistir. Ancak burada yine uzun analiz suresi
g6zlenmektedir. 0.25 pL/dak akis hizinda en iyi pik ¢dzinarliga elde edilirken,
analiz suresi de goz 6nunde bulundurularak, en iyi kromatografik analizin 1.0 yL/dak
akis hizinda gergeklestigi sdylenebilir. Ayrica dogrusal akis hizinin (mm/s)
artmasiyla teorik kademe yuksekliginde hafif bir artis gdzlenmektedir. Bunun
sonucunda teorik kademe sayisi dugmekte bu da akig hizinin artmasiyla kolonun

kromatografik performansinin azaldigini géstermektedir.
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Sekil 4.6. Alkilbenzenlerin hidrofobik kromatografik analizinde MPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile hareketli faz akis hizinin degisimine
bagli olarak elde edilen kromatogramlar. Analitlerin kolondan elusyon sirasi: 1.
benzen, 2. toluen, 3. etilbenzen, 4. propilbenzen, 5. butilbenzen. UV detektor 214
nm, hareketli faz: 40/60 ACN/Su (mL/mL) + % 0.1 FA, akis hizlar (uL/dk)
kromatogramlar Uzerinde belirtiimigtir, kolon: 300 mm x 100 um i¢ c¢ap.
Monomer/gdzenek yapici sistem orani derisimi: 0.35 mg/mg, MPBA derisimi: 406.5

mg MPBA/mL monomer.
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Sekil 4.7. Alkilbenzenlerin hidrofobik kromatografik analizinde MPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile dogrusal akis hizinin degisimine bagh
olarak kademe yuksekliginin degisimi. Monomer/gézenek yapici sistem orani
derisimi: 0.35 mg/mg, MPBA derisimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer. Kromatografik
kosullar Sekil 4.6.’da verilmektedir.
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Cizelge 4.3. Alkilbenzenlerin hidrofobik kromatografik analizinde MPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile akis hizinin degisimine bagli olarak

pik ¢ozunarligunun degisimi.

AEtB dhlgl R21 Rs2 Ra3 Rs4
0.25 1.94 2.38 2.82 3.16
0.50 1.20 2.34 2.36 2.76
0.75 1.18 1.82 2.25 2.35
1.00 1.15 1.45 1.85 2.19
1.25 1.10 1.55 1.70 2.13

Kromatografik kosullar Sekil 4.6.’da verilmektedir.

Sekil 4.8.de Alkilbenzenlerin hidrofobik kromatografik analizinde MPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile alikonma faktérinin kademe
yuksekligi ile degisimi verilmistir. Ahlkonma faktérinin artmasiyla kademe
yuksekliginde kayda deger bir degisiklik gozlenmemesi kolonun alikonma
suresinden bagimsiz kolon verimi davranisi sergiledigini gosterir. Bu durum
monolitik yapinin sentezinde kullanilan 10 metakrilat grup igerikli POSS-MA
molekulinin monomer ve ayni zamanda ¢apraz baglayici olarak gorev almasiyla

¢apraz bag yogunlugunu arttirilmasina dayandiriimaktadir.

48



700 -
‘E 600 - .
3 - _ |
% 500 - S --m----E---mT T
R N o
¢ 400 - R S— @ -—----=—="" e VvV (mm/s)
=5 ¢ o pmmmmmmmmmmn X ©2,6
> 300 - pmkomm oo 521
E ’
2 200 - 1‘15
i ®
! H
100 - *¥0,5
0 L} L} 1
0 5 10 15
Alikkonma faktora, k

Sekil 4.8. Alkilbenzenlerin hidrofobik kromatografik analizinde MPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile ahkonma faktorunun kademe
yuksekligi ile degisimi. Monomer/gdzenek yapici sistem orani derisimi: 0.35 mg/mg,
MPBA derisimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer. Kromatografik kosullar Sekil 4.6.’da

verilmektedir.

Alkilbenzenlerin gun icerisinde ve gunden gune kromatografik analizi yapilmistir ve
analitlerin bagil standart sapma (BSS) tekrarlanabilirlik degerleri hesaplanarak
Cizelge 4.4.’te verilmistir. BSS degerinin %4’ten disuk olmasi analizlerde gugli
tekrarlanabilirlik elde edildigini gostermektedir [9]. GUnden glne yapilan analizlerde
en iyi tekrarlanabilirlik degeri % 6.13 ile benzen igin elde edilirken en iyi analizden

analize tekrarlanabilirlik degeri ise % 0.70 ile etilbenzen igin elde edilmigtir.
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Cizelge 4.4. Alkilbenzenlerin hidrofobik kromatografik analizinde MPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile “Analizden analize” ve “Gunden

gune” tekrarlanabilirlik degerleri.

Analizden analize Ginden giine

Analit tekrarlanabilirlik tekrarlanabilirlik BSS
BSS (%) (%)
Benzen 1.30 6.13
Toluen 2.27 8.26
Etilbenzen 0.70 9.21
Propilbenzen 1.12 9.32
Butilbenzen 2.18 9.77

Analitlerin kolondan elusyon sirasi: 1. benzen, 2. toluen, 3. etilbenzen, 4.
propilbenzen, 5. butilbenzen. UV detektor 214 nm, hareketli faz: 40/60 ACN/Su
(mL/mL) + % 0.1 FA, akis hizlar (pL/dk): 1.0, kolon: 300 mm x 100 um i¢ ¢ap.
Monomer/gdzenek yapici sistem orani derigimi: 0.35 mg/mg, MPBA derigimi: 406.5
mg MPBA/mL monomer.

4.1.3.2.2.Gradient Modda Alkilbenzenlerin Kromatografik Analizi

Kromatografik analizde daha etkili ayirim ve daha kisa analiz suresine ulagsmak igin
MPBA bagh-poli(POSS-MA) monolitik sabit faz ile alkilbenzen bilegiklerinin gradient
modda analizi yapiimistir. Alkilbenzenlerin gradient modda asetonitril oraninin farkh
zaman dilimi icinde 30’dan 75’e cikariimasiyla elde edilen kromatogramlar Sekil
4.9.’da verilmigtir. Sekilde goruldugu Uzere 20 dakika icerisinde hareketli fazin
%30’dan %75 asetonitril oranina ulagsmasiyla toplam analiz suresinin 35 dakika
oldugu ve bes alkilbenzen bilesiginin ayirminin 15 dakikalik bir zaman diliminde
gerceklestigi  gorulmektedir. Cizelge 4.5.’te ise Sekil 4.9.’da verilen
kromatogramlarin pik ¢dézunurltkleri verilmistir. Hareketli fazin asetonitril bileseninin
%30°’dan %75’e gikarilmasindaki surenin artmasiyla pik ¢cozunurliklerinde hafif bir
artis gozlenmektedir. Ayni sekilde toplam analiz siresinde de kayda deger bir
degisiklik olmamasiyla kolon performansinin gradient modda alikonma suresinden

bagimsiz davranis sergiledigi sOylenebilmektedir.
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Sekil 4.9. Alkilbenzenlerin hidrofobik kromatografik analizinde MPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile gradient modda elde edilen
kromatogramlar. Analitlerin kolondan ellsyon sirasi: 1. benzen, 2. toluen, 3.
etilbenzen, 4. propilbenzen, 5. butilbenzen. UV detektor 214 nm, hareketli faz:
ACN/Su (mL/mL) + % 0.1 FA (gradient mod degerleri kromatogramlar Uzerinde
belirtiimistir), akis hizi (uL/dk): 1.0, kolon: 300 mm x 100 um i¢ cap.
Monomer/gdzenek yapici sistem orani derigimi: 0.35 mg/mg, MPBA derigimi: 406.5
mg MPBA/mL monomer.

Cizelge 4.5. Alkilbenzenlerin hidrofobik kromatografik analizinde MPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile gradient mod degisimine bagl olarak

pik ¢ozUnurlGgunun degigimi.

Gradient modu

(%ACN, R21 Ra2 Ras Rs4
zaman(dak))

30-75, 20 1.65 1.91 1.67 1.63

30-75, 30 1.60 1.78 1.82 1.68

30-75, 40 1.94 2.23 2.30 2.22

30-75, 45 1.98 2.07 2.12 2.14

Kromatografik kosullar Sekil 4.9.’da verilmektedir.

51



Gradient modda zaman taramasinda elde edilen kromatogramlar Gzerinde yapilan
teorik kademe yuksekligi hesaplamalarindan, zaman degdisimine bagl olarak teorik
kademe yuksekliginde belirgin bir degisiklik gdozlenmemektedir. Bu durum yukarda
belirttigimiz alikonma suresinden bagimsiz kolon performansi olayini teyit
etmektedir. Cizelge 4.6."da zaman degisimine bagli alkilbenzen bilesiklerinin teorik
kademe vyukseklikleri verilmigtir. Bilesiklerin teorik kademe yuksekligi sirasiyla
batilbenzen<propilbenzen<etilbenzen<toluen<benzen olarak gosterilebilir. Bu
durum MPBA bagh-poli(POSS-MA) monolitik sabit faz ile daha yuksek hidrofobik

ozellige sahip analitlerinin ayiriminin daha iyi gergeklestigini gostermektedir.

Cizelge 4.6 Alkilbenzenlerin hidrofobik kromatografik analizinde MPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile gradient mod degisimine bagli olarak

kademe yuksekliginin (um) degisimi.

Gradient
modu benzen Tollien etilbenzen ropilbenzen biitilbenzen
(%ACN, prop
zaman(dak))

30-75, 20 481.39 104.98 45.64 28.83 13.90
30-75, 30 491.17 188.96 84.30 37.14 25.60
30-75, 40 496.41 195.96 86.10 39.25 26.87
30-75, 45 501.73 197.98 88.20 40.06 30.70

Kromatografik kosullar Sekil 4.9.’da verilmektedir.

Pik ¢ozunurltkleri ve toplam analiz suresi géz onunde bulundurularak gradient
modda yapilmis olan zaman taramasinda en iyi kromatogram 30 dakika igerisinde
hareketli fazin asetonitril oraninin %30°’dan %75’e ulasmasiyla elde edilmistir.
Optimum sure 30 dakika secilerek, surenin sabit tutulmasiyla asetonitril
taramasinda elde edilen kromatogramlar Sekil 4.10’da verilmistir. Cizelge 4.7.'de
ise sabit surede, asetonitril degisimine bagl pik ¢éztnurltkleri verilmigstir. Sekil 4.10
ve Cizelge 4.7.den gorildiugu Uzere sabit strede asetonitril oraninin diismesiyle
toplam analiz slUresinde ve analitlerin pik ¢ozunurliklerinde kayda deger

go6rulmeyen dusuk bir artig vardir.
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Sekil 4.10. Alkilbenzenlerin hidrofobik kromatografik analizinde MPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile gradient modda elde edilen
kromatogramlar. Analitlerin kolondan elusyon sirasi: 1. benzen, 2. toluen, 3.
etilbenzen, 4. propilbenzen, 5. bultilbenzen. UV detektor 214 nm, hareketli faz:
ACN/Su (mL/mL) + % 0.1 FA (gradient mod degerleri kromatogramlar Uzerinde
belirtilmistir), akis hizi (uL/dk): 1.0, kolon: 300 mm x 100 um i¢ cap.
Monomer/gdzenek yapici sistem orani derisimi: 0.35 mg/mg, MPBA derisimi: 406.5
mg MPBA/mL monomer.

Cizelge 4.7. Alkilbenzenlerin hidrofobik kromatografik analizinde MPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile gradient mod degisimine bagl olarak

pik ¢ozunurlugunin degisimi.

Gradient modu

(%ACN, R21 R32 Ras Rsa
zaman(dak))

30-75, 30 1.60 1.78 1.82 1.68

30-65, 30 1.94 2.08 2.30 2.11

30-60, 30 2.00 2.20 2.25 2.03

Kromatografik kosullar Sekil 4.10.’da verilmektedir.

Cizelge 4.8.'de gradient modda alkilbenzen bilesiklerinin kromatografik ayiriminda
MPBA bagh-poli(POSS-MA) monolitik kolonun kademe yukseklik degerleri
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verilmigtir. Zaman taramasinda oldugu gibi, asetonitril oran taramasinda teorik

kademe yuksekligi asetonitril oran degigimi ile buyuk bir degisim sergilememektedir.

Cizelge 4.8. Alkilbenzenlerin hidrofobik kromatografik analizinde MPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile gradient mod degdisimine bagl olarak

kademe yuksekliginin (um) degisimi.

Gradient
modu (%ACN, benzen toluen etilbenzen propilbenzen butilbenzen
zaman(dak))
30-75, 30 491.17 188.96 84.30 37.14 25.60
30-65, 30 496.41 195.96 88.31 40.12 27.70
30-60, 30 506.40 209.54 92.14 46.84 30.99

Kromatografik kosullar Sekil 4.10.’da verilmektedir.

4.1.3.3. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi ile Cok Halkali Aromatik Bilesik

Ayirimi

Monolitik yapih MPBA bagli-poli(POSS-MA), ters faz kromatgrafisi modunda alkil
benzenlerin diginda, besli PAH karisimindan olusan numunenin analizinde sabit faz
olarak uygulanmigtir. Alkilbenzenlerde oldugu gibi analiz izokratik ve gradient

modlarinda yapilmigtir.

4.1.3.3.1. izokratik Modda Gok Halkali Bilesiklerin Kromatografik Analizi

izokratik kosullarda sabit akis hizinda ACN/%0.1 formik asit ¢ozeltisi oraninin
hareketli faz igerisindeki degisimi ve sabit ACN/%0.1 formik asit ¢ozeltisi oraninda
akis hizinin kromatografik performansa olan etkisi incelenmistir. Sekil 4.11’de
izokratik kosullarda ¢ok halkali bilesiklerin 1.0 pL/dak akis hizinda ACN derigsiminin
degisimi ile elde edilen kromatogramlari verilmigtir. Analit elisyon sirasi 1. toluen,
2. naftalin, 3. floren, 4. fenantren ve 5. florenten olmak tzere hidrofobisite ile uyumlu
olarak gercgeklesmistir. Asetonitril/su orani hareketli faz iginde dusmesiyle toplam

analiz suresi uzamaktadir.
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Sekil 4.11. Cok halkali aromatik bilesiklerin hidrofobik kromatografik analizinde
MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile ACN derisiminin
degisimine bagh olarak elde edilen kromatogramlar. Analitlerin kolondan ellisyon
sirasi: 1. toluen, 2. naftalin, 3. floren, 4. fenantren, 5. florenten. UV detektor 214 nm,
hareketli faz: ACN/Su (mL/mL) + % 0.1 FA (ACN/su oranlari kromatogramlar
Uzerinde belirtilmigtir), akis hizi (uL/dk): 1.0, kolon: 300 mm x 100 um i¢ cap.
Monomer/gdzenek yapici sistem orani derigimi: 0.35 mg/mg, MPBA derigimi: 406.5

mg MPBA/mL monomer.

Asetonitril derigiminin degisimine bagli olarak alikonma faktérinin degisim grafigi
Sekil 4.12.’de verilmistir. Sekilde goruldugu tzere asetonitril derigsiminin artmasiyla
¢cok halkali aromatik bilesiklerin alikonma faktoru, ters faz kromatografisi moduna
uygun duslUs gostermektedir. Sabit bir asetonitril oranini ele aldigimizda ise
alikonma faktérinin degeri, hidrofilik 6zelligi en ylksek olan bilesikten, hidrofilik

Ozelligi en duslk olan bilesige dogru artis gostermektedir.

55



25 + +florenten
= =-fenantren
< 20 - floren
g A naftalin
< 15 4 - ——toluen
£
€ 10 - -
o
* B A
< 5 | =
0 Y Y Y Y .
30 35 40 45 50 55
ACN derisimi (%v/v)

Sekil 4.12. Cok halkali aromatik bilesiklerin hidrofobik kromatografik analizinde
MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile ACN derisiminin
degisimine bagh olarak alikonma faktorinin degisimi. Monomer/gézenek yapici
sistem orani derigimi: 0.35 mg/mg, MPBA derisimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer.

Kromatografik kogullar Sekil 4.11.’de verilmektedir.

Sekil 4.11.’de izokratik kosullarda, sabit akis hizinda, asetonitril/su oraninin
degisimine karsi verilen kromatogramlarin pik ¢ézundrlikleri hesaplanarak Cizelge
4.9.’da verilmigtir. Tabloda gorulecegi Uzere asetonitril oraninin dusmesiyle pik
¢ozunurluklerinde artis gozlenmektedir. Sekil 4.13.’te ise asetonitril oran degisimine

karsi kolonun teorik kademe yuksekligi verilmigtir.

Cizelge 4.9. Cok halkali aromatik bilesiklerin hidrofobik kromatografik analizinde
MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile ACN derisiminin

degisimine bagl olarak pik ¢ézunurlik degerlerinin degisimi.

A((S/i I\\/I;\?)u R21 Ra2 Ras3 Rs4
35/65 3.81 4.23 1.96 2.46
40/60 3.01 3.33 1.65 2.03
45/55 2.08 2.45 1.29 1.65
50/50 1.94 2.08 1.13 1.40

Kromatografik kosullar Sekil 4.11’de verilmektedir.
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Sekil 4.13. Cok halkali aromatik bilesiklerin hidrofobik kromatografik analizinde
MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile ACN derigiminin
degdisimine bagl olarak kademe yuksekliginin degisimi. Monomer/gdzenek yapici
sistem orani derigimi: 0.35 mg/mg, MPBA derisimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer.

Kromatografik kosullar Sekil 4.11.’de verilmektedir.

Cok halkali aromatik bilesiklerinin sabit akis hizinda yapilan asetonitril taramasinda,
hareketli faz bileseninde optimum orani 45/55 (mL/mL) ACN/%0.1 formik asit
¢ozeltisi olarak bulunmustur. Optimum ACN/%0.1 formik asit ¢ozeltisi orani
kullanilarak Sekil 4.14.’te akis hizi taramasinin yapildigi kromatogramlar verilmistir.
Farkli akigi hizlarinda yapilan kromatografik analiz sonucunda pik ¢oézunurlUkleri
hesaplanmis ve Cizelge 4.10.'da verilmigtir. Akis hizinin artmasi bilegiklerin
detektére daha hizli ulagsmasina ve piklerin daha bitisik gelmelerine sebep
olmaktadir. DUsuk akis hizi ylksek pik ¢ozinurligu demektir. Kolon performansini
inceleyebilmek amaciyla Sekil.4.15.’te dogrusal akis hizina kargi kademe yuksekligi
ve Sekil 4.16'da teorik kademe yuksekliginin alikonma faktorune bagh degisimi
verilmigtir. Sekil.4.15.'te verilen kademe yuksekliginin dogrusal akis hizina bagl
degisimi grafiginden dogrusal akis hizinin artmasina bagh olarak kolonun teorik
kademe yuksekliginde hafif bir artis gézlenmektedir. Ancak, Sekil 4.16.’dan
gorulecedi uzere alikkonma faktorinin artmasiyla kolonun teorik kademe
yuksekliginde sabitlik gézlenmektedir. Bu durum kolonun alikonma faktériinden

bagimsiz performans sergiledigini gostermektedir.
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Sekil 4.14. Cok halkali aromatik bilesiklerin hidrofobik kromatografik analizinde
MPBA baglh-poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile hareketli faz akis hizinin
degdisimine bagl olarak elde edilen kromatogramlar. Analitlerin kolondan elisyon
sirasi: 1. toluen, 2. naftalin, 3. floren, 4. fenantren, 5. florenten. UV detektdr 214 nm,
hareketli faz: 45/55 ACN/Su (mL/mL) + % 0.1 FA, akis hizi (uL/dk) akis hizlan
kromatogramlar Uzerinde belirtiimigtir, kolon: 300 mm x 100 um i¢ cap.

Monomer/gdzenek yapici sistem orani derisimi: 0.35 mg/mg, MPBA derisimi: 406.5
mg MPBA/mL monomer.
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Sekil 4.15. Cok halkali aromatik bilesiklerin hidrofobik kromatografik analizinde
MPBA bagh-poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile dogrusal akis hizinin
degisimine bagl olarak kademe yuksekliginin degisimi. Monomer/gozenek yapici

sistem orani derisimi: 0.35 mg/mg, MPBA derisimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer.

Kromatografik kosullar Sekil 4.14’te verilmektedir.

Cizelge 4.10. Cok halkali aromatik bilesiklerin hidrofobik kromatografik analizinde
MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile akig hizinin degisimine

bagli olarak pik ¢ozunurluk degerlerinin degisimi.

Akis hizi
(nL/dak)

0.25
0.50
0.75
1.00
1.25

R21 Ra2 Ras
3.14 4.00 2.04
2.58 3.16 1.68
2.23 2.65 1.45
2.08 2.45 1.29
1.98 2.40 1.25

Rs4

231
2.04
1.82
1.65
1.63

Kromatografik kosullar Sekil 4.14’te verilmektedir.
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Sekil 4.16. Cok halkali aromatik bilesiklerin hidrofobik kromatografik analizinde
MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile ahikonma faktorinin
degisimi ile kademe yUksekliginin degisimi. Monomer/gézenek yapici sistem orani
derisimi: 0.35 mg/mg, MPBA derisimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer. Kromatografik
kosullar Sekil 4.14’te verilmektedir.

4.1.3.3.2.Gradient Modda Cok Halkali Aromatik Hidrokarbon Bilesiklerin

Kromatografik Analizi

Cok halkali aromatik hidrokarbon bilesiklerinin ayirimini daha etkili ve kisa analiz
suresinde gerceklestirmek amaciyla MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik sabit faz
ile gradient modda analiz yapiimistir. Cok halkali aromatik bilesiklerin gradient
modda slre taramasi ve asetonitril taramasi yapilmistir. Farkli zaman dilimi iginde
asetonitril oraninin %45’'ten %60’a ¢ikarilmasiyla elde edilen kromatogramlar $ekil
4.17.’de verilmistir. SUrenin artigsina bagh olarak toplam analiz suresinde belirgin bir
artis goézlenmemistir. Cizelge 4.11.'de ise Sekil 4.17.” de verilen kromatogramlarin
pik ¢dzunurlikleri verilmigtir. Gradient modda sure taramasinda elde edilen
kromatogramlardan kolonun teorik kademe yuksekligi hesaplanmis, Cizelge
4.12.’de sunulmustur. Strenin degisimine bagh olarak teorik kademe yuksekliginde
de kayda deger bir degisikligin olmamasi izokratik modda oldudu gibi gradient
modda da kolonun performansinin alikonma stresinden badimsiz davranis

sergiledigini gostermistir.
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Sekil 4.17. Cok halkali aromatik bilesiklerin hidrofobik kromatografik analizinde
MPBA bagl-poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile gradient modda elde
edilen kromatogramlar. Analitlerin kolondan ellsyon sirasi: 1. toluen, 2. naftalin, 3.
floren, 4. fenantren, 5. florenten. UV detektér 214 nm, hareketli faz: ACN/Su
(mL/mL) + % 0.1 FA (gradient mod degerleri kromatogramlar tizerinde belirtilmistir),
akis hizi (pL/dk): 1.0, kolon: 300 mm x 100 um i¢ ¢ap. Monomer/gézenek yapici
sistem orani derigimi: 0.35 mg/mg, MPBA derigimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer.

Cizelge 4.11. Cok halkali aromatik bilegiklerin hidrofobik kromatografik analizinde
MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile gradient mod degisimine

bagl olarak pik ¢ozunurlugunun degisimi.

Gradient modu

(%ACN, R21 Ra2 Ras Rs4
zaman(dak))

45-60, 20 2.11 4.18 2.61 3.40

45-60, 30 1.60 2.84 2.04 3.00

45-60, 40 2.22 2.64 1.32 1.55

Kromatografik kogullar Sekil 4.17°de verilmektedir.
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Cizelge 4.12. Cok halkali aromatik bilesiklerin hidrofobik kromatografik analizinde
MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile gradient mod degisimine

bagl olarak kademe yuksekliginin (um) degigimi.

Gradient modu

(%ACN, toluen naftalin floren fenantren florenten
zaman(dak))

45-60, 20 288.70 265.45 170.81 96.72 93.04

45-60, 30 315.01 303.52 179.38 155.21 125.63

45-60, 40 442.38 367.90 212.88 173.89 136.89

Kromatografik kosullar Sekil 4.17.’de verilmektedir.

Cok halkal bilegiklerin gradient modda yapilan sure taramasinda 30 dakikalik sure
icerisinde asetonitril oraninin %45’ten % 60’ a c¢ikarildigi kromatogram optimum
ayirimi veren kromatogram olarak secilmistir. Bu sebeple gradient modda yapilacak
olan sabit stirede asetonitril taramasinda zaman olarak 30 dakika secilmistir. Sekil
4.18.’de ¢ok halkali bilesiklerin gradient modla asetonitril taramasinda elde edilen
kromatogramlari verilmigtir. Sekilde hareketli faz igerisinde asetonitril oraninin

dismesiyle toplam analiz suresinin uzamakta oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.18. Cok halkali aromatik bilesiklerin hidrofobik kromatografik analizinde
MPBA bagl-poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile gradient modda elde
edilen kromatogramlar. Analitlerin kolondan ellsyon sirasi: 1. toluen, 2. naftalin, 3.
floren, 4. fenantren, 5. florenten. UV detektér 214 nm, hareketli faz: ACN/Su
(mL/mL) + % 0.1 FA (gradient mod degerleri kromatogramlar tizerinde belirtilmistir),
akis hizi (pL/dk): 1.0, kolon: 300 mm x 100 um i¢ ¢ap. Monomer/gézenek yapici
sistem orani derigimi: 0.35 mg/mg, MPBA derigimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer.

Sekil 4.18."de ¢ok halkali aromatik bilesiklerin gradient modda yapilan asetonitril
taramasinda verilen kromatogramlarin pik ¢ozinurlUkleri Cizelge 4.13.'te verilmigtir.
Cizelge 4.13.ten gorulecegi uUzere daha dusuk asetonitrii oraniyla analize
baglandigi takdirde benzen-naftalin ve naftalin-floren pik ¢oézunurlikleri daha
belirgin bir sekilde artmaktadir. Ancak floren-fenantren ve fenantren-florenten pik
¢ozunurluklleri digsmektedir. Cizelge 4.14 ’te ise asetonitril oraninin degisimine bagli
olarak kolonun teorik kademe yuksekligi verilmistir. Asetonitril oraninin hareketli faz
icerisinde dusmesiyle kolonun teorik kademe yuksekliginde dusus gozlenmektedir.
Ayrica bilegiklerde aromatik halka sayisinin artmasina bagli bir kolon teorik kademe

yukseklik dugtusu mevcuttur.
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Cizelge 4.13. Cok halkali aromatik bilesiklerin hidrofobik kromatografik analizinde
MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile gradient mod degisimine

bagl olarak pik ¢ozunurlugunun degisimi.

Gradient modu

(%ACN, R21 R32 Ras Rsa
zaman(dak))

45-60, 30 1.60 2.84 2.04 3.00

40-60, 30 2.85 3.02 1.40 1.61

30-55, 30 4.08 3.51 1.47 1.83

Kromatografik kosullar Sekil 4.18’de verilmektedir.

Cizelge 4.14 Cok halkali aromatik bilesiklerin hidrofobik kromatografik analizinde
MPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapinin kullanimi ile gradient mod degisimine

bagli olarak kademe yuksekliginin (um) degisimi.

Gradient modu

(%ACN, toluen naftalin floren fenantren florenten
zaman(dak))

45-60, 30 315.01 303.52 179.38 155.21 125.63

40-60, 30 292.77 199.62 87.20 82.77 67.00

30-55, 30 147.15 46.50 38.85 34.60 33.18

Kromatografik kosullar Sekil 4.18.’de verilmektedir.

4.1.3.4. Monolitik Yapili MPBA bagh-poli(POSS-MA) Hibrid Kapiler Kolonun
Hidrofobik/Katyon Degisimi Etkilesim Kromatografisi

MPBA’daki borik asit grubu sayesinde MPBA bagli-poli(POSS-MA) monoliti, yuklu
analitlerle elekrostatik etkilesime girerek dortll anilin bilesiginden olusan karigimin
analizinde sabit faz olarak kullaniimistir. Lewis asidi davranisgi gosteren borik asit
hidratasyon yoluyla iyonize olup tetrahedral formda borik anyonu olusturmaktadir.
Boylece analitlerin  kolondan elusyonu asitlik Ozelliklerine bagli olarak

gerceklesmektedir. iyon degisimi kromatografisinde analitlerin eliisyonunu etkileyen
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bir diger faktér ortamin pH degeridir. Burada hareketli faz olarak ACN/10 mM PBS
cozeltisi kullanilmistir. izokratik kosullarda sabit akis hizinda hareketli faz icerisinde
farkl asetonitril/PBS oranlarinda, sabit asetonitri/PBS oraninda farkli akis
hizlarinda ve hareketli fazin farkli pH degerlerinde analizler yapilarak asetonitril/PBS
oraninin, akis hizinin ve pH degerlerinin kromatografik performansa olan etkisi
incelenmigtir. Sekil.4.19.’da izokratik kosullarda anilinlerin 1.0 yL/dak akis hizinda,
farkh  pH degerlerinde 70/30 (mL/mL) ACN/PBS oraninda nano-sivi
kromatografisinde yapilan analizlerinden elde edilen kromatogramlar verilmistir.
Analitler 1. Oo-fenilendiamin, 2. n-metilanilin, 3. 1-naftilamin ve 4. n-etilanilin

siraslyla kolonu terketmiglerdir.

1 2 3

0 10 20 30 40 50 60
Zaman (dak)

Sekil 4.19. Anilinlerin  kromatografik analizinde MPBA bagli-poli(POSS-MA)
monolitik yapinin kullanimi ile pH degisimine bagh olarak elde edilen
kromatogramlar. Analitlerin kolondan ellisyon sirasi: 1. o-fenilendiamin, 2. n-
metilanilin, 3. 1-naftilamin, 4. n-etilanilin. UV detektoér 214 nm, hareketli faz: 30/70
ACN/Su (mL/mL) + % 0.1 FA, akis hizi (uL/dk): 0.75, pH degerleri kromatogramlar
Uzerinde belirtiimigtir, kolon: 300 mm x 100 um i¢ ¢ap. Monomer/gdzenek yapici

sistem orani derigimi: 0.35 mg/mg, MPBA derigimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer.

Sekil 4.20.de hareketli fazin pH degerinin degismesine bagli olarak analitlerin
alikonma faktoru verilmistir. Cizelge 4.15.'te ise pH degerine baglh olarak analitlerin
pik ¢ozunarlikleri verilmistir. Ortamin pH degerinin degisimine bagh olarak

analitlerin alikonma faktorinde kayda deger bir degisiklik olmadigi, ancak pH
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degerinin artmasiyla pik ¢o6zinurligunde kuglk bir artis meydana geldigi

soylenebilir. Sekil 4.21.’de ise ortamin pH degisimine bagh olarak kolonun kademe

yuksekligi verilmistir. Sekilde ortamin pH degerinin degismesine bagh olarak, o-

fenilendiamin disindaki diger analitlerin kolon kademe yuUksekliginin degisimine

sebebiyet vermedigi gorulmustar.
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pH

10

Sekil 4.20. Anilinlerin  kromatografik analizinde MPBA bagli-poli(POSS-MA)

monolitik yapinin kullanimi ile pH degisimine bagli olarak alikkonma faktérinun

degisimi. Monomer/gdzenek yapici sistem orani derisimi: 0.35 mg/mg, MPBA

derisimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer. Kromatografik kosullar Sekil 4.19.'da

verilmektedir.

Cizelge 4.15. Anilinlerin kromatografik analizinde MPBA bagli-poli(POSS-MA)

monolitik yapinin kullanimi ile pH degisimine bagl olarak pik ¢dzUnurlGgunun

degisimi.
pH R21
4 2.97
6 2.99
7 3.31
8 3.87

Ra2

1.73

1.82

1.85

2.03

Ras

1.32

1.46

1.09

1.03

Kromatografik kosullar Sekil 4.19.’da verilmektedir.
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Sekil 4.21. Anilinlerin kromatografik analizinde MPBA bagh-poli(POSS-MA)
monolitik yapinin kullanimi ile pH degisimine bagh olarak kademe yuksekliginin
degisimi. Monomer/gdzenek yapici sistem orani derigimi: 0.35 mg/mg, MPBA
derisimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer. Kromatografik kosullar Sekil 4.19.’da

verilmektedir.

MPBA bagh-poli(POSS-MA) monolit ile izokratik kosullarda yapilan anilin tlrevleri
ayriminda hareketli fazdaki ACN igeriginin 6nemli etkiye sahip oldugu Sekil 4.22.’de
gorulmektedir. Asetonitril iceriginin dusmesiyle, hidrofobik etkilesimler guclenmekte
ve bunun sonucunda daha basaril bir anilin ayirimi gergeklesmektedir. Ayni sekilde
Cizelge 4.16.” dan hareketli faz icerisinde asetonitril derisiminin dusmesiyle
analitlerin pik ¢ozunurluklerinde yukselme oldugu gorulmektedir. Elde edilen bu
sonug, anilinlerin ayiriminin sabit faz ve analitler arasinda hidrofobik etkilesime

dayali oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.22. Anilinlerin  kromatografik analizinde MPBA bagh-poli(POSS-MA)
monolitik yapinin kullanimi ile ACN derisiminin degisimine bagl olarak elde edilen
kromatogramlar. Analitlerin kolondan ellisyon sirasi: 1. o-fenilendiamin, 2. n-
metilanilin, 3. 1-naftilamin, 4. n-etilanilin. UV detektor 214 nm, hareketli faz: pH 7
ACN/10 mM PBS tamponu (mL/mL) (oranlar kromatogramlar Gzerinde belirtilmistir),
akis hizi (pL/dk): 0.75, kolon: 300 mm x 100 um i¢ gap. Monomer/gdzenek yapici
sistem orani derisimi: 0.35 mg/mg, MPBA derisimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer.

Asetonitril/PBS oraninin degisimine bagli olarak analitlerin alikonma faktorunu
(Sekil 4.23) ve kolonun teorik kademe yuksekligini (Sekil 4.24) inceledigimizde,
hareketli fazda asetonitril igeriginin artmasiyla n-metilanilin, 1-naftilamin ve n-
etilanilin’in  alikonma faktorlerinin - distiga, o-fenilendiamin’in  ise alikonma
faktorinde bir degisiklik olmadigi goérulmugtur. Asetonitril iceriginin degisimine bagli
olarak ise kolonun teorik kademe yuksekligi n-metilanilin, 1-naftilamin ve n-etilanilin
icin degisiklik géstermezken, o-fenilendiamin igin asetonitril igeriginin dismesiyle

kolonun teorik kademe yuksekligi artmaktadir.
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Sekil 4.23. Anilinlerin  kromatografik analizinde MPBA bagh-poli(POSS-MA)
monolitik yapinin kullanimi ile ACN derisiminin degisimine bagl olarak alikonma
faktoranian degisimi. Monomer/gdzenek yapici sistem orani derigimi: 0.35 mg/mg,
MPBA derigsimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer. Kromatografik kosullar Sekil

4 .22 ’de verilmektedir.

Cizelge 4.16. Anilinlerin kromatografik analizinde MPBA bagli-poli(POSS-MA)

monolitik yapinin kullanimi ile ACN derigiminin degisimine bagli olarak pik

¢Ozunurltgunun degisimi.

ACN/su Rot
(%v/iv)
25/75 3.55
27.5/77.5 3.53
30/70 3.31
35/65 3.07

Ra2

2.21
2.17
1.80
1.64

Ras

1.68
1.64
1.09
0.85

Kromatografik kosullar Sekil 4.22.’de verilmektedir.
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Sekil 4.24. Anilinlerin  kromatografik analizinde MPBA bagh-poli(POSS-MA)
monolitik yapinin kullanimi ile ACN derisiminin degisimine bagh olarak kademe
yuksekliginin degisimi. Monomer/gdzenek yapici sistem orani derisimi: 0.35 mg/mg,
MPBA derigsimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer. Kromatografik kosullar Sekil
4.22.’de verilmektedir.

Anilin ayirminda akis hizinin, MPBA bagh-poli(POSS-MA) monolitik kolon
performansina etkisinin incelenmesi amaciyla, farkli akis hizlarinda yapilan
analizlerin kromatogramlari Sekil 4.25.'te verilmigtir. Akis hizinin digmesiyle daha
basarili bir ayirimin gergeklestigi, ancak toplam analiz suresinin de uzadigi
gorulmektedir. Cizelge 4.17.’de akis hizina kargi verilen analitlerin pik
cOzunurluklerinden de goruldigu gibi akis hizinin  artmasiyla analit pik
¢6zunurliklerinde dislUs olusmaktadir. Sekil 4.26.’da analiz akis hizinin degisimine
bagl olarak kolonun kademe yuksekligi verilmistir. Akis hizinin degisimine bagh
olarak o-fenilendiamin disinda diger analitler igin kolonun teorik kademe yuksekligi

sabit kalmaktadir.
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Sekil 4.25. Anilinlerin  kromatografik analizinde MPBA bagli-poli(POSS-MA)
monolitik yapinin kullanimi ile akig hizinin degisimine bagli olarak elde edilen
kromatogramlar. Analitlerin kolondan elisyon sirasi: 1. o-fenilendiamin, 2. n-
metilanilin, 3. 1-naftilamin, 4. n-etilanilin. UV detektor 214 nm, hareketli faz: pH 7
30/70 ACN/10 mM PBS tamponu (mL/mL), akis hizi (uL/dk) oranlari kromatogramlar
Uzerinde belirtiimigtir, kolon: 300 mm x 100 um i¢ ¢ap. Monomer/gdzenek yapici

sistem orani derisimi: 0.35 mg/mg, MPBA derisimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer.

4000 1

= 3000 4 L

=) ‘,x' ¢ o-fenilendiamin

E e  n-metilanilin

=] 2000 ¢ o "o 1-naftilamin

e < n-etilanilin

é 1000 -+ B

x O et St

JSoSSEETEREEEESS =
0 r r r r .
0 0,5 1 1,6 2 2,5

Dogrusal akis hizi (mm/s)

Sekil 4.26. Anilinlerin  kromatografik analizinde MPBA bagh-poli(POSS-MA)
monolitik yapinin kullanimi ile dogrusal akis hizinin degisimine bagh olarak kademe
yuksekliginin degisimi. Monomer/gbzenek yapici sistem orani derisimi: 0.35 mg/mg,
MPBA derisimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer. Kromatografik kosullar Sekil 4.25.’te

verilmektedir.
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Cizelge 4.17. Anilinlerin kromatografik analizinde MPBA bagh-poli(POSS-MA)

monolitik yapinin  kullanimi ile akis

¢6zunurligunun degisimi.

hizinin degisimine bagl

olarak pik

Akis hizi Rot
(uL/dak)
0.25 4.25
0.50 3.47
0.75 3.31
1.00 3.16

Ra2

2.69
1.98
1.80
1.76

Ras

1.46
1.19
1.09
1.07

Kromatografik kosullar Sekil 4.25.’te verilmektedir.

Allkonma suresinden bagimsiz kolon performansi incelenmesi ve daha dogru bir

degerlendirme igin Sekil 4.27.'de degisik dogrusal akis hizlarinda kolonun teorik

kademe yuksekliginin alikonma faktora ile degisimi verilmistir. Alikonma faktoérinin

buyumesiyle kolonun teorik kademe yuksekliginde sabitlik gozlenmektedir. Ayrica

daha ylUksek alikonma faktorleri icin kolonun kademe yuksekligi daha dusuktir, bu

da daha yuksek teorik kademe sayisi demektir. Boylece hidrofobik modda oldugu

gibi hidrofobik/katyon degdisim kromatografisi modunda da galigilarak MPBA bagli-

poli(POSS-MA) monolitin alikonma faktériinden bagimsiz kromatografik performans

sergiledigi gosterilmigtir.

72



8000 -
_ Vv (mm/s)
E w21
< 6000 -
) 16
=
@ 1,1
2 4000 { . ’
= \ 0,5
:
[+}] 2000 T \‘\\\\
©
(3]
X
0 r
0 5 10
Alhkonma faktori, k

Sekil 4.27. Anilinlerin  kromatografik analizinde MPBA bagh-poli(POSS-MA)
monolitik yapinin kullanimi ile alikonma faktorinun degisimine bagli olarak kademe
yuksekliginin degisimi. Monomer/gbzenek yapici sistem orani derisimi: 0.35 mg/mg,
MPBA derisimi: 406.5 mg MPBA/mL monomer. Kromatografik kosullar Sekil 4.25.’te

verilmektedir.

4.2. Serbest Radikal Polimerizasyonu ile VPBA bagh-poli(POSS-MA)

Monolitik, Hibrid Kapiler Kolonlarin Sentezi.

Ana monomer ve gapraz baglayici gorevini Ustlenen POSS-MA ve VPBA ligandi
varhginda termal polimerizasyon esliginde serbest radikal polimerizasyonu
yontemiyle i¢ gapi 300 um, VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapili kapiler hibrid
kolonlar sentezlenmistir. Gézenek yapici sistem olarak n-bitanol (mikro gézenek
yapici) ve etilen glikol (makro gdzenek yapici), termal baslatici olarak AIBN
kullaniimistir. Literatirde termal polimerizasyon igin 75°C ve ustu sicakliklar [22]
tercih edilirken, tez ¢calismasi kapsaminda sentezlenen VPBA bagli-poli(POSS-MA)
monolitik yapilarin zarar gérmemesi amaciyla polimerizasyonu 60°C’lik su
banyosunda 24 saat ile gergeklestiriimistir. Isik mikroskobu ile monolitik yapi
incelenerek duzgln polimerlesmis monolitik yapilarin olustugu goézlemlenmistir.
VPBA bagh-poli(POSS-MA) yapinin monolitik hibrid olmasi 6zellikle POSS-MA
varliginda sentezlenmis olmasi ve biyolojik molekullerin izolasyonunda borat affinite

kromatografisi modunda kullanilabilir olmasi ¢alismayi ayricalikh kilmaktadir.
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4.2.1. VPBA bagh-poli(POSS-MA) Monolitik Hibrid Kapiler Kolonlarin

Karakterizasyonu

VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapilarin SEM goruntuleri alinarak, Civa
Porozimetresi (CPM) ile gbzenek boy dagihmi, XPS ile element icerigi ve BET
analizi ile monolitik yapinin 6zgul ylzey alaninin tayini ile monolitik yapilarin
karakterizasyonu yapilmistir. Ayrica desorpsiyon ¢ozeltisi varlhiginda akis hizi
degisimine bagh geri basing degisimi gozlemlenmis ve kolon gecirgenligi

hesaplanmigtir.

Sekil 4.28.’de verilmis olan SEM fotograflarinda gérildugu Gzere i¢ ¢aplt 300 um
termal kapiler kolonlar icinde serbest radikal polimerizasyonu mekanizmasi ile
sentezlenen monolitik yapili VPBA baglh-poli(POSS-MA) kapiler hibrid kolonlarin
dizgun ve homojen morfolojik dzellikte olduklari goérilmektedir. Ayrica monolitik
yapi icinde VPBA miktarinin artmasiyla monolitik yapinin  siklastig
g6zlemlenmektedir. Bu durum, Sekil 4.29.°da gosterildigi GUzere monolitik yapida
VPBA miktarinin artmasiyla kolonlarin geri basincinin artisi ile de uyum igindedir.

Artan VPBA miktari ile 6zgul ylzey alani dugmektedir.
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Sekil 4.28. Termal-baslatici esliginde serbest radikal polimerizasyonu ile
sentezlenen farkl VPBA miktar igerikli VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolit icin SEM
fotograflari. (A) 0 mg VPBA, (B) 20 mg VPBA, (C) 40 mg VPBA, (D) 50 mg VPBA,
(E) 60 mg VPBA ve (F) 80 mg VPBA.
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Sekil 4.29. Farkl VPBA derisimindeki VPBA bagl-poli(POSS-MA) monolitik yapilar
icin yuzey alani ve geri basing karsilastiriimasi. Hareketli faz: 50 mM pH=10.2 di-
sodyum tetraborat ve %3’lUk formik asit ¢gdzeltisi: Akis hizi: 5 yL/dak, 300 um i¢ ¢ap

X 140 mm uzunluk.

Sekil 4.29.’da, VPBA miktarinin artmasiyla kolonun geri basincinin artisi ve yuzey
alaninin azalmasi diginda, %3’luk formik asitte alinan geri basing¢larin, 50 mM
pH=10.2 di-sodyum tetraboratta alinan basinglara gére daha dusuk oldugu
soylenebilir. Bu durum yine Cizelge 4.18.de verilen formik asit ve di-sodyum

tetraborattaki gecirgenlik verileri ile uyum igindedir.
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Cizelge 4.18. Farkh VPBA bagh-poli(POSS-MA) monolitik yapilarin 6zgul yuzey

alani ve gecirgenlik degerleri.

VPBA Basinc? dK0 Basin® eK0 OYAC
miktari
(mg) (bar) (m?)x10%* (bar) (m?)x10% (m?/g)
0 3 65.2 2 77.9 571
20 4 38.8 3 44.4 369
40 5 18.7 4 22.2 226
50 11 13.9 9 15.9 141
60 30 5.8 21 6.5 119
80 41 3.4 37 3.7 106

a: Sodyum tetraboratta alinan basing (5 yL/dak), b: %3 Formik asitte alinan basing
(5 uL/dak), c: Ozgil yuzey alani, d: Sodyum tetraborat'taki Gegirgenlik, e: %3
Formik asit'teki gegirgenlik.
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Sekil 4.30. Termal baslatici esliginde serbest radikal polimerizasyonu ile
sentezlenen VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapi i¢cin gdzenek boy dagilim
egrisi. (A) 0 mg VPBA, (B) 50 mg VPBA.
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XPS cihazinda yapilmis olan element analizinde VPBA 50 kodlu VPBA bagl-
poli(POSS-MA) monolitik yapinin yizde atom igerigi belirlenerek POSS-MA ve
VPBA tayini yapilmigtir. Monolitik yapi icinde genel bilesen tayini i¢in karbon (C) ve
oksijen (O) icerigine, POSS-MA tayini icin silisyum (Si) icerigine ve VPBA icerigi icin
Bor (B) icerigine bakilmistir. Cizelge 4.19.’dan goruldugu Gzere monolitik yapi icinde
element icerigi C (1s) > O (1s) > Si (2p) > B (1s) olarak siralanabilir. POSS-MA ve
MPBA’nin molekuler yapilari incelendiginde XPS analiz sonuglarinin monolitik yapi

bilesenleriyle uyum icinde oldugu sdylenebilir.

Cizelge 4.19. XPS analiz sonuglarina gére VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik

kolonun yuzde atom igerigi.

Si (2p) B (1s) C (1s) O (1s)

% Atom igerigi

(VPBA 50) 6.76 2.65 64.88 25.71

VPBA 50 kodlu monolitik yapinin bilesigi Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Sekil 4.31’de farkh VPBA derisimine sahip VPBA bagli poli(POSS-MA) monolitik
yapilarin desorpsiyon ¢ozeltisi varliginda akis hizinin degisimine baglh olarak kolon

geri basing grafikleri verilmigtir.
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Sekil 4.31. Farkh VPBA bagh-poli(POSS-MA) monolitik yapilar icin geri basing
degderlerinin akig hizi ile degisimi. (A) 50 mM pH=10.2 di-sodyum tetraborat, (B) %3
formik asit, Kolon: 300 um i¢ ¢ap x 140 mm uzunluk. VPBA bagli-poli(POSS-MA)

monolitik yapilarin sentez sartlari Cizelge 3.1.’de verilmigtir.

4.2.2. Monolitik Yapih VPBA bagh-poli(POSS-MA) Hibrid Kapiler Kolonlarin

Borat Affinite Kromatografi Sisteminde Kullanimi

VPBA molekull iyon-degisim sitesi, hidrofilik ligand, hidrofobik ligand ve affinite
sitesi olarak ig gormektedir. VPBA’daki borik asit grubundan faydalanarak tez
calismasi kapsaminda sentezlenen VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapi
borat affinite kromatografisinde ovalbumin ve 3-NAD izolasyonunda sabit faz olarak
kullanilmigtir. Buradaki, borik asit grubu hedef molekullerin cis-diol grubuyla
reaksiyona girerek halkali ester olusturmaktadir. Desorpsiyon tampon c¢ozeltisi
varhiginda borik asit ve hedef molekullerin cis-diol grubu arasindaki kovalent bag
kopar ve hedef molekulin izolasyonu gergeklesir. VPBA bagli-poli(POSS-MA) hibrid

kapiler kolon kullanimiyla adsorpsiyon tampon ¢ozeltisi varliginda ovalbumin/f3-
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NAD’in monolitik yapiya tutunmasi saglanmis sonrasinda ise desorpsiyon tampon
¢ozelti kullanimi ile kolondan eltisyonu saglanmistir. Adsorpsiyon tampon ¢ozeltisi
olarak 50 mM, pH=8.5 HEPES c¢0zeltisi, desorpsiyon tampon ¢ozelti olarak B3-
NAD’in analizinde 50 mM, pH=10.2 di-sodyum tetraborat, ovalbumin analizinde ise

%3’lUk formik asit kullanilimistir.

4.2.2.1. VPBA bagh-poli(POSS-MA) Monolitik Hibrid Yapi ile B-NAD izolasyonu

3-NAD izolasyon analizleri uygun kolonu saptama, optimum R-NAD derigimi ve akis
hizini bulmak igin farkli VPBA derisimine sahip VPBA bagh-poli(POSS-MA)
monolitik kolonlar kullanilarak kolon taramasi, 3-NAD derisim taramasi ve akis hizi
taramasi yapilmistir. Ancak oncesinde uygun desorpsiyon tampon ¢ozeltisini
belirlemek amaciyla VPBA 40 kodlu kolonda desorpsiyon c¢ozeltisi olarak %3’luk
formik asit ve 50 mM, pH=10.2 di-sodyum tetraborat kullanimi ile analiz yapilmistir.
Sekil 4.32’de iki farkli desorpsiyon ¢o6zeltisi kullanimi sonucunda kolonun
adsorpsiyon miktart (ug), % adsorpsiyon verimi, desorpsiyon miktari (ug), %
desorpsiyon verimi ve % izolasyon verimi gosterilmektedir. Sekil 4.33.’te ise farkli
desorpsiyon tampon g¢ozeltisi kullanimiyla gergeklestirilen analizler igin kolon
doygunlugunun zamana karsi degisim grafigi verilmigtir. Kolonun R-NAD
adsorpsiyon miktari ve % adsorpsiyon verimi iki farkli desorpsiyon ¢oézeltisinin
kullanimiyla beklendigi gibi birbirine yakin degerlerde ¢ikmistir. Ancak desorpsiyon
miktari, % desorpsiyon ve % izolasyon verimi formik asitte daha disuk ¢ikmistir. Bu
durumda uygun desorpsiyon tampon ¢ozeltisi olarak 50 mM, pH=10.2 di-sodyum

tetraborat secilmistir.
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Sekil 4.32. Farkli desorpsiyon ¢ozeltileri kullanilarak VPBA bagdli-poli(POSS-MA)
monoliti ile borat affinite kromatografisi modunda R3-NAD’in, (A) Adsorpsiyonu (ug),
(B) % Adsorpsiyonu, (C) Desorpsiyonu (ug), (D) % Desorpsiyonu ve (E) %
izolasyonu. Analiz kosullari; Adsorpsiyon tampon ¢ézeltisi: 50 mM pH=8.5 HEPES,
desorpsiyon tampon ¢ozeltisi;: 50 mM pH=10.2 di-sodyum tetraborat, R-NAD
derisimi: 0.5 mg/mL, kolon: 300 um i¢ ¢ap x 140 mm uzunluk, kolona verilen akig
hizi: 5 yL/dak.
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Sekil 4.33. VPBA bagli-poli(POSS-MA) monoliti ile borat affinite kromatografisi
modunda R-NAD’In %3 formik asit ve 50 mM pH=10.2 di-sodyum tetraborat
desorpsiyon c¢ozeltileri kullanilarak zaman igerisinde kolonun doygunluga ulagimi.
Analiz kosullari: adsorpsiyon tampon ¢ozeltisi: 50 mM pH=8.5 HEPES, monolitik
yapinin VPBA igerigi: 40 mg, B-NAD derigimi: 0.5 mg/mL, kolon: 300 um i¢ ¢cap X

140 mm uzunluk, kolona verilen akis hizi: 5 yL/dak.

Farkli VPBA derisimine sahip VPBA bagl-poli(POSS-MA) monolitik kolonlarin
kullanimi ile monolitik yapida VPBA miktarinin artmasina bagli 3-NAD izolasyonu
incelenmistir. Sekil 4.34.’'te verilmis olan grafikler incelendiginde VPBA miktarinin
monolitik yapi igerisinde artmasiyla kolonun 3-NAD adsoplama kapasitesinin arttigi
gorulmektedir. VPBA ligandi icermeyen monolitik yapida B-NAD adsorpsiyonu
gerceklesmemis denecek kadar dusuk (0.005 pg) miktarda oldugu gézlenmektedir.
Ayrica esitlik 3.4’te belirtildigi gibi % adsorpsiyon veriminin kolona yiklenen 3-NAD
miktarina bagl olarak hesaplanmasiyla elde edilen degerlerin butin monolitik
kolonlarda yakin degerlerde oldugu goriimektedir. Adsorpsiyonda oldugu gibi
monolitik yapida VPBA miktarinin artmasiyla desorpsiyon miktari ve % desorpsiyon
verimi artmistir. Bu durumda beklenildigi gibi izolasyon veriminde de artis
g6zlenmektedir. Kolon taramasinda en ylksek % adsorpsiyon verimi %62 ile, en
yuksek desorpsiyon verimi % 47 ile ve en yuksek izolasyon verimi % 31 ile VPBA

40 kodlu kolon icin elde edilmistir.
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Sekil 4.34. Farkli VPBA miktar igerikli VPBA bagli-poli(POSS-MA) monoliti ile borat
affinite kromatografisi modunda [R-NAD’in, (A) Adsorpsiyonu (ug), (B) %
Adsorpsiyonu, (C) Desorpsiyonu (ug), (D) % Desorpsiyonu ve (E) % izolasyonu.
Analiz kosullari; adsorpsiyon tampon ¢ozeltisi: 50 mM pH=8.5 HEPES, desorpsiyon
tampon ¢ozeltisi: 50 mM pH=10.2 di-sodyum tetraborat, 3-NAD derisimi: 0.5 mg/mL,
kolon: 300 ym i¢ ¢cap x 140 mm uzunluk, kolona verilen akis hizi: 5 yL/dak. VPBA
bagli-poli(POSS-MA) monolitik kolonlarin sentez kosullari Cizelge 3.1.de

verilmigtir.
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Farkli VPBA derisimi iceren VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik yapilarin zamana
karsl kolonun doygunluk grafigi Sekil 4.35.’te verilmistir. VPBA igermeyen monolitik
kolonun dorduncu dakikada doygunluga ulastigi ve sonrasinda VPBA igeriklerine
gore sirasiyla VPBA 20, VPBA 40 ve en ge¢ VPBA 60 kodlu kolonlarin doygunluga

ulastigr gorulmektedir.
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Sekil 4.35. Farkli VPBA miktar igerikli VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik
kolonlarin farkli zamanlarda doygunluga ulasmasi. Analiz kosullari; adsorpsiyon
tampon ¢ozeltisi: 50 mM pH=8.5 HEPES, desorpsiyon tampon ¢ozeltisi: 50 mM
pH=10.2 di-sodyum tetraborat, 3-NAD derisimi: 0.5 mg/mL, kolon: 300 um i¢ ¢ap x
140 mm uzunluk, kolona verilen akig hizi: 5 pyL/dak. VPBA bagli-poli(POSS-MA)

monolitik kolonlarin sentez sartlari Cizelge 3.1.’de verilmigtir.

Farkli R-NAD derisimlerinde borat affinite kromatografisi modunda VPBA bagli-
poli(POSS-MA) monoliti ile B-NAD’In adsorpsiyon miktari (ug), % adsorpsiyon
verimi, desorpsiyon miktari (ug), % desorpsiyon ve % izolasyon verimlerini gosteren
grafikler Sekil 4.36."da verilmigtir. 3-NAD derisiminin artmasiyla adsorpsiyon
degerlerinde birbirine yakinlik gézlenmektedir. Bu durum, kullanilan kolonunun 3-
NAD derisiminden bagimsiz olarak belli bir adsorplama kapasitesine sahip
oldugunu gostermektedir. Desorpsiyon miktarlari incelendiginde burada da bir
sabitlik gozlenmektedir B-NAD derisiminin artmasiyla kolona yuklenen R-NAD
miktari da artar. Dolayisiyla Esitlik 3.8'de oldugu gibi izolasyon verimi ylklenen
miktara bagh oldugundan R-NAD derigiminin artmasiyla izolasyon verimi
dusmektedir. 3-NAD derisimi taramasinda en yuksek % adsorpsiyon verimi %73 ile
en yuksek desorpsiyon verimi % 64 ile ve en yuksek izolasyon verimi % 47 ile

0.1mg/mL R-NAD derisiminde gercgeklestirilen analiz i¢in elde edilmistir.
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Sekil 4.36. Farkh 3-NAD derisimi kullanilarak borat affinite kromatografisi modunda
VPBA baglh-poli(POSS-MA) monoliti ile B-NAD’in, (A) Adsorpsiyonu (ug), (B) %
Adsorpsiyonu, (C) Desorpsiyonu (ug), (D) % Desorpsiyonu ve (E) % izolasyonu.
Analiz kosullari; adsorpsiyon tampon ¢ozeltisi: 50 mM pH=8.5 HEPES, desorpsiyon
tampon c¢ozeltisi: 50 mM pH=10.2 di-sodyum tetraborat, monolit VPBA icerigi: 40
mg, kolon: 300 uym i¢ ¢ap x 140 mm uzunluk, kolona verilen akis hizi: 5 pL/dak.
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Sekil 4.37.’de farkli B-NAD derisimlerinde VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik
kolonun zamana karsi doygunluk grafigi verilmistir. Sekilde goruldigu tzere kolona
yuklenen R-NAD derisiminin artmasiyla kolonun doygunluga ulasmasi daha kisa

surede gergeklesmektedir.
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Sekil 4.37. Farkli B-NAD derisimi kullanilarak VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik
kolonun farkli zamanlarda doygunluga ulasmasi. Analiz kosullari; adsorpsiyon
tampon ¢ozeltisi: 50 mM pH=8.5 HEPES, desorpsiyon tampon ¢ozeltisi: 50 mM
pH=10.2 di-sodyum tetraborat, monolit VPBA igerigi: 40 mg, kolon: 300 ym i¢ ¢cap

x 140 mm uzunluk, kolona verilen akis hizi: 5 yL/dak.

Kolona verilen farkli akis hizlarinda borat affinite kromatografisi modunda VPBA
bagl-poli(POSS-MA) monoliti ile R-NAD'In, adsorpsiyon miktari (ug), %
adsorpsiyonu, desorpsiyon miktari (ug), % desorpsiyon ve % izolasyon verimlerini
goOsteren grafikler Sekil 4.38.’de verilmistir. Akis hizinin artmasina bagh olarak
adsorpsiyon degerlerinde kayda deger farklilik gdézlenmemektedir. Bu durum VPBA
bagli-poli(POSS-MA) kolonunun akis hizindan badimsiz olarak belli bir adsorplama
kapasitesine sahip oldugunu goOstermektedir. Desorpsiyon  miktarlarini
inceledigimizde akis hizinin artmasiyla hafif bir diguklik goézlenmektedir. Daha
once belirttigimiz gibi izolasyon verimi kolona ylUklenen analit miktariyla ters
orantilidir. Akis hizinin artmasina bagh olarak yuklenen R-NAD miktari da
artmaktadir ve sonug¢ olarak akig hizinin artmasiyla izolasyonda dusus
g6zlenmektedir. RB-NAD analizinin akis hizi taramasinda en yuksek adsorpsiyon
verimi %66 ile en yuksek desorpsiyon verimi % 59 ile ve en ylUksek izolasyon verimi

% 38 ile 2 uL/dak akis hizinda gergeklestirilen analiz igin elde edilmistir.
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Sekil 4.38. Farkli akis hizlarinda borat affinite kromatografisi modunda VPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolit ile 3-NAD’in, (A) Adsorpsiyonu (ug), (B) % Adsorpsiyonu,
(C) Desorpsiyonu (ug), (D) % Desorpsiyonu ve (E) % izolasyonu. Analiz kosullart;
adsorpsiyon tampon ¢ozeltisii 50 mM pH=8.5 HEPES, desorpsiyon tampon
¢Ozeltisi: 50 mM pH=10.2 di-sodyum tetraborat, monolit VPBA igerigi: 40 mg, B-
NAD derigimi: 0.5 mg/mL, kolon: 300 um i¢ ¢ap x 140 mm uzunluk.
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Sekil 4.39.da farkh akis hizlarinda VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik kolonun
zamana karsi doygunluk grafigi verilmistir. Kolona verilen akis hizinin artmasiyla
kolona yuklenen 3-NAD miktari artmaktadir, boylece sekilde goruldugu gibi kolonun

doygunluga ulagsmasi daha kisa surede gerceklesmektedir.
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Sekil 4.39. Farkh akis hizlarinda VPBA bagh-poli(POSS-MA) monolitik kolonun
farkli zamanlarda doygunluga ulasmasi. Analiz kosullari; adsorpsiyon tampon
¢cozelti: 50 mM pH=8.5 HEPES, desorpsiyon tampon ¢ozeltisi: 50 mM pH=10.2 di-
sodyum tetraborat, monolit VPBA igerigi: 40 mg, 3-NAD derisimi: 0.5 mg/mL, kolon:
300 pm i¢ ¢cap x 140 mm uzunluk.

4.2.2.2. VPBA bagh-poli(POSS-MA) Monolitik Hibrid Yapi ile Ovalbumin

izolasyonu

Ovalbumin izolayon analizlerinde uygun kolonu saptama, optimum ovalbumin
derisimini ve optimum analiz akis hizini belirlemek amaciyla farkli VPBA derigimine
sahip VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik kolonlar kullanilarak kolon taramasi,
farkli ovalbumin derisiminde numunelerin kullanimi ile ovalbumin derigim taramasi
ve farkli akis hizlarinda analizin gergeklestiriimesiyle akis hizi taramalari yapiimistir.
R-NAD analizlerinde oldugu gibi burada da oOncesinde ovalbumin igin uygun
desorpsiyon tampon ¢ozeltisinin belirlemesi i¢in analizler yapiimistir. %3’lUk formik
asit ve 50 mM, pH=10.2 di-sodyum tetraborat desorpsiyon ¢ozeltileri kullanilarak,
adsorpsiyon miktart (ug), % adsorpsiyon verimi, desorpsiyon miktari (ug), %

desorpsiyon ve % izolasyon verimlerini gosteren grafikler Sekil 4.40.’ta verilmistir.
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Sekil 4.40. Desorpsiyon ¢ozelti kullanimi ile VPBA bagl-poli(POSS-MA) monolit ile
borat affinite kromatografisi modunda ovalbumin’in, (A) Adsorpsiyonu (ug), (B) %
Adsorpsiyonu, (C) Desorpsiyonu (ug), (D) % Desorpsiyonu ve (E) % izolasyonu.
Analiz kosullari; adsorpsiyon tampon ¢ozeltisi: 50 mM pH=8.5 HEPES, desorpsiyon
tampon ¢dzeltisi: %3’lUk Formik asit ¢dzeltisi, ovalbumin derigimi: 0.5 mg/mL, kolon:

300 ym i¢c cap x 140 mm uzunluk, kolona verilen akis hizi: 5 yL/dak.
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Sekil 4.40.’ta elde edilen verilere gore iki farkli desorpsiyon tampon ¢oézeltisinin
kullanimi ile yapilan analizlerde ovalbumin adsorpsiyon miktarlari birbirine yakindir.
Ancak desorpsiyon miktari, % desorpsiyon ve izolasyon verimleri degerlerinde
farklihk gézlenmigtir. Bunun sonucunda Ovalbumin analizleri igin %3’luk formik asit
uygun desorpsiyon tampon ¢ozeltisi olarak belirlenmigstir. Sekil 4.41.’de ise farkh
desorpsiyon tampon c¢ozeltisi kullanimiyla gergeklestirilien analizler igin kolonun

doygunlugunun zamana karsi degisimini ifade eden grafik verilmigtir.
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Sekil 4.41. VPBA bagli-poli(POSS-MA) monoliti ile borat affinite kromatografisi
modunda ovalbumin’in %3’luk formik asit ve 50 mM pH=10.2 di-sodyum tetraborat
desorpsiyon ¢ozeltileri kullanilarak zaman igerisinde kolonun doygunluga ulagimi.
Analiz kosullari: adsorpsiyon tampon ¢dzeltisi: 50 mM pH=8.5 HEPES, monolitik
yapinin VPBA icerigi: 40 mg, ovalbumin derigimi: 0.5 mg/mL, kolon: 300 um i¢ ¢ap

X 140 mm uzunluk, kolona verilen akis hizi 5 uL/dak.

Farkli VPBA derisimine sahip VPBA bagl-poli(POSS-MA) monolitik kolonlarin
kullanimi ile monolitik yapida VPBA miktarin artmasina bagli olarak ovalbumin
izolasyonu incelenmistir. Analiz sonuglarinin grafikleri Sekil 4.42.’de verilmigtir.
Monolitik yapida VPBA igeriginin artmasiyla kolonun ovalbumin adsorplama
kapasitesinin artmakta oldugu gorilmektedir. Ayni zamanda monolitik yapida VPBA
miktarinin artmasiyla desorpsiyon miktari , % desorpsiyon ve % izolasyon verimi
artmistir. Sonuglar, VPBA miktarinin polimerizasyon ¢dzeltisi i¢cerisinde artmasiyla
kolon segiciliginin arttigini  gostermektedir. Kolon taramasinda en vyuksek
adsorpsiyon verimi %80 ile, en yuksek desorpsiyon verimi % 31 ile ve en ylksek

izolasyon verimi %25 ile VPBA 60 kodlu kolon icin elde edilmigtir.
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Sekil 4.42. Farkh VPBA miktar icerikli VPBA bagli-poli(POSS-MA) monoliti ile borat
affinite kromatografisi modunda ovalbumin’in, (A) Adsorpsiyonu (ug), (B) %
Adsorpsiyonu, (C) Desorpsiyonu (ug), (D) % Desorpsiyonu ve (E) % izolasyonu.
Analiz kosullari; adsorpsiyon tampon ¢ézeltisi: 50 mM pH=8.5 HEPES, desorpsiyon
tampon ¢dzeltisi: %3’lUk Formik asit ¢dzeltisi, ovalbumin derigimi: 0.5 mg/mL, kolon:
300 um i¢ gap x 140 mm uzunluk, kolona verilen akis hizi: 5 yL/dak. VPBA bagli-
poli(POSS-MA) monolitik yapilarin sentez kosullari Cizelge 3.1.’de verilmigtir.
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Sekil 4.43.’te ise farkl VPBA derisimi iceren VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik
yapilarin zamana karsi doygunluk grafigi verilmistir. VPBA icermeyen monolitik
kolon en kisa surede doygunluga ulagsmaktadir, daha sonra sirasiyla 40 mg, 50 mg
ve en son 60 mg VPBA iceren kolon doygunluga ulagmistir. Kolonun monolitik
yapisinda VPBA miktarinin artmasiyla kolonun daha uzun surede doygunluga

ulasmasi daha yuksek ovalbumin adsorpsiyonunu gostermektedir.
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Sekil 4.43. Farkli VPBA miktar igerikli VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik
kolonlarin farkli zamanlarda doygunluga ulasmasi. Analiz kosullari; adsorpsiyon
tampon ¢ozeltisi: 50 mM pH=8.5 HEPES, desorpsiyon tampon ¢ozeltisi: %3’k
formik asit ¢ozeltisi, ovalbumin derisimi: 0.5 mg/mL, kolon: 300 uym i¢ ¢gap x 140 mm
uzunluk, kolona verilen akis hizi: 5 yL/dak. VPBA bagl-poli(POSS-MA) monolitik

yapilarin sentez kosullari Cizelge 3.1.’de verimistir.

Borat affinite kromatografisi modunda VPBA bagli-poli(POSS-MA) monoliti ile farkh
ovalbumin derigimlerinde analiz yapiimis ve ovalbumin’in adsorpsiyon miktari (ug),
% adsorpsiyon verimi, desorpsiyon miktari (ug), % desorpsiyon ve % izolasyon
verimlerini gosteren grafikler Sekil 4.44.’de verilmigtir. Elde edilen verilere gore
ovalbumin derisiminin artmasiyla, ovalbumin adsorpsiyon miktar degerlerinde belli
bir artig veya azalma yoktur. Bu sonu¢ VPBA baglh-poli(POSS-MA) kolonunun
ovalbumin derisiminden bagimsiz olarak belli bir ovalbumin miktari adsorplama
kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir. Farkli ovalbumin derisimleri igin
desorpsiyon miktarlari incelendiginde en yuksek desorpsiyon miktari 0.015 ug ile
0.5 mg/mL ovalbumin derisimi igin elde edilirken bu miktarin diger ovalbumin

derisimleri i¢in elde edilen desorpsiyon verilerinden ¢ok uzak degerde olmadigi ve
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sonug¢ olarak desorpsiyon miktarinda sabit oldugu sdylenebilir. Bu durum
sonucunda, %3 formik asit ¢dzeltisinin sabit ylzey alanina sahip bir monolitik yapi
icin sabit desorpsiyon etkisi sergiledigi soOylenebilir. Ovalbumin derigiminin
artmasina bagl olarak kolona ylUklenen ovalbumin miktari artmaktadir. Egitlik 3.8’e
gbre izolasyon veriminin yuklenen analit miktari ile ters orantili olmasi sebebiyle
ovalbumin derisiminin artmasiyla izolasyon verimi dismektedir. Sekil 4.45.’de farkli
ovalbumin derisimlerinde VPBA bagl-poli(POSS-MA) monolitik kolonun zamana
kargl doygunluk grafiinden gozlemlendigi gibi kolona yuklenen ovalbumin
derisiminin artmasiyla kolonun doygunluga ulagsmasi daha kisa surede
gerceklesmistir. Sirasiyla en kisa surede 1.0 mg/mL, sonra 0.5 mg/mL, 0.25 mg/mL
ve en uzun surede 0.1mg/mL ovalbumin derisimi kullanimnda kolon doygunluga
ulasmigtir. Ovalbumin derisim taramasi igin yapilan analizlerde en yuksek %
adsorpsiyon verimi % 82 ile 0.1 mg/mL ovalbumin derigimi igin elde edilirken en
yuksek % desorpsiyon ve % izolasyon verimleri sirasiyla %21 ve % 17 ile yine 0.1

mg/mL ovalbumin derigimi igin elde edilmistir.
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Sekil 4.44. Farkli Ovalbumin derisimi kullanilarak borat affinite kromatografisi
modunda VPBA bagli-poli(POSS-MA) monoliti ile ovalbumin’in, (A) Adsorpsiyonu
(Mg), (B) % Adsorpsiyonu, (C) Desorpsiyonu (ug), (D) % Desorpsiyonu ve (E) %
izolasyonu. Analiz kosullari; adsorpsiyon tampon ¢dzeltisi: 50 mM, pH=8.5 HEPES,
desorpsiyon tampon ¢ozeltisi: %3’lUk Formik asit ¢ozeltisi, monolit VPBA igerigi: 50

mg, kolon: 300 uym i¢ ¢ap x 140 mm uzunluk, kolona verilen akis hizi: 5 pL/dak.

94




1,2 -
1 4
08 - 0,1 mg/mL
- 0,25 mg/mL
< 0,6 - 0,5 mg/mL
< 1,0 mg/mL
04 -
0,2 -
[ IR T g e T T ]
0 25 50 75 100 125
Zaman (dak)

Sekil 4.45. Farkh ovalbumin derisimleri kullanilarak VPBA bagh-poli(POSS-MA)
monolitik kolonun farkli zamanlarda doygunluga ulasmasi. Analiz kosullari;
adsorpsiyon tampon ¢ozeltisii 50 mM pH=8.5 HEPES, desorpsiyon tampon
¢ozeltisi: %3’lUk formik asit ¢ozeltisi, monolit VPBA icerigi: 50 mg, kolon: 300 uym ig

¢ap x 140 mm uzunluk, kolona verilen akis hizi: 5 yL/dak.

Borat affinite kromatografisi modunda VPBA bagli-poli(POSS-MA) monoliti ile
ovalbumin’in izolasyonu igin yapilan akis taramasinda, ovalbuminin adsorpsiyon
miktari (ug), % adsorpsiyon verimi, desorpsiyon miktari (ug), % desorpsiyon ve %
izolasyon verimlerini gosteren grafikler Sekil 4.46.°da verilmigtir. Akis hizinin
artmasina bagl olarak adsorpsiyon degerlerinde hafif bir artis gorilsede degerlerin
birbirine oldukga yakin oldugu (2 uL/dak igin 0.042 ug, 5 pL/dak igin 0.055 ug, 10
uL/dak igin 0.061 pg,) sdylenebilir. Bu sonug VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik
yapinin akis hizindan bagimsiz olarak belli bir adsorplama kapasitesine sahip
oldugunu gostermektedir. Desorpsiyon miktarlari incelendiginde akis hizinin
artmasina bagl olarak belli bir artis veya azalma olmadigi, sabitligin s6z konusu
oldugunu séyleyebiliriz. izolasyon verimi incelendiginde daha énce de belirttildigi
gibi yukleme miktarinin artmasiyla verim dugmektedir. Akig hizinin artmasina bagl
olarak yukleme miktarinin artigsi meydana gelmektedir. Akis hizinin artmasiyla
ovalbumin izolasyon verimi gézlemlendigi gibi dismektedir. Ovalbumin analizinin
akis hizi taramasinda en yuksek adsorpsiyon verimi %61 ile en yuksek desorpsiyon
verimi % 29 ile ve en yuksek izolasyon verimi % 20 ile 2 plL/dak akis hizinda

gerceklesen analiz i¢in elde edilmigtir.
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Sekil 4.46. Farkh akis hizlarinda borat affinite kromatografisi modunda VPBA bagli-
poli(POSS-MA)) monoliti ile ovalbumin’in, (A) Adsorpsiyonu (pg), (B) %
Adsorpsiyonu, (C) Desorpsiyonu (ug), (D) % Desorpsiyonu ve (E) % izolasyonu
verilmistir. Analiz kosullari; adsorpsiyon tampon ¢dzeltisi: 50 mM Ph=8,5 HEPES,
desorpsiyon tampon g¢ozeltisi: %3’lUk Formik asit ¢ozeltisi, monolit VPBA igerigi: 50

mg, ovalbumin derigimi: 0,5 mg/mL, kolon: 300 ym i¢ ¢ap x 140 mm uzunluk.
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Sekil 4.47.’de farkh akis hizlarinda VPBA bagli-poli(POSS-MA) monolitik kolonun
zamana karsi doygunluk grafigi verilmistir. Sekilde goruldigu gibi kolona verilen
akis hizinin artmasiyla, kolona yuklenen ovalbumin miktari artmaktadir. Sonug

olarak kolon daha kisa surede doygunluga ulasmaktadir.
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Sekil 4.47. Farkh akis hizlarinda VPBA bagh-poli(POSS-MA) monolitik kolonun
farkli zamanlarda doygunluga ulasmasi. Analiz kosullari; adsorpsiyon tampon
¢ozeltisi: 50 mM pH=8.5 HEPES, desorpsiyon tampon ¢ozeltisi: %3’luk formik asit
¢cozeltisi, monolit VPBA igerigi: 50 mg, ovalbumin derigimi: 0.5 mg/mL, Kolon: 300

Mm i¢c cap x 140 mm uzunluk.
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5. SONUGLAR

Tez kapsaminda foto baglatici kullanilarak tiyol-en kimyasiyla yeni MPBA bagli-poli
(POSS-MA) monolitik hibrid yapi sentezlenmistir. Monolitik yapinin hibrid olmasi,
yuksek capraz bag yogunluguna sahip olmasi, cok modlu kromatografi sisteminde
sabit faz olarak kullanilabilir olmasi, tek basamakli bir mekanizma ile tiyol-en
kimyasiyla 30 dakika gibi kisa bir surede hazirlanabilir olmasi, MPBA bagli-poli
(POSS-MA) monolitik yapiya 6zgunluk kazandiran en 6nemli dzelliklerdir.

Ayrica tez galismasi kapsaminda borat affinite kromatografisinde kullanim amaciyla
termal baglatici kullanilarak serbest radikal polimerizasyonu ile VPBA bagli-poli
(POSS-MA) monolitik hibrid yapi sentezlenmisgtir.

MPBA bagl-poli (POSS-MA) ve VPBA bagli-poli (POSS-MA) monolitik yapilarin
SEM analizi ile morfolojik yapi incelemesi, BET analizi ile 6zgul ylzey alanlari ve
g6zenek boy dagihmi tayini, XPS analizi ile monolitik yapi bilesen igeriklerinin
belirlenmesi yapilmistir. SEM goéruntulerine gére monolitik yapilarin  dizgin
morfolojik 6zelliklere sahip olmasi ve monolitik yapinin kolon ¢eperine dizgun bir
sekilde tutunmus olmasi, uygulanan silanizasyon isleminin basarisini ortaya
koymaktadir.

MPBA baglh-poli (POSS-MA) monolitik yap1 alkilbenzenlerin ve ¢ok halkali aromatik
bilesiklerin izokratik ve gradient modda ters faz kromatografisinde ayrimini igin sabit
faz olarak kullaniimistir. Analiz sonucunda analitlerin elisyon sirasinin hidrofobik
Ozelliklerine bagli oldugu ve ters faz kromatografisine uyum saglayarak gergeklestigi
gorilmistir. izokratik kosullarda sabit akis hizi icin asetonitril oraninin artirilmasiyla
teorik kademe yuksekliginde artis gdozlenmektedir. Sabit asetonitril/su orani igin ise
akis hizinin degisimine bagh olarak teorik kademe yuksekliginde bir degisiklik
g6zlenmemektedir. Gradient modda yapilan zaman taramasi analizlerinde yine
zamanin degisimine bagh olarak teorik kademe yuksekliginde bir degisiklik
gozlenmemektedir. Bu durum MPBA bagli-poli (POSS-MA) monolitik kolonun hem
izokratik hem de gradient kosullarda analit allkonma slresinden bagimsiz
performans sergiledigini gdstermektedir.

MPBA baglh-poli (POSS-MA) monolitik yapi ayrica anilin bilesiklerinin hidrofobik/
katyon degisim kromatografisi sisteminde izokratik modda sabit faz olarak
kullaniimistir. Yapilan pH taramasi, asetonitril ve akis hiz taramasi sonucunda pH,

asetonitril orani ve akis hizinin degisimine bagl olarak o-fenilendiamin hari¢ diger
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analitlerin kolonun teorik kademe yuksekliginin degisimine etki etmediklerini
gOstermistir. Hidrofobik modda oldugu gibi hidrofobik etkilesim/katyon degisim
kromatografisi modunda da calisildiginda MPBA bagli-poli (POSS-MA) monoliti,
analitlerin alikonma suresinden bagimsiz kolon performansi sergiledigi goraimustar.
Alkonma suresinden bagimsiz kolon performansi durumu monolitik yapilarin
sentezinde kullanilan 10 metakrilat grup icerikli POSS-MA’nin hem monomer hem
de capraz baglayici olarak gorev almasiyla ¢apraz bag yogunlugunun artmasina
dayanmaktadir.

VPBA bagli-poli (POSS-MA) monolitik hibrid kolon borat affinite kromatografisinde
3-NAD ve ovalbumin izolasyonunda kullaniimigtir.

Analitler igin en uygun desorpsiyon tampon ¢ozeltisini belirlemek igin VPBA bagh-
poli (POSS-MA) monolitik kolonda desorpsiyon tampon ¢ozeltisi taramasi
yapilmistir. Elde edilen veriler degerlendirilerek 3-NAD ic¢in en uygun desorpsiyon
tampon ¢ozeltisi olarak 50 mM pH=10.2 di-sodyum tetraborat secilmistir. Ovalbumin
icin ise %3 formik asit uygun bulunmustur.

Monolitik yapi igerisindeki en uygun VPBA miktarini belirlemek amaciyla farkli VPBA
miktar1 iceren VPBA bagli-poli (POSS-MA) monolitik kolonlar ile analizler
yapilmistir. Elde edilen verilere gore VPBA miktarinin monolitik yapi igerisinde
artmasiyla hem BR-NAD hem de ovalbumine karsi kolon segiciliginin arttig
gorulmustar.

R-NAD analizlerinde VPBA 40 kodlu kolon kullanilirken ovalbumin analizlerinde
VPBA 50 kodlu kolon kullaniimistir. 3-NAD ve ovalbumin derisim taramasi
sonrasinda akig hizi taramasi yapilmistir. Elde edilen verilere gore analit derisiminin
degisimine ve kolona verilen akis hizinin degisimine baglh olarak kolonun
adsorplama kapasitesinde belirgin bir degisikligin olmadigi gézlenmigtir. Bu sonug¢
kolonun analit derisiminden ve akis hizindan bagimsiz kolon performansi

sergiledigini gdstermektedir.
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