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OZET

HIDROFILIK ETKILESIM KROMATOGRAFiSi VE TERS FAZ SIVI
KROMATOGRAFiISi iGiN YENi POLIMETAKRILAT BAZLI
MONOLITIK KAPILER KOLONLARIN HAZIRLANMASI,
KARAKTERIZASYONU VE BiYOKROMATOGRAFIDE KULLANIMI

CEMIL AYDOGAN
Danisman: Prof. Dr. Adil DENiZLIi

Eylul 2013, 91 sayfa

Sunulan bu tez calismasinin amaci, ters faz sivi kromatografisi ve hidrofilik
etkilesim kromatografisi igin yeni polimetakrilat bazli monolitik kapiler kolonlarin
hazirlanmasi ve bu kolonlarin biyokromatografik uygulamalar igcin CEC ve Nano-
LC gibi sistemlerde kullaniimasi olarak belirlenmigtir. Calismanin ilk bolumu, farkh
tipte polimetakrilat bazli kapiler monolitlerin hazirlanmasini ve karakterizasyon
calismalarini igerir. Polimer monolitler, silika kapiler kolonlar kullanilarak, gézenek
yapicl karigim varliginda, in-situ polimerizasyon yontemi ile sentezlendi. Monomer
ve capraz baglayici arasindaki uygun oran olusturulduktan sonra, monolitik
kolonlarin yapisal Ozellikleri, monomer c¢ozeltisi ve gobzenek yapict karisim
arasinda farkli oranlar kullanilarak optimize edildi. Monolitlerin morfolojik yapilari
lizerinde calisildi ve SEM gériintiileri incelendi. ikinci béliimde, hazirlanan kapiler
monolitlerin ayirma performansi kromatografik sistemlerde incelendi. Hareketli faz
olarak, analizlerde genellikle asetonitril ve istenilen pHya ayarh fosfat tamponu
kullanildi. ik olarak, hazirlanan alkil benzen tiirevleri ile monolitlerin kromatografik
ve elektrokromatografik karakterizasyon calismalari yapildi. Ikinci asamada,
monolitlerin hidrofilik ve ters faz etkilesim yonlerinden ayirma performanslarini
incelemek igin fenoller, poliaromatik hidrokarbonlar, benzoik asit tlrevleri, anilinler,
nukleozidler ve bazi proteinler model bilesikler olarak segildi. Ayrica, bu ¢alismada
literatlirde ilk defa, yeni hazirlanan polimer bazli monolit kullanilarak, bazi
sulfonamid antibiyotiklerinin hidrofilik etkilesim uygulamasi incelendi. Elde edilen
sonuclardan hazirlanan yeni monolitik kolonlar ile model bilesiklerin etkili olarak
ayirimini gozlendi. Kolon verimleri, elektroozmotik akis ve bagil standart sapma
degerleri ile hesaplandi.Hazirlanan monolitlerin yuksek verimlilikleri yaninda,
degisen pH ortamlarina dayanikli oldugu goraldu.

Anahtar Kelimeler: biyokromatografi, monolit, ters faz, hidrofilik etkilesim, Nano-
LC, CEC, polimetakrilat



ABSTRACT

THE PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF NEW
POLYMETHACRYLATE-BASED MONOLITHIC CAPILLARY
COLUMNS FOR HYDROPHILIC INTERACTION AND REVERSE
PHASE LIQUID CHROMATOGRAPHY AND THEIR USE IN
BIOCHROMATOGRAPHY

CEMIL AYDOGAN

Doctor of Philosopy, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Adil DENIZLi

September 2013, 91 pages

The goal of the research reported in this dissertation is to develop hydrophilic and
reverse phase polymethacrylate-based monoliths for use in biochromatographic
applications by means of capillary electrochromatography and nano-liquid
chromatography. First part of this research involves the preparation and
characterization of different types of polymethacrylate-based monoliths. The
polymeric monoliths were synthesized by in-situ polymerization in presence of
porogen in fused silica capillaries. After established the appropriate ratios between
monomer and crosslinker, the porous structure of monoliths were optimized by
changing the ratios of monomer solution to porogen. The morphological properties
of capillary monoliths were studied and further examined by Scanning electron
microscope. The second part of this research focuses on the separation
performance of resultant polymeric monoliths in the chromatographic systems with
different mode. Mobile phase used in these studies generally includes acetonitrile
and phosphate buffer adjusted to desired pH values. In the first study of this part,
alkyl  benzene derivatives were used for chromatographic and
electrochromatographic characterization studies. In the second study, to evaluate
the separation performance of the monoliths with respect to reverse phase and
hydrophilic interaction, several groups of hydrophobic and hydrophilic compounds
including phenols, polyaromatic hydrocarbons, benzoic acids, anilines,
nucleosides and proteins were selected. Additionally, the Hydrophilic interaction
chromatography (HILIC) application of some sulfonamide antibiotics was firstly
performed using a newly prepared polar monolith. Our results showed these
model compounds can be baseline separated using the monolithic columns.



The reproducibility of the columns was evaluated by computing the relative
standart deviation values and electroosmotic flow. The monoliths produced were
remarkably robust with high reproducibilities against extreme pH values.

Keywords: biochromatography, monolith, reverse phase, hydrophilic interaction,
Nano-LC, CEC, polymethacrylate.
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1.GiRiS

Kolon teknolojisi 1960°’ll yillarda kesfedilen HPLC ile birlikte 6nemli bir mesafe
almistir. Buna baglh olarak kromatografi galismalari, yiksek etki ve segicilik iceren
ayirma ortamlarinin gelistirimesi ile paralel olarak ilerlemistir. Ozellikle 1990l
yillarin basinda, durgun faz olarak monolitik yapilarin tanitiimasi ile farkli modiu
kromatografik teknikler Gzerine artarak devam eden c¢alismalar literatirde genis
olarak yer almaktadir [1-8]. Monolitik kolonlar, yaklasik 100 yildir kullanilan partikdl
dolgulu kolanlara alternatif olarak ortaya c¢ikarilmis ve geligtiriimiglerdir.
Monodispers partikullerden olusmus ve % 40 lara varan partikiller arasi bosluklari
olan partikul dolgulu kolonlarin monolitik kolonlara gore ¢ok farkli dezavantajlar
vardir. Monolitler tek bir yapi ihtiva ettiginden silanlanma islemi gergeklestirilmis bir
kapiler kolondaki polimerizasyon sonrasinda monolit ile kolon arasinda herhangi
bir bogluk olusmaz. Dolaysiyla, monolitik kolonlar partikul dolgulu kolonlara gore
farkli hidrodinamik 6zellik gosterirler. Monolitik kolonlar inorganik (silika) ve organik
polimer bazli olmak Uzere iki kisma ayrilir [9]. Son zamanlarda hibrit (organik-
silika) yapili monolitik kolonlarda arastirmalarda yaygin olarak kullaniimaktadir
[10]. Silika monolitler, alkoksi silanlarin asit katalizérliglinde polikondenzasyonu
ile hazirlanir. Bu tur monolitik yapilar mekanik olarak kararli ve farkli organik
cozgenlere kargi direnglidirler. Hibrit monolitler yapilarinda inorganik yapili silika ve
organik yapida monomer igerirler. Silika bazli monolitterden daha kolay
hazirlanabilen organik bazli monolitler, farkh kromatografik modlardaki
uygulamalarina ve kullanilan organik monomer c¢esitliligine bagli olarak en sik
kullanilan yapilardir. Organik bazli monolitik kolonlarin olusturulmasinda kullanilan
monomerlere bagl olarak polistiren, poliakrilamid ve polimetakrilat olmak tzere g
farkh tipte organik polimer bazli monolitik yapilar vardir [11]. Polistiren monolitler,
stiren yapili bir monomer ve farkli gapraz baglayicilar kullanilarak hazirlanir. Stiren
hidrofobik bir monomer oldugu igin, bu turde hazirlanan monolitik kolonlar
genellikle ters faz kromatografi modunda kullanilir. Poliakrilamid bazli monolitler
genellikle akrilamid monomeri igerir ve bu monomer hidrofilik karakterde oldugu
icin polar biyomolekullerin analizinde ©6nemlidir. Polistiren ve poliakrilamid
monolitlerden farkh olarak, polimetakrilat monolitler organik bazli monolitlerin en

cok kullanilan turleridir.



Kolon hazirlamasinin kolay olmasi ve 6zellikle istenilen kromatografik moda gore
degisik monomer cgesitliligi bulunmasi sayesinde, polimetakrilat bazli monolitler
kapiler elektro- ve sivi faz sistemlerde biyomolekll analizi i¢cin yaygin olarak
kullaniimaktadir [12-14].

Son yillarda nano dlgekli kimyasal analiz sistemleri (lab-on-a-chip) 6nemli bir ilgi
alani olmus ve artarak devam eden mesafeler almigtir. Nano olgek iceren
sistemlerden kapiler elektrokromatografi (CEC), HPLC ve kapiler elektroforez
sistemlerinin kombinasyonu ile olusturulmus etkili bir kromatografi teknigidir. Etkin
ve segici ayirma kapasitesine sahip olan bu hibrit teknik son yillarda yaygin
kullanimi ile buyik dnem kazanmistir. Belirli amaca uygun hazirinamis bir partikdl
dolgulu veya kapiler monolite elektroforez sisteminde elektriksel alan uygulayarak
yapilan kromatografik ayirma calismalari kapiler elektrokromatografinin ¢alisma
prensibini olusturmaktadir. CEC sisteminde ayirmaya etki eden iki 6nemli faktor
vardir. Bunlardan birincisi surlcu kuvvet olan elektro ozmotik akis varliginda
numunenin bulundugu hareketli faz ve durgun faz arasindaki kromatografik
etkilesim, digeri ise numunelerin yapilarindan kaynaklanan kendi elektroforetik
hareketleridir.

Diger bir nano dlgekli kromtaografi teknigi olan, Nano sivi kromatografi (Nano-LC),
klasik HPLC sistemine gbére daha az kimyasal kullanimi, yiksek segcicilik, kisa
sureli etkin analiz ve MS sistemlerine daha uyumlu olmasi gibi 6zelliklerinden
dolay! son yillarda kromatografik galismalarda siklkla kullaniimaktadir. Partikdl
dolgulu kolonlar kismen monolitik kolonlar ise yaygin olarak Nano-LC sisteminde
biyoayirma icin kullaniimaktadir.

Sunulan bu tez calismasinda, farkli monomerler kullanilarak yeni polimetakrilat
bazli monolitik kolonlar farkli deney kosullarinda sentezlendi. Kromatografik
performanslarinin yaninda monolitlerin gegirgenlik 6zelliklerinin artiriimasi igin
farkh sentez kosullari denendi. Optimum gegirgenlik elde edilmesi sonrasinda
monolitlerin kromatogarfik performanslari alkil benzenler kullanilarak belirlendi.
Elde edilen kromatogramlarla monolitik kolonlarin verim hesaplamalari yapildi.
Hazirlanan ters faz ve hidrofilik karakterli monolitlerin CEC ve Nano-LC
sistemlerinde  biyokromatografi uygulamalari i¢in  fenoller, poliaromatik
hidrokarbonlar, benzoik asit turevleri, anilinler, nukleozidler ve bazi proteinler
model bilesikler olarak segcildi. Ayrica literatirde ilk olarak baz sulfonamid

turevlerinin hidrofilik etkilesim kromatografisi ile analizleri incelendi.
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2.GENEL BILGILER

2.1. Kromatografik sistemler

2.1.1. Kapiler elektroforez (CE)

Kapiler elektroforez bir silika kapiler kolon icerisinde elektriksel alan uygulamasi ile
organik veya biyomolekiillerin hareket ettirilmesi esasina dayanir. ilk olarak 1948
de protein analizinde elektroforez teknigi ile protein analizinde basarili olan Tselius
bu calismalari ile Nobel 6dult almistir [15]. Daha sonra 1980'li yillarda Jorgenson
ve Lukas ilk olarak kapiler icerisinde elektroforez uygulayarak protein analizi
yapmiglardir  [16]. Kapiler elektroforez  sisteminde, protein  yapida
makromolekullerin analizi yaninda ila¢ analizi, ¢evresel analizler, adli bilimlere
yonelik analizler, organik asitler, surfektanlar, inorganik iyonlar ve boyalar gibi ¢ok

cesitli molekullerin etkin sekilde analizi yapilabilir.

Anot Voltaj saglayici Katot

DAD
Dedektor

Kapiler y

—
(+) Elektrot (-) Elektrot
vAg
< =
£ v 4
UV Lamba
inlet tampon Numune Outlet tampon

Sekil 2.1. Kapiler elektroforez sistemi

Genel olarak kapiler elektroforez sisteminin c¢alisma prensibi Sekil 2.1°de
verilmigtir. Buradan goruldugu gibi, silika kapiler kolon, elektriksel voltaj uygulayici,
dedektor, UV lamba, elektrolit ¢ozeltileri ve numune sistemin temel bilesenlerini
olusturur. Kapiler elektroforezde analitlerin analizinde temel surlct glg
elektroozmotik akis (EOF) dir.
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Sekil 2.2. Elektroozmotik akis olusumu

Sekil 2.2'de silika kapiler kolon igerisinde EOF olusumunu gostermektedir. Bazik

kosullarda (veya pH>3.5), silika kapiler ylzeyinde silanol gruplari, negatif yUklG

silanat sekline donlsur ve elektrolit ¢ozeltisinin pozitif iyonlari negatif ylzey

tarafindan ¢ekilerek elektrostatik etkilesim ile elektriksel cifte tabaka olusur.

Elektrolit ¢ozeltisi igerisinde bulunan pozitif iyonlarin ¢ogu ikinci bir dagiima

tabakasinda bulunur ve elektriksel alan uygulanmasi ile pozitif iyonlarin katoda,

negatif iyonlarin anoda dogru hareket etmesi EOF olarak acgiklanir.
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Sekil 2.3. Kapiler kolon igerisine elektriksel alan uygulamasi ve EOF ile analitlerin

hareketi

Elektriksel alan uygulanmis bir kapiler kolondaki iyonlarin durumu Sekil 2.3'de
gOsterilmektedir. Buradanda gorilebilecedi gibi EOF, iyonlarin kendi elektroforetik
hareketleri yaninda iyonlarin hareketine ¢ok buyldk bir etkisi vardir. Kapiler

elektroforez farkli modlarda kullanilir.

i) Kapiler zone elektroforez (CZE)

i) Kapiler jel elektroforez (CGE)

iif) Kapiler izotakoforez (CITP)

iv) Kapiler izoelektrikfokuslama (CIEF)

v) Miseller kapiler elektrokinetik kromatografi (MEKC)
vi) Kapiler elektrokromatografi (CEC)

CE sisteminde analitlerin ayirimi tampon ¢ozelti ile numune ¢ozeltisi kisa sureli
yerdegistirerek numunenin hidrodinamik veya elektrokinetik uygulamasi ile
gerceklestirilir.  Elektroforez ve kromatografi tekniginin kombinasyonu ile

olusturuimus CEC en ¢ok kullanilan CE modlarindan biridir [17].
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2.1.2. Kapiler elektrokromatografi

Kromatografi ve elektroforez kombinasyonu ile olusturulan elektrokromatografi ilk
olarak 1939 yilinda Strain tarafindan boya maddelerinin ayiriminda kullanilmistir
[18]. Strain calismasinda adsorpsiyon kromatografisi teknigi ile alimina kolona
elektriksel alan uygulayarak elektrokromatografi yontemi ile boya maddelerini
ayirmistir. Mould ve Syinge kolloid membran tUzerinde bazi polisakkaritleri ayirma
calismasinda ilk defa EOF olustugunu gézlemlemis ve rapor etmiglerdir [19]. Bu
calismadan yaklagik yirmi yil sonra, Pretorius ve arkadasglari basinca dayali
ayirmaya alternatif olarak EOF’'u 6nermislerdir [20]. 1981 yilinda Jorgenson ve
Lukas 10 um boyutlu silika partiktl dolgulu 170 um i¢ hacime sahip kapiler kolonda
EOF uygulamasini gdstermislerdir [16]. Teorik olarak hibrit teknik olan kapiler
elektrokromatografi kesfedildikten sonra &zellikle 1990’ yillardan itibaren
literatirde siklikla yer almistir [21-24]. Hibrit bir teknoloji olarak CEC, kolon
icerisinde durgun faz icermesi sebebi ile, CE ve HPLC sistemlerinden ¢ok daha
yuksek pik kapasitesi ve seciciligi vardir. CEC sisteminde genellikle az miktarda
hareketli faz kullanilir. Genel olarak bir tanimlama yapmak gerekirse, CEC surlcu
gu¢ olarak elektriksel alan uygulamasi ile durgun faz igeren bir kapiler kolon
icerisinden hareketli faz ve analitlerin hareket ettiriimesi esasina dayanan mikro
Olcekli ayirma teknigidir. CEC yukarida ifade edildigi gibi CE sisteminin

modifikasyonu ile olusturulmustur [25].
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Sekil 2.4. Kapiler elektrokromatografi kombinasyonu

Sekil 2.4’den goruldugu gibi, CEC’de farkl olarak, dolgulu kolon kullaniimasinin
sagladigr avantajin kromatografik yuksek ayirma kapasitesine ve EOF
kombinasyonu ile daha ylksek ayirma performansina dnemli etkisi vardir. Kapiler
elektroforez’'de oldugu gibi CEC de surtcu kuvvet EOF dur. CEC de EOF biraz

daha farkli olarak hareketli faz ve sabit faz arasinda olusan elektriksel cifte tabaka

ile saglanir.




CEC aks profili HPLC akis profili

Sekil 2.5. CEC ve HPLC sistemlerinde akis profilleri

Sekil 2.5’'den goruldagu gibi, struct gug olarak HPLC sisteminde yuksek basing
kullanilmasi parabolik akis olugsmasina neden olurken, CEC sisteminde elektriksel
alan uygulamasi ile suricli gu¢ olarak EOF olusur ve kromatografik
etkilesimlerinde gercgeklestigi diz akis meydana gelir. Dolayisiyla EOF daha

yuksek pik kapasitesi ve etkin ayirim gergeklesmesine neden olur.
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Sekil 2.6. Zwitteriyonik CEC kolonunda anodik ve katodik EOF olusumu [26].

CEC sistemi i¢in hazirlanmis zwitteriyonik kolonda EOF olusum mekanizmasi
Sekil 2.6’da verilmektedir. Sekilde goruldigu gibi hazirlanan reaktif poly(HPMA-
Cl-co-EDMA) monolit taurin ile modifiye edilmistir. Taurin zwitteriyonik bir ligand
oldugu igin modifiye oldugu kolona zwitteriyonik 6zellik kazandirir [26]. Bu tir
kolonlar dusik pH larda anodik EOF, yuksek pH larda katodik EOF gosterme
edilimindedirler. Ticari olarak elde edilebilen ¢ok az sayida uygun polimerik
monomer olmasi sebebi ile, literatirde sinirh sayida zwitteriyonik kolon
hazirlanmis ve kullaniimistir [27-29]. Zwitteriyonik kolon, CEC sisteminde hem
anodik hem de katodik EOF uygulmasini olanakli hale getirir ve ¢ok farkli kimyasal

Ozellige sahip bilesiklerin etkili olarak ayirimini saglar.



2.1.2.1. Elektroforetik hareket

Dolgulu kolon igerisine elektriksel alan uygulandiginda, iyonik bilesikler kendi
elektroforetik hareketleri ve EOF dan dolayi elektriksel glice sahip olacaklar.
Elektroforetik hareket, bilesgin kendi hacim, yuk ve sekli ile ortamin viskozitesine
baghdir. Bir bilesigin elektroforetik hareketliligi agsagida verilen formulle gosterilir
[30];

Me = g/6nna

burada, q iyonik direng, n hareketli fazin viskozitesi, a ise bilesigin hidrodinamik
yarigap! olarak ifade edilir. Esitlikten goraldigu gibi, elektroforetik hareket artan

viskozite ve analitin hacmi yaninda kutle yuk oranina baglh olarak azalir.

2.1.2.2. Alikonma zamani ve hareket
CEC’de bir bilesigin alikonma zamani tr olarak gosterilir ve sivi kromatografi ile
benzerlik gosterir. Kromatografik alikonma faktdrt k ile gosterilir ve asagidaki

sekilde formulize edilebilir;

k= tR-to/ 1o

verilen formulde to alilkonma zamanini gosterir.

2.1.3 Nano sivi kromatografi (Nano-LC)

ik olarak 1988'de Karlsson ve Novotny tarafindan HPLC ye alternatif olan ve
daha yuksek ayirma kapasitesine sahip nano-LC teknigini énerilmistir [31]. Nano-
LC sistemi kisa analiz zamani, gradient modlu hizli akis saglama ve 6zellikle kitle
spektrometresine (MS) daha uyumlu olmasi gibi 6zelliklerinden dolayi 6zellikle son
zamanlarda proteomiks calismalarinda siklikla kullaniimaktadir [26,32-34].
Genellikle nano-LC sisteminde i¢ ¢capi 10-100 ym arasinda degisen ve CEC de
oldugu gibi paket, acgik tubuler ve monolitik yapili kolonlar kullanilir. Kolonlarda 40-
600 nL arasinda hizli akis saglama MS uyumlulugunu oldukga artirir. Mikro sivi
kromatografi (u-LC) sisteminde izokratik modlu ayirmalarda tek bir pompa akisi
saglamaktadir dolayisiyla ylksek segicilik isteyen ayirimlar igin gerekli olan
gradient modlu akis saglanamamaktadir. Bu problem p-LC sisteminde o6zellikle

yuksek secicilik isteyen ayirma calismalarin yapilmasini olanakli kilmamaktadir.
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Nano-LC sisteminde ise p-LC sisteminden farkli olarak gradient modlu hizli akigi
saglayan ikinci bir pompa bulunmaktadir. Bu sistemde hareketli faz da yapilacak
farkh  bir gradient degisikligi sistemdeki ikinci pompa ile Kkolaylikla
uygulanabilmektedir. Sistemde saglanan nano élgekli akis sayesinde ve kullanilan
kapiler kolonun i¢c hacminin azalmasina paralel olarak yapilan ayirmada etkinlik
artar [35].

2.2. Kolon Teknolojisi

Kromatografi galigmalari 1960 ve 1970’li yillarda HPLC sisteminin ortaya gikmasi
ve kullaniimasi ile 6nemli mesafe almis buna bagl olarak kolon teknolojisi Uzerine
son yillarda yapilan bilimsel ¢alismalarda énemli artis olmustur. Kolon teknolojisi
ile ilgili yapilan ilk galigmalarda, ¢aplari 5-10 ym arasinda degisen partikul dolgulu
kolonlar ticarilestirilerek kullaniimistir [35-38]. 1980°li yillarda Guichon ve
arkadaslar arastirmalarinda, ¢aplari 1.5-2 ym arasinda degisen partikul dolgulu
kolonlar kullanmiglardir [39-41]. 1990'h vyillarda Tanaka ve arkadaslarn
polikondenzasyon yontemi ile monolitik silika kolonlari ilk olarak hazirlamis ve
geligtirmiglerdir [42-44]. Svec ve Frechet 1992 de polimer bazli monolitik
matriksleri olusturmus ve 1996 yilinda monolitik yapilari tanitmiglardir [45,46].
Merck firmasi 1999’ da bazi monolitik yapilari (chromolith) ticarilestirmistir [47].
Kolon teghizat malzemeleri genellikle kimyasal inert malzemelerden yapilir ve
mekaniksel olarak 200 MPa basinca kadar dayanikli olmasi gerekir. Ozellikle
partiktl dolgulu kolonlarda énemli bir parametre, kolon igerisinde mikropartiktllerin
kalmasini saglayan fritz materyalleridir [48]. Bu malzemelerin kimyasal olarak
dayanikli olmasi yaninda gézenek yapisinin da uyumlu olmasi gerekir.

Mikro ve nano olgekli kolonlar 1980’li yillarda ¢ok genis kullanim alani bulamamisg
olsa da arastirma laboratuvarlarinda hazirlanarak kullaniimistir. Analitik olarak
kulanilan kolon gesitleri partiktl dolgulu, acik tubuler (open-tubular) ve monolitik
kolonlar olmak Uzere Ug¢ kisma ayrilir [49,50]. Sekil 2.7°de farkh monolitik yapiya

sahip 100 uym ¢apli kolonlarin genel goruntuleri verilmigtir.
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Sekil 2.7. Monolitik kolon A) Acik ttbuler B) Partikul dolgulu C) Monolitik kolon

2.2.1. Partikiil dolgulu kolonlar

Partikdl dolgulu kolonlar, kolon dolgu materyalinin yuksek basing yardimi ile kolon
icerisindeki iki fritz arasina sikistirlmasi ile hazirlanan kolon tirleridir. Partikil
iceren kolonlar gbzenekli (porous), cekirdek-kabuk (core-shell) ve gbzeneksiz
(nonporous) olmak tUzere u¢ kisma ayrilir. Bu tlr kolonlar asagidaki siralamaya

gore hazirlanir [49];

1) kolon malzemesi seg¢imi

i) dolgu malzemesinin secimi ve sentezi
iil) boyut analizi

iv) yuzey turevlendirme ya da modifikasyon
v) paketleme

vi) kolon testi, karakterizasyonu ve yontem validasyonu
Sekil 2.8'de partikil dolgulu kolonlarin SEM gérintileri verilmistir. Yaklasik 5 pym

boyutlu mikropartikil iceren kolona kiyasla, monolitik kolonun daha ylksek

g6zenek icerdigi gorulmektedir.
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Sekil 2.8. Farkh buyuklikte SEM gorantileri alinmig partiktl dolgulu kolon.

Genellikle dolgu materyali olarak silika yada alimina kullanilmaktadir. Partikdil
dolgulu kolonlarda boyut analizi kolon performansi ve kolon kullanilabilirligi
acisindan  6nemli bir parametredir [51-53]. Kolonlarda fizikokimyasal
karakterizasyon 6nemli oldugu gibi, daha da énemlisi kolonun sistemde gosterdigi
kromatografik performanstir [54]. Hedef molekile 6zgu ya da istenilen 6zellikte
hazirlanmis kolon kullanilarak buna uygun kromatografik testler kullanilir. Ornegin
dolgu malzemesi yuksek hidrofobik karakterli ise, hidrofobik alkil benzenler test
bilesikler olarak kullanilabilir veya dolgu malzemesi hidrofilik karakterli ise buna
uygun tiyolre, inosin billesikleri test bilesigi olarak segilebilir. Elektrokromatografik
uygulamalarda ise dolgu malzemesi se¢iminde yukaridaki durumlara ek olarak
elektroozmotik akisi (EOF) saglayacak olan yUkli veya iyonlasabilir gruplara sahip
malzemelerin secilmesi énemlidir. Ozellikle dolgulu kolonlarda, partikiil boyutu
EOF olusumunu saglayan elektriksel ciftetabaka nin kalinhdr ile uygunluk
gosterirse yeterli EOF olugmaz.
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2.2.2. Acgik tubuler (open-tubular) kolonlar

Acik tubuler kolonlar ilk olarak gaz kromatografisinde kullaniimistir [55]. Bu tur
kolonlar genellikle digslk ¢apl kapiler kolonlar icerisinde hazirlanir ve durgun faz
silika kapiler kolonun i¢ yuzeyinde olusturulur. Kolon yluzeyindeki kaplama yada
hazirlanan durgun fazin kararli olmasi i¢in durgun fazin hazirlanma asamasi
onemli bir adimdir. Agik tubuller kolonlarda durgun faz orani ve numune kapasitesi

partikll dolgulu ve monoltik kolonlara gére daha duguktar.

2.2.2.1 Acik tubuler kapiler elektrokromatografi (OT-CEC)

OT-CEC mikro olgekli kapiler biyoayirmalarda son yillarda siklikla kulanilan bir
kromatografik tekniktir [56-60]. Genellikle 50 um veya daha distk caph silika
kapiler kolonlar kullanilir ve daha disuk miktarlarda kimyasal malzeme kullanimi
yaninda etkin analiz yapilabilmesi bu teknigin dnemli avantajlaridir.

OT-CEC sistemi i¢in hazirlanan kolonun i¢ ylzeyinde olmasi gereken yuklu veya
ayirma gruplart asagida verildigi gibi farkh sekillerde kolonun vylzeyinde

olusturulur.

i) adsorpsiyon

i) kovalent baglanma

iii) gozenekli silika tabaka olusturulmasi
iv) daglamadan sonra kimyasal baglanma
v) sol jel yontemi

vi) molekuler baskilama
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Sekil 2.9. Kapiler kolon SEM goérintileri A) Bos kapiler B) Polietilen
modifikasyonlu kapiler kolon

Polietilen fonksiyonlu poli 3-kloro-2-hidroksi metakrilat (poli(HPMA-CI)) acik tibaler
kapiler elektrokromatografi sistemi icin hazirlanan kaplanmig kolon gérintisu Sekil
2.9'da verilmigtir [61].

Kromatografik performanslari yiksek olan gézenek tabakal agik tubudler kolonlar
(PLOT column) hazirlanmis ve kapiler elektrokromatografi sisteminde etkin olarak

protein analizleri yapilmistir [62].

2.2.2.2. Acik tabuler sivi kromatografi (OT-LC)

ik olarak 1957’de acik tiibller kolonlar gaz kromatografisinde kullanilmis yaklasik
20 yil sonra sivi kromatografi de uygulamasi yapilmistir [63]. Sivi kromatografi igin
PLOT kolonlar in-situ polimerizasyon yéntemi ile hazirlanir. Bu teknikte, daha ¢ok
monomer ve az ya da bulunmayacak miktarda ¢arpaz baglayici igeren monomer
¢ozeltisi, baslatici ve ¢ozucu ile birlikte kolona basing yardimi ile injeksiyon yapilir
ve uygun sicaklikta polimerizasyon ile gozenekli yapi olusturulur. Sicaklk ve
polimerizasyon suresi bu tur kolonlarin performansini dnemli dlgude etkiler.
Kromatografik performansi gosteren alikonma faktérli, PLOT kolonun i¢ ylzey
kalinigina baghdir. Sivi kromatografisi i¢cin hazirlanmig PLOT kolonun SEM
gOruntisu Sekil 2.10°da verilmistir.
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Sekil 2.10. Acik tibuler kolonun SEM goruntisu

Ozellikle proteomiks caligmalari igin PLOT kolonlar hazirlanmis ve sivi
kromatografi-kttle spektrometresi (LC-MS/MS) gibi kombinasyon sistemlerde

kullaniimistir [64].

2.2.3. Monolitik kolonlar

Monolitik kolonlar, partikil dolgulu kolonlara alternatif olarak geligtirilen ve son
yillarda kromatografik ayirmalarda yaygin olarak kullanilan materyallerdir. ilk
olarak 1950 lerde Robert Synge tarafindan kullaniimistir [19]. Kubin ve arkadaslari
1967 yilinda duslk gecirgenlige sahip monolitik yapilari hazirlamislardir [65].
1980’li yillarda Hjerten ve arkadaslan jel yapida olusturduklari monolitlerle
calismiglardir [4]. 1992 ve 1996 da Svec ve Frechet ilk olarak monolitik yapilari
tanitmiglardir [2,46]. 1996 yilinda Tanaka ve arkadaslari silika bazli monolitik
yapilari literatirde ilk olarak gostermislerdir [42,43]. 1996 vyillarindan itibaren
gunumuze kadar monolitik kolonlar hazirlanmig ve pek ¢ogu ticarilestirilerek farkli
c¢alismalarda kullaniimaktadir. Monolitik kolonlar hazirlanma sekline gore U¢ kisma

ayrilir;
i) Silika bazh monolitik kolonlar

ii) Hibrit bazli (organik-silika) bazli monolitik kolonlar

iii) Polimer bazli monolitik kolonlar
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Silika bazli monolitler sol jel ydntemi ile hazirlanir. Sol jel yontemi ¢ asama igerir;
i) alkoksi silan molekdltnin hidrolizi, yani silanol gruplarinin olusumu (Si-OH) ii)
alkoksi silan ile silanol gruplari arasindaki polikondenzasyon, yani siloksan
olusmasi (Si-O-Si) iii) suyun silanol gruplari ile kondenzasyonu. Genellikle sol jel
yonteminde, fonksiyonel monomer olarak, tetraetoksi silan (TEOS), gdzenek
olusturucu olarak polietilenglikol (PEG) ve asetik asit baslatici olarak kullanilir.
Silika monolitin morfolojik yapisi monomer karisim orani, gézenek olusturucular ve
¢ozlcu gibi faktorlerden etkilenir. Sekil 2.11 de silika bazli monolitik yapinin SEM

goruntusu verilmistir.

Sekil 2.11. Silika bazli monolitik kolonun SEM goéruntusu
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Hibrit bazli monolitik kolonlarda silika kolonlara benzer olarak sel jel yontemi ile
hazirlanir. Farkli olarak kondenzasyonda 3-aminotrimetoksi silan gibi ikinci bir
fonksiyonlandirilabilir silika ajani kullanilir. Hedeflenen analize uygun organik
ligand hazirlanmis silika yapilya modifikasyonu gerceklestirilerek hibrit monolit
hazirlanir. Hibrit monolitler 6zellikle son zamanlarda literatirde kullanilimaktadir
[66].

Polimer bazli monolitler isil polimerizasyon, radyasyon polimerizasyonu veya
fotopolimerizasyon yontemi ile hazirlanabilir. Polimer monolitler, monomer
karisimi, gdozenek olusturucu sistem yaninda basglaticinin da bulundugu karisim bir
kapiler kolon igerisinde in-situ polimerizasyon ile olusturulur. SEM goruntuleri
alinmig farkli tirden polimer bazli monolitler Sekil 2.12 de verilmistir. Polimer bazli
monolitler; metkarilat bazl, stiren bazli ve akrilamid bazli monolitler olmak Utzere
uc¢ kisma ayrilir, bunlarin arasinda en ¢ok kullanilan monoltiler ise metakrilat bazli
monolitlerdir [67-70].
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Sekil 2.12. Farkli tip ve buyuklikte polimer bazli monolitik kolonlarin SEM
goruntaleri




Genel olarak monolitik kolonlarin hazirlanma prosediirii Sekil 2.13 te verilmistir. ilk
olarak, monomer karisimi ve gobzenek olusturucu sistem baslatici varliginda
karigtirilarak polimerizasyon cozeltisi elde edilir. Silika monolit hazirlamak igin
tetrametoksi silan gibi alkoksi silanlar kullanilir. Daha sonra hazirlanan ¢dzeltinin
kolon igerisine basing ile injeksiyonu yapilir, kullanilan baslatici dikkate alinarak
farkh sicakliklarda ve farkli sire igerisinde polimerizasyon gercgeklestirilir.
Polimerlesmemis monomer yikama ile kolondan disari atilir, boylece monolitik

kolon hazirlanmis olur.

Monolitler tek bir yapi intiva etmektedir. Ozellikle, Nano-LC ve CEC gibi sistemlere
uygun olarak hazirlanan mikro o6lgekli kapiler kolonlar etkin kromatografik ayirim
saglamiglardir [71]. Monolitik kolonlar, kolay hazirlanma, hedef molekille uygun
olarak ylzey modifikasyon yapilabilmesi, yuksek gecirgenlik ve ylksek verimlilik
gibi avantajlari vardir. Hizli gelisen mikro ve nano olcekli kromatografik sistemler
ve MS kombinasyonlarinda yaygin olarak kullanilan monolitik yapilar ve bunlarin
kompleks biyo ortamdan secici analizlerin yapilabilmesi i¢in kullanimi proteomiks

ve metabolomiks gibi galismalarda da ¢ok 6nem arzetmektedir.
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Sekil 2.13. Polimer bazli monolitik kolon olusturulmasi dizenegi

Tek yapi ihtiva eden ve partikil dolgulu kolonlara gore buyuk avantaji olan

monolitler gdzenek buyuklugune gore ug farkl sinifa ayrilir [72].

i) Mikrogbdzenekli yapilar, boyutlari 2 nm’den daha dusuktar.
ii) Makrog6zenekli yapilar, boyutlari 50 nm’den daha buyuktur.

iii) Mezogbzenekli yapilar ise boyutlari 2-50 nm arasindadir.

En c¢ok kullanilan mezogodzenekli monolitik yapilar yuksek gecirgenlige sahip
olmak ile birlikte boyutlari ortalama 130 A ve yiizey alanlari yaklasik 300m?g dir.
Kromatografik kosullarda teorik olarak yuksek verim elde etmek ic¢in bir molekdlin
kullanilan kolon igerisinden hizli gegmesi (erken analiz) ve etkili ayirmasi énemli
parametrelerdir. Kromatografik performansin artirilmasina bagh olarak farkli

uygulamalar yapilabilir.
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Yuksek gecirgenlik, hizli kitle transferi, kolay modifikasyon ve degisken pH
ortamlarindaki kararhlik gostermesinden dolayr monolitik kolonlar ilaglar,
nukeozidler, peptitler, metabolitler, proteinler gibi mikroboyutlu biyomolekullerden
makroboyutlu biyomolekillere pekgok bilesigin analizi igin ideal malzemelerdir.
Sekil 2.14’de gosterildigi gibi, BMA bazli monolitik kolon kullanilarak 5 farkh

proteinin etkili olarak ayirimi saglanmistir [73]

Myoglobin

1

Cytochrome C

Ribonuclease A ”

mAU

Ovalbumin

A

0 2 4 6
Alikonma zamani (dak)

Sekil 2.14. Proteinlerin ayirma kromatogrami
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2.2.3.1. Monolitlerin yuzey modifikasyonlari (Post-functionalization)

Afinite kromatografisi, proteomiks c¢alismalari, immobilize enzim rektorlerinin
hazirlanmasi ve enzim aktivite incelemesi, kiral analizler ve daha pek c¢ok
uygulama igin hazirlanmis reaktif polimerik monolitler uygun ligandlar kullanilarak
modifiye edilmistir [12]. Cok farkh yontemler ile monolitik kolonlarin modifikasyonu
gerceklestirilebilir. Modifikasyon igin monolitik kolon hazirlamada en fazla
kullanilan monomer, reaktif epoksi halkasina sahip GMA dir. Yuzey gruplarin
reaksiyonu, en sik kullanilan modifikasyon tirtduar. Bu uygulama ile anyon, katyon
degistirici monolitler hazirlanabilir. Genellikle bu amag icin glisidil metakrilat (GMA)

monomeri ile hazirlanmig monolitler kullanilir.
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Sekil 2.15. GMA yapisindaki epoksi grubunun farkli tepkenler ile degisimi I)
Aminasyon tepkimesi, IlI) Alkilasyon tepkimesi, Ill) Silfonasyon tepkimesi, V)
Hidroliz tepkimesi, V) Karboksi metilasyon tepkimesi VI) Boronik asit
modifikasyonu [12].
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Sekil 2.15'den goruldugu gibi GMA yapisindaki reaktif epoksi halkasi degisik
tepkenler ile modifikasyon tepkimesi verir. Bu tur tepkimeler sonrasinda elde
edilen yap! hedef moleklile daha fazla bir 6zgullik kazanmistir. En 6nemli
monolitik ylzey modifikasyonlardan biri, biyoafinite kromatografisi icin 6zgul
ligandlarin  modifikasyonudur. Monolitik kolonlarin  afinite  yontemi igin

fonksiyonellendirmeleri i¢in ¢cok sayida metod vardir.
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Sekil 2.16. GMA bazli monolitik yapida mevcut olan reaktif epoksi grubu ile
hidroksi gruplari Gzerinden biyofonksiyonlandirma [12].
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Sekil 2.16’dan goruldugu gibi GMA bazli monolitik yapida mevcut olan reaktif
epoksi grubu ve hidroksi gruplart  Uzerinden  biyofonksiyon’landirma
yapilabilmektedir. Glisidil metakrilat yapisinda aktif epoksi halkasi icerdiginden bu
tir monolit Gzerinde kolaylikla uygun ligand modifikasyonu yapilabilir. EI Rassi ve
arkadaslari GMA ve EDMA kullanarak hazirladiklari monoliti mannan ile modifiye
etmislerdir ve bu afinite karakterli monoliti mannoz bagli proteinlerin ayiriminda
kullanmiglardir [74]. Pan ve arkadaslari GMA ve TRIM kullanarak hazirladiklari
monoliti protein A ile modifiye etmislerdir. Hazirlanan monolit mikro dlgekte hlgG

analizinde kullanmiglardir [75].

2.3. Polimetakrilat bazli monolitik kapiler kolonlar

Biyomolekdillerin  kromatografik analizinde polimetakrilat bazli monolitler son
yilllarda siklikla kullaniimislardir. Kolay hazirlanabilirligi yaninda etkin ayirma
potansiyeli, hazirlanmasinda kullanilacak polimerik monomerlerin c¢esitliligi gibi
Ozelliklerinden dolay! polimetakrilat bazli monolitlerin kullanimi daha fazla tercih
edilmistir. Polimetakrilat bazli monolitler daha ¢ok termal baslaticili serbest radikal
polimerizasyonu ile hazirlanir. Diger bir sentez yontemi ise “High Internal Phase
Emulsion” (HIPE) polimerizasyon teknigidir. ik olarak bu yéntemi 2005 yilinda
kullanan Krajnc ve arkadaslari yiuksek gézenekli monolit elde etmislerdir [76]. Bu
tar monolitlerin hazirlanmasinda daima monomer olarak stiren ve ¢arpaz baglayici

olarak ise divinilbenzen kullanilir.

Daha cok kullnilan termal baglaticili polimerizasyon yontemi ile polimetakrilat bazli
monolitlerin hazirlanmasinda monomer sec¢imi, polimerizasyon sicakhgi, gézenek
olusturucu sistem ylksek performansa sahip gegirgen monolitin elde edilmesinde
onemli faktorlerdir. Genel olarak polimerizasyon sureci agagida verilmigtir. i) yeterli
sicaklikta baslaticinin bozulmasi ile polimerizasyon baslar ve polimer zincirlerinin
blylmesi gerceklesir. ii) Reaksiyon karisiminda olusan polimer zincirlerinin
¢O6znurligu azalir ve polimer zincirleri ¢ekirdek olusturmak Gzere ¢oker. iii) Olusan
cekirdekler ortamdaki monomerler ile hacimsel olarak buylr ve mikroklre seklinde
yapilar veya topak (agregat) lar olusur. Sonug¢ olarak morfolojik yapinin olusmasi
ile reaksiyon sonrasinda ortamda daha ¢ok kati ve daha az sivi olmak Uzere iki faz
olusmustur. Sivi faz yani gbzenek yapici sistem yikama ile uzaklastiriir ve

g6zenekli monolitik yapi elde edilir. Polimerizasyon sicakligi yuksek gézeneklige
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sahip, verimli monolitlerin elde edilmesinde Oonemli bir parametredir. Yuksek
sicakliklarda, baglaticinin hizli bozunmasi ile zincirlerin buyimesi hizli olmaktadir.
Buna bagl olarak ¢ekirdek hacmi blyur ve gézenek hacmi (pore size) kugulur.
Hizli polimerizasyonun gergeklesmesi es boyutlu gozenek yapi olusumunu
engeller dolaysiyla monolitik yapi olusumunda dusuk sicakliklar tercih edilir.
Baglatici sec¢imide polimerizasyonda onemlidir, 6rnegin poligliserol dimetakrilat
bazli monolit hazirlarken diger parametreleri sabit tutarak, 2,2-azobisizobutironitril
(AIBN) yerine 2,2-azobis-(2,4-dimetil)valeronitril (ADVN) kullanilirsa
mezogobzenekli yapi yerine makrogozenekli yapi olusmasi gozlenecek dolayisiyla
monolitin yiizey alan 143 m?g den 93 m?g e diisecektir [77]. Gézenek yapici
sistem ile birlikte bunlarin arasindaki uygun oranin secimi, istenilen Olgude
gbzenek yapili metakrilat bazli monolitlerin sentezinde en énemli parametrelerden
biri yada en 6nemlisidir diyebiliriz. Cinkli monomer ve ¢arpaz baglayici arasindaki
oran ya da baslatici tarl sabit tutuldugunda, gdzenek olusturucu sistemin
degistiriimesi, olusan polimerik monolitin gézenek yapisini etkiler. Gbzenek
olusturucu sistem monolit olusumu icin ya iyi bir ¢dzgen ya da zayif bir ¢ézgendir.
Eger secilmis olan gdzenek olusturucu sistem iyi ise, yukarida ifade edildigi gibi
polimerizasyonda faz ayrilmasi daha sonra gerceklesecek ve daha kuguk boyutlu
gbzenekler olusacaktir, dolayisiyla gdézenek olusturucu ¢oézgenin sec¢imi dikkate
alinmali monomer ve ¢ozgenin c¢ozlnebilirlik () uyumu cok iyi olmalidir [78].
Polimetakrilat bazli monolitlerin hazirlanmasinda diger 6nemli faktorler ise
monomer segimi ve c¢arpaz badlayicidir. Segilen monomerin o6zellikleri uygun
gbzenek olusturucu sistemin tercih edilmesini ve uygun oranlarda karigimini
gerektirir. Ornegin GMA ve HEMA bazli monolitik kolonlarin hazirlanmasinda farkli
oranlarda dodekanol ve siklohegzanol kullaniimigtir. Her iki monolitik yapi igin
benzer gbzenek hacmi olusturmak icin HEMA monomerli polimerizasyon
¢Ozeltisinde daha az dodekanol kullaniimigtir. Bu durum monomerlerin yapisal
Ozelliklerinden ileri gelmektedir [79]. Metakrilat monolitlerde, etilen dimetakrilat
(EDMA) en ¢ok kullanilan g¢apraz baglayicidir. Carpaz baglayici monolitik kolonun
yapisini etkileyebilir. Ornegin EDMA vyerine daha hidrofilik bir carpaz olan
polietilenglikoldimetakrilat (PEGDA) kullanildiginda ayni etkiyi gostermedigi
gorulmustar [80].
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Polimetakrilat bazli monolitik kapiler kolonlarin karakterizasyon c¢alismalarinda
degisik teknikler kullanilmigtir. Gozenek 6zelliklerinin belirlenmesinde en yaygin
teknikler taramal elektron mikroskobu (SEM), atomik kuvvet mikroskobu (AFM)
dir. SEM ¢ok yogun olarak kullanilan gérintileme teknigidir. Ancak 50 nm ve daha
asagisini yani mezogozenekli yapilarin morfolojik 6zellikleri hakkinda bilgi vermez.
Bu teknigin uygulanmasi i¢cin monolit yuzeyinin kararl ve yalitkan olmasi gerekir.
Genellikle polimerik monolitin SEM goérintlsu alinirken yluzeyde metal kaplama
yapiimasi gerekir. AFM sisteminde nemli ya da islak olan monolitlerin analizi
yapilabilir, bununla birlikte elde edilen topografik goruntulerle monolitin ylzey alani
ve gbzenek hacmi belirlenebilir. Civa porozimetri monolitin gézenek hacminin
belirlenmesinde en ¢ok kullanilan tekniktir [81].

Bu analizin yapilmasi igin yeterli basinca ihtiya¢ vardir. Uygulanan basing ile civa

gOzeneklere girer ve uygun matematiksel dontsumlerle ylzey alani hesaplanir.

2.3.1 Biyokromatografik uygulamalari
Stiren bazli monolitlere benzer olarak hidrofobik 6zellikte olan polimetakrilat bazl
monolitler, iyon degistirici, hidrofilik etkilesim gibi ¢ok farkli modlarda hazirlanmis

ve kromatografik uygulamalarda kullaniimiglardir [82-87].

2.3.1.1. Ters faz polimetakrilat bazli monolitik kolonlar

Genellikle ters faz kromatografi, hidrofobisitesi yiksek bir kolon veya materyal
icerisinden polar hareketli faz gecerken hidrofobik molekillerin adsorbe olmalarina
dayanan kromatografik ayirma teknigi olarak bilinir. Ters faz kromatografide polar
hareketli faz da bulunan organik igerigin miktari artirilirsa hidrofobik molekullerin
etkilesimi azalacaktir.

Polimetakrilat bazli monolitler makromolekullerin ayirimi icin kullaniimalarina
ragmen kuglk organik molekullerin ayrilmasinda siklikla kullaniimistir. Jiang ve
arkadaslari 100 um c¢apli stearil metakrilat bazli ters faz monolit hazirlayarak zayif
asit, notral ve bazik bilesikleri analiz etmislerdir [88]. Aydogan ve arkadaslari ters
faz ozellikte butil metakrilat bazli monolit sentezleyerek asdik, bazik ve noétral
bilesiklerin ayiriminda kullanmiglardir [83]. Protein ve peptitlerin ayirma
calismalarinda genellikle poli(stiren-co-divinilbenzen) monolitleri kullaniimasina
ragmen, butil metakrilat bazli monolit kullanilarak proteinlerin ters faz kromatografi

yontemi ile ayirmalari saglanmistir [73]. Ters faz kromatografiden biraz daha farkl
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olarak hidrofobik etkilesim kromatografi (HIC) tekniginde ise analizi yapilacak
numunenin kolon igerisine yuksek derisimli tuz icerisinde (genellikle (NH4)>,SO,)
gradient modlu uygulamasi s6z konusudur. Hemstrom ve arkadaslari farkli
hidrofobisiteli kapiler monolitler hazirlayarak HIC teknigi ile etkili protein ayirmini
gerceklestirmislerdir [89]. Aydogan ve arkadaslari hazirladiklari boronik asit
modifiye edilmis lauril metakrilat monolitler ile glikoproteinlerin etkilesimlerini

incelemiglerdir [13].

2.3.1.2. Hidrofilik polimetakrilat bazli monolitik kolonlar

Hidrofilik etkilesim kromatografisi (HILIC) polar biyomolekillerin analizi i¢in 1990
yillarin basindan gunumuze kadar kullaniimig ve kullaniimakta olan onemli bir
kromatografi teknigidir. Hidrofilik etkilesim kromatografisi polar durgun faz yaninda
hareketli faz igerisinde yuksek oranda organik icerik ve dusuk oranda su
kullanilarak yapilir ayni zamanda ters faz kromatografi metodlari icin zor olan polar
biyomolekullerin analizinde ¢ok etkilidir.

HILIC uygulamalarinda hareketli faz icerigi (ACN> %60) oraninda ve su yada
dusuk derisimli (5.0 mM) fosfat tamponu kullanilir.

Hidrofilik monolitik kolonlar Gzerine son yillarda yapilan galismalar ¢ok fazla dikkat
cekmistir [90]. Son yillarda biyomolekillerin monolit bazli HILIC uygulamalari
Uzerine artan ilgi olmasina ragmen, ticari olarak elde edilen alternatif polar
monomer olmamasi, elde edilen polar monomerlerin sinirli sayidaki ¢ézgenlerde
¢bzunmesi veya gobzenek optimizasyonu gibi problemlerden dolayl ¢ok fazla
uygulama alani bulamamislardir. Holdsvendova ve arkadaslari hidroksimetil
metakrilat bazlh hidrofilik monolitik kolon hazirlayarak polar bilesikler olan
oligonukleotidlerin ayirimini yapmislardir [91]. Hosoya ve arkadaslari nikleik asid,
peptit ve protein analizi igin epoksi bazli hidrofilik monolit hazirlamislardir [92].
Zwitteriyonik polimetakrilat bazli silfo betain monolit ile benzoik asit turevleri,
nikleozidler ve noétral bilesiklerin ayirimi HILIC modunda incelenmistir [93].
Aydogan ve arkadaglari literatirde ilk olarak 3-chloro-2-hidroksi propilmetakrilat
bazli hidrofilik monomer kullanmis ve taurin modifiye edilmis reaktif monolit
hazirlamiglardir. Hazirlanan hidrofilik monolit ile ndkleozidlerin etkili ayirimini

gerceklestirmislerdir [26].
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2.3.1.3. lyon degistirici polimetakrilat bazli monolitik kolonlar

lyon kromatografi modern bir uygulamasi olarak iyon degisim kromatografide y(ikli
bilesiklerin ayrilmasi saglanir. Cozelti igerisinde iyonizasyona ugrayan bilegsiklerin
analizi igin iyon degistirici polimetakrilat bazli monolitler kullanilir ve iyon
degistirme en sik kullanilan kromatografik modlardan biridir. Proteomiks ve
metabolomiks uygulamalarinda iyon degistirici monolitler siklikla kullaniimaktadir
[91]. iyon degistirici monolit hazirlamak icin daha ¢ok fonksiyonlandirilabilen GMA
bazli monolitler kullanilir. Ornegin, peptit ayirimi icin GMA bazli monolit gigli
anyon degistirici bir ajanla modifiye edilmigtir [94]. Quaterner amonyum modifiye
edilmis GMA bazli monolit sentezlenmis ve nukleotid mono-, di-, trifosfat ve
oligonukleotidlerin ayirmi yapilmistir [95]. Butil metakrilat bazli gugli anyon
degistirici 6zellige sahip monolit ile yedi sakkarid turevi 10 dakikadan daha kisa
surede analiz edilmigtir [6]. Aydogan ve Denizli literatirde ilk defa butil metakrilat
bazli zayif katyon degistirici monolitler sentezlemis ve bunlari optimize ederek

amino asit analizinde kullanmislardir[69].

2.3.1.4. Afinite polimetakrilat bazli monolitik kolonlar

Ik olarak 1960’I yillarda gelistirilen Afinite kromatografisi (AC) protein ayirimi igin
onemli bir tekniktir [96]. AC teknigi, hedef biyomolekil ve ona 6zgu polimer
matrikse immobilize edilmis ligand arasindaki etkilesim esasina dayanir. Genel
olarak, uygun kosullarda hedef molekllin liganda baglanmasi saglanir ve
istenmeyen molekuller yikama ile uzaklastirilir, daha sonra matrikse bagl hedef
molekul kullanilan desorpsiyon c¢ozeltisi ile saf halde elde edilir. Bu teknikte
kullanilan ligandlar genel ve 6zgul ligandlar olarak iki kisma ayrilabilir [97]; Genel
ligandlara 6rnek olarak, boyalar, metal iyonlari, protein A ve protein G verilebilir.
Ozgiil ligandlara ise enzimler, antijen ve antibadiler, hormonlar érnek olarak
verilebilir.

Zou ve arkadaslari GMA bazl monolit Gizerine protein A immobilizasyonu ile insan
immudnoglobulinlerini (hIgG) analiz etmigtir [75]. E.F Hilder ve grubu yaptiklari
calismada polietilen glikol bazli monolit hazirlayarak immunoglobulin G altbirimleri
ve varyantlarini analiz etmiglerdir [98]. Metakrilat bazli monolitik kolonlar, boya
ligand afinite  kromatografisi yéontemi ile proteinlerin  afinite  bazli
biyokromatografisinde kullanmiglardir [99].
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2.3.1.5. Molekiler baskilanmig polimetakrilat bazli monolitik kolonlar
Molekuler baskilama teknigi, bir analitin baglanma yonu ile yapisal, hacimsel ve
fonksiyonel 6zellikleri butin olarak bir polimer matriks igerisinde tanimlayici bir yer
olusturan ve ayni analit icin 6zgullik iceren bir teknolojidir [100]. Molekuler
baskilanmis polimer (MIP) genellikle bir yada iki farkh polimerik monomer, analit
(template), carpaz baglayici, gbzenek olusturucu ve baslaticinin karisimiyla
hazirlanan polimer c¢ozeltisinin polimerlesmesi ile hazirlanir. Polimerizasyon
sirasinda fonksiyonel monomer ve analit arasinda kompleks yapi olusur ve ¢arpaz
baglayici ile G¢ boyutlu polimer matriks hazirlanir. Yikama sonrasinda analit
polimerik yapidan uzaklastirilir ve kalan bosluklar analite 6zgu 6zellikler gosterir.
Farkh biyomolekuller igin ¢ok sayida polimetakrilat bazli molekuler baskilanmig
kapiler monoltik kolonlar hazirlanmistir. Bu tur monolitik kapiler kolonlarin
hazirlanmasinda karboksilik asit fonksiyonel grubu igeren MAA kullnilmigtir [101].
Literatirde genellikle kuguk yapili organik molekullere 6zgu kapiler MIP kolonlar
hazirlanmistir [102]. Ancak son zamanlarda makroyapili proteinlerin de monolitik

kapiler kolonlar icerisinde baskilanmasi ¢alismalari devam etmektedir [103-105].

2.3.1.6. Kiral polimetakrilat bazli monolitik kolonlar

Enantiyoayirmalar, ayrima bilim ve teknolojisinde onemli bir arastirma alanir.
Kromatografi calisan bilim insanlari enantioayirma calismalarina buiylik 6nem
vermiglerdir. Bir bilesigin enantiyomerleri bulunduklari biyolojik ortamlara bagl
olarak farkli biyolojik aktiviteye sahiptirler [106]. Farkl biyoortamlarda bulunan
enantiyomerlerin farkli biyolojik aktiviteye sahip olmalari nedeni ile CE, CEC,
HPLC gibi sistemlerde yaygin olarak kiral ayirma ¢alismalari yapilmistir [107]. Bu
calismalar genellikle uygun kiral kolon kullaniimasi ile gergeklestiriimistir. Farkl
Ozellikte kiral kolonlar hazirlanarak arastirma amagcl kullaniimistir.  CEC

sisteminde 4 farkh yapida kullanilan kiral monolitik kolonlar mevcuttur [107-110];

1) Partiktl uyumlu monoltiler
ii) Silika monolitler
iif) Polimer bazli monolitler

iv) Molekuler baskilanmis monolitler
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Polimer bazh kiral monolitik kolonlar genellikle ya direk polimerizasyon yontemi ile
yani metakrilat bazli kiral selektor 6zelligine sahip monomerlerin kullanilmasi veya
bir kiral ligand ile polimerizasyon sonrasi monolitin modifikasyonu ile hazirlanir
[111]. Proteinler, antibiyotikler, Crown eterler, aminoasitler, polisakkarit tlrevleri
kiral ligand olarak kullaniimiglardir. Aydodan ve Denizli MAGA vy kiral selektor
olarak kullandiklari c¢alismada hazirladiklari kiral kolon ile amino asitlerin

enantiyomerlerini Sekil 2.17°den goruldugu gibi etkili olarak ayirmiglardir [112].
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Sekil 2.17. Kiral monolitik kolon ile amino asitlerin enantioayriimasi
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kromatografik analiz sistemleri

Kapiler elektrokromatografi deneyleri Hollanda yapimi Prince CEC-760 sisteminde
yapildi. Sekil 3.1°de gduldugu gibi, Prince CEC-760 sistemi, diyot array dedektor
(DAD), UV lamba ve elektriksel guc¢ sadlayicisi igermektedir. Ayrica sistemde
analiz i¢cin uzun Kkapiler (long capillary) modu secilmigtir. Kapiler kolonlarin

sartlandiriimasinda yHPLC pompa kullaniimistir.

Sekil 3.1. Prince CEC-760 sistemi

Nano-LC deneylerinde, Sekil 3.2’de veril nano akis iceren Ultimate 3000
kromatografi sistem (Dionex Technologies, Minih, Almanya) kullanildi. Sistem
ultimate 3000 pompa, ultimate 3000 nano akis ayarlayici, ultimate 3000 oto

sampler ve ultimate 3000 RS degisken dedektor iceren kisimlardan olusmaktadir.
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Sekil 3.2. Ultimate 3000 Nano-LC sistemi

3.2. Materyal

Polimetakrilat bazli monolitik kolonlar hazirlamak igin butilmetakrilat (BMA),
hidroksietilmetakrilat (HEMA), lauril metakrilat (LMA), 3-kloro-2-hidroksipropil
metakrilat (HPMA-CI), N-metakroil-L-glutamik asit (MAGA), vinil fenil boronik asit
(VPBA) ve capraz baglayici olarak etilendimetakrilat (EDMA) kullanildi. Ayrica
deneysel c¢alismalarda kullanilan polimerik monomerlerin yapisi Sekil 3.3'de

verilmistir.
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Sekil 3.3. Polimetakrilat monolitik kolon sentezinde kullanilan monomerlerin
kimyasal yapilari; A) BMA, B) LMA, C) MAGA, D) HEMA, E) HPMA-CI, F) MAA, G)
Carpaz baglayici EDMA
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Kromatografik karakterizasyon calismalarinda benzen, toluen, etilbenzen,
propilbenzen ve butilbenzen gibi alkilbenzen turevleri kullanildi. Biyokromatografi
calismalarinda, poliaromatik hidrokarbonlar (PAH), benzoik asit tirevleri, anilinler,
fenolik bilesikler, nukleosidler, proteinler ve bazi sllfonamid antibiyotikleri
kullanildi. Kullanilan bu bilegiklerin yapilari Sekil 3.4 ve Sekil 3.5'de verilmigtir.
Tam analitler Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi. Kolon hazirlamak igin,
uretimi Polimikro Teknolojileri tarafindan yapilan i¢ ¢api 100 ym ve dis ¢api 360
Mm bos fused-silika kapiler kolonlar kullanildi. Silanlama ajani 3-trimetoksi silil
propilmetakrilat (TMSPM), Sigma-Aldrich firmasindan temin edildi. Deneysel
calismalarda genellikle fosfat tamponu kullanildi. Tampon hazirlamak igin
monobazik NaH,PO, ve dibazik Na,HPO, tuzlari, ortamin pH sini ayarlamak igin
HCI, NaOH stok ¢ozeltileri, dimetil formamid (DMF) Merk firmasindan alindi.
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Sekil 3.4. Kromatografi uygulamalari igin kullanilan kiigik organik bilesiklerin
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3.3. Deneysel yontemler

3.3.1. Silanizasyon

Deneysel calismalarda kullnilan fused-silika kapiler kolonlarin toplam uzunluk 38
cm ve etkin uzunluk (monolit igeren kisim) 30 cm olarak ayarlandi. Asagida ifade
edilen silanizasyon iglemleri icin CEC sisteminde 750 mBar basin¢ uygulandi.
Polimerizasyon ¢ozeltilerinin kolon igerisine enjeksiyonundan o©nce kolonlarin
ylizeyi aktif hale getirildi. ik olarak uygun dlgiimlerde hazirlanan kolondan sirasiyla
3 saat 0.2 M NaOH c¢ozeltisi, 30 dakika deiyonize H,O, 30 dakika N, gazi ¢egcirildi,
daha sonra TMSPM ve MeOH (50:50) oraninda hazirlanarak kolon igerisinden
yaklasik 1 saat sure ile gegcirildikten sonra kolon uglari septumlarla kapatildi ve
35°C de su banyosunda 20 saat sure ile bekletildi. Su banyosundan cikarilan
kolondan yaklagik 30 dakika metanol ve 30 dakika N, gazi gecirilerek kolonun ig
yuzeyi aktif (vinilize) hale getirildi. Hazirlanan tim kolonlar igin benzer silanizasyon

islemi uygulandi.

3.3.2. Polimerik monomer seg¢ilmesi

Tez kapsaminda ters faz ve hidrofilik polimetakrilat monolitik kolonlarin
hazirlanmasi planlandigi i¢in hidrofobik ve hidrofilik karakterli monomerler segildi.
Ters faz monolit hazirlamak igin hidrofobik karakterli LMA, BMA ve hidrofilik
monolit hazirlamak igin hidrofilik karakterli HEMA ve yeni reaktif bir monomer
olarak HPMA-CI kullanild1.

3.3.3. Poli(BMA-EDMA-MAGA) monolitik kapiler kolonlarin hazirlanmasi

Polimerizasyon ¢oézeltisi hazirlamak icin 0.70 mL BMA, 0.35 mL EDMA ve farkh
miktarlarda MAGA kullanildi. Gézenek olusturucu olarak 2.6 mL DMF ve 0.34 mL
fosfat tamponu (5.0 mM, pH 7.0) kullanildi. Ayni kosullarda hazirlanmis BMA bazli
monolitlerin polimerizasyon ¢ozelti icerikleri Cizelge 3.1’de verilmigtir. CEC
sisteminde 750 mBar basing uygulayarak hazirlanan polimerizasyon ¢ozeltileri 38
cm silanize edilmis kolonun 30 cm lik (isaretleyerek) kismina injekte edildi. Dolgulu
kolon 50°C sicaklikta 20 saat su banyosunda bekletildi, daha sonra pHPLC
pompasina baglandi ve etanol ile 3uL/min akis uygulayarak 2 saat yikandi.
Hazirlanan monolitik kapiler kolonunun isaretli kismindan 151k gegmesi igin gakmak
ile yakilarak poliimid tabakasi kaldirildi ve monolitik kolon CEC sisteminde

kullanima hazir hale getirildi
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Cizelge 3.1. BMA bazli monolitik kolonlarin hazirlanmasinda kullanilan
polimerizasyon ¢ozeltilerinin icerdigi madde miktarlari

Kolonlar | BMA EDMA | MAGA DMF PB AIBN
(mL) (mL) (mg) (mL) (mL) (mg)

A 0.7 0.35 1 2.6 0.34 3

B 0.7 0.35 5 2.6 0.34 3

C 0.7 0.35 10 2.6 0.34 3

D 0.7 0.35 40 2.6 0.34 3

E 0.7 0.35 40 2.5 0.55 3

F 0.7 0.35 40 2.1 1.05 3

G 0.7 0.35 40 1.8 1.25 3

3.3.4. Poli(LMA-EDMA-VPBA) monolitik kapiler kolonlarin hazirlanmasi

LMA bazli monolitik kolonlarin hazirlanmasinda PEG ve MeOH gdzenek
olusturucu sistem olarak segildi. Monomer ¢ozeltisi 0.75 mL LMA, 0.75 mL EDMA
farkh miktarlarda VPBA igerdi. Olusturulan monomer ¢ézeltisi buz banyosunda
(yaklasik -4°C) bir sure bekletilerek homojen ¢ozelti elde edildi. 1.0 mL metanolde
5 mg AIBN ¢6zindu ve 2.0 mL PEG ilave edilerek baslatici iceren gbzenek yapici
sistem monomer ¢oOzeltisine eklendi bdylece polimerizasyon ¢ozeltisi hazirlandi.
LMA bazli monolit hazirlanmasi igin polimerizasyon karisimlari Cizelge 3.2’de
verilmigtir. Daha Once ifade edildigi gibi CEC sisteminde 750 mBar basing
uygulayarak kolonlar dolduruldu ve 50°C de 20 saat su banyosunda bekletildi.
Sentezlenen LMA bazli monolitik kapiler kolonlar metanol ile 3 uyL/min akis
uygulayarak 2 saat yikandiktan sonra Nano-LC de ters faz uygulamalari i¢in hazir

hale getirildi.

Cizelge 3.2. LMA bazli monolitik kolonlarin hazirlanmasinda kullanilan
polimerizasyon ¢ozeltilerinin igerdigi madde miktarlar

Kolonlar | LMA EDMA VPBA PEG MeOH AIBN
(mL) (mL) (mg) (mL) (mL) (mg)

A 0.75 0.75 0 2.50 2.00 5

B 0.75 0.75 0 3.00 1.50 5

C 0.75 0.75 0 3.50 1.00 5

D 0.75 0.75 20 3.00 1.50 5

E 0.75 0.75 40 3.00 1.50 5

F 0.75 0.75 80 3.00 1.50 5
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3.3.5. Poli(HEMA-EDMA-MAA) monolitik kapiler kolonlarin hazirlanmasi

Polimerizasyon ¢ozeltisi 0.05 mL HEMA, 0.10 mL MAA ve carpaz baglayici olarak
0.10 mL EDMA bir deney tupu icerisinde karigtirilarak 2 mg AIBN ilave edildi.
Gozenek olugturucu sistem 1.00 mL toluen ve 0.50 mL dodekanolun ayri bir deney
tupunde ¢ozunmesi ile elde edildi. Polimerizasyon ¢ozeltisi, monomer ve gozenek
olusturucu sistemin karistiriimasi ile hazirlandi ve CEC sisteminde silanize kapiler
kolona basing uygulayarak enjekte edildi. Daha sonraki asamalarda
polimerizasyon igerigindeki farkli parametreleri incelemek icin 4 farkh kolon
sentezlendi. Cizelge 3.3'de farkli yapilarin karigim igerikleri verilmistir. Monolitik

kolon optimize edilerek kromatografi uygulamalari igin uygun hale getirildi.

Cizelge 3.3. HEMA bazli monolitik kolonlarin hazirlanmasinda kullanilan
polimerizasyon ¢ozeltileri madde miktarlari

Kolonlar HEMA EDMA MAA Toluen | Dodekano AIBN
(mL) (mL) (mL) (mL) I(mL) (mg)

A 0.05 0.10 0.10 1.00 0.50 2

B 0.05 0.10 0.10 1.25 0.25 2

C 0.05 0.10 0.10 0.75 0.75 2

D 0.05 0.20 0.10 1.00 0.50 2

E 0.05 0.30 0.10 1.00 0.50 2

3.3.6. Poli(HPMA-CI-EDMA) monolitik kapiler kolonlarin hazirlanmasi ve
modifikasyonu

Bu calismada yeni reaktif hidrofilik monomer HPMA-CI kullanildi. Monomer
¢Ozeltisi 0.3 mL HPMA-CI, ¢arpaz baglayici olarak 1.00 mL EDMA igcerdi. G6zenek
olusturucu sistem 1.80 mL dodekanol ve icerisinde 8 mg AIBN ¢6ziunmuis 1.8 mL
izopropanoldan olusturuldu. Bu iki ¢ozelti karistirilarak polimerizasyon cozeltisi
hazirlandi. Polimerizasyon c¢ozeltisi silanize edilmis kolon igerisine enjekte edildi
ve su banyosunda 50°C de 20 saat sure ile polimerizasyon icin bekletildi. Metanol
ile Sul/min akis hizinda yikanarak reaktif monolit modifikasyon icin hazir hale
getirildi. Daha sonra hazirlanan reaktif monolit farkli miktarlarda sulu ortamda
hazirlanmis (0.005 g/mL, 0.01 g/mL, 0.05 g/mL ve 0.10 g/mL) taurin ¢ozeltileri (pH

5.9) ile modifikasyon yapilarak kullanima hazir hale getirildi.
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3.3.7. Karakterizasyon galigmalari

3.3.7.1. Taramali elektron mikroskobu (SEM)

Hazirlanan monolitik kolonlarin morfolojik 6zelliklerini incelemek igin, monolitlerin
taramali elektron mikroskop goruntuleri Ulusal nanoteknoloji arastirma merkezi
(UNAM) (Bilkent Universitesi, Ankara) ’'nde bulunan SEM cihazindan elde
edilmistir. Kromatografik performansi incelenmis kolonlarin dolgulu uglarindan
yaklasik 2'ser cm kesildikten sonra altin kaplama yapildi ve farkli buyuklikte SEM
goruntuleri alindi. SEM goruntileri 6zellikle monolit hazirlamada kullanilan degigik

oranlarda gbzenek yapici sistemlerin incelenmesi yapilmistir.

3.3.7.2. Yuzey alani ve gozeneklilik 6zellikleri

Yuzey alani ve civa porozimetre ile monolitlerin gdzenek ozellikleri incelenmisgtir.
Civa porozimetri analizleri yalnizca LMA bazli monolitler i¢in yapilabilmistir. Bu
analizlerin yapilmasi igcin yaklasik 2.5 cm c¢aph siringalarda makroboyutlu
hazirlanan monolit siringa igerisinden c¢ikarildiktan sonra etanol ile yilkanmig ve
oda sicakliginda kurutulmustur. Kurutularak toz haline getirilen yapi BET sistemi
hicresine kondu ve 80°C de vakum altinda 3 saat kurutulduktan sonra analiz

yapiimigtir.

3.3.7.3. Elementel analiz

Elementel analiz ¢alismalari yalnizca modifikasyonu ugrayan HPMA-CI monoliti
icin gergeklestirilmistir. Taurinin uygun kosullar altinda ne kadar baglandigi ve
yapisindaki azot atomunun miktarina gore elementel analiz ile baglanan miktari
hesaplanmigtir. Elementel analiz i¢cin de, yukarida ifade edildigi gibi, benzer
yontemler ile siringada hazirlanan normal ve modifikasyonlu makroboyutlu
monolitik yapilardan alinan numuneler kullanilarak elemental analiz sonugclari elde

edilmistir.
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3.3.7.4. Kromatografik performans ozellikleri

BMA, HEMA ve taurin modifikasyonu yapiimis HPMA-CI monolitik kolonlari igin
CEC sisteminde alkil benzen tlrevleri test bilesikler olarak kullaniimasi ile
kromatografik performans calismalari yapilmigtir. Alkil benzen c¢ozeltileri % 0.1
oraninda ACN ve farkli derisimli fosfat tamponu igerisinde genellikle % 60:40
oraninda hazirlandi. Ters faz igin tiyoure, hidrofilik uygulamalar igin toluen
allkonmayan analit olarak kullanildi. Ayrica kromatografik performanslarinin

optimizasyonu igin farkli oranlarda ACN:fosfat tamponu kullaniimistir.

3.3.7.5. Tekrarlanabilirlik

Kromatografi ¢alismalarinda tekrarlanabilirik ¢ok 6nemlidir. Calismalarimizda
hazirladigimiz kolonlarin gun igerisinde analizden analize tekrarlanabilirlik veya
farkli glnlerde yapilan analizlerin tekrarlanabilirligi gibi verimlilik analizleri
yapilmistir. Ayrica kromatografik performanslari test edilmis monolitik kolonlar ayni

kosullar altinda tekrar hazirlanarak tekrarlanabilirligi tesbit edilmistir.
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3.4. Elektro- sivi faz kromatografi kosullari

Elektrokromatografi deneylerinde uzun kapiler modu segcilerek analiz yapildi. Uzun
kapiler moduna gore, anot sistemin giris (inlet) kisminda katot ise sistemin ¢ikis
(outlet) kisminda yeralmaktadir. Negatif elektrovoltaj elektrotlarin polaritelerini
terse cevirmektedir. Nano-LC deneylerinde izokratik hareketli faz kullanildi. Her iki
sistem iginde hareketli faz olarak ACN ve fosfat tamponu farklh oranlarda
karistirilarak hazirlandi. 2 M NaOH ve 2 M HCI ¢dzeltileri kullanilarak tampon igin

istenilen pH degeri olusturuldu.

3.4.1. Elektroozmotik akis (EOF)
EOF, CEC sisteminin temel sirtici gucudir ve ayni zamanda monolitik kolonun
gecirgenliginin gostergesidir. Bu c¢alismalarda EOF asagida verilen yontem ile

hesaplanmigtir.

Heor=LeLt/V.tg Esitlik (3.1)

Burada formuilde Weof: elektroozmotik hareket, Le (m); kolonun etkin uzunlugu,

Lt (m); kolonun toplam uzunlugu, V; uygulanan elektrovoltaj (volt) ve tg; tiyoure igin

alikonma suresidir.

3.4.2. Alikonma faktoru (k)

Alkonma faktorl, monolitik matriks ile hareketli faz igerisinde olan analitin
etkilesmesine dayanan bir godstergedir. Ters farz kromatogarafide monolitik
yapinin polaritesi allkonma faktora ile ifade edilir. Hidrofilik etkilesim
kromatografisinde ise yine monolitik yapinin hidrofobisitesini gdsteren bir

parametredir. Alikonma faktért genellikle asagida verilen formdille hesaplanir;

k= (tR-to)/to Esitlik (32)

Bu formiulde tr; analitin bir hareketli faz ile tesbit edilen alikonma suresini, to; ise

tiyoure igin elde edilen alikonma suresidir.
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3.4.3. Teorik tabaka sayisi (N) ve tabaka yuksekligi (h)

Teorik tabaka sayisi ve ylUksekligi kolonun verimliligini ve hizini gésteren 6nemli
bir kromatografik parametrelerdir. Kolonun verimliligi teorik tabaka sayisi ile dogru
orantili, yani teorik tabaka sayisi ne kadar yuksekse kolonun verimi o kadar
yuksektir. Teorik tabaka yuksekligi ise kolonun c¢alisma hizi gostergesidir ve N
degeri ile ters orantilidir.

Hazirlanan kolonlarin N degeri asagida verilen formule goére berlirlendi;

N= 5,54X(t/W15)? Esitlik (3.3)
Burada, W; bilesik pikinin taban genisligini ve W1,; pik yuksekliginin yarisindaki
taban genisligini ifade etmektedir, t; bilesigin alikonma stiresini gosterir.

Teorik tabaka yuksekligi ise asagida verilen formule gore hesaplanir,

H= (L/N) Esitlik (3.4)

Bu esitlikte, h; teorik tabaka yuksekligi, L; kolon boyu ve N; teorik tabaka sayisidir.
Kolon gegirgenligi hesaplama yontemi asagida verilen Darcy esitligine gore yapildi
[113].

K= (FxnxL)/(AP xnxr? Esitlik (3.5)

Bu esitlikte, F; hareketli fazin akis hizi, n; hareketli fazin viskozitesi, L; kolon

uzunlugu, AP; kolonun geri basinci ve r; kolonun i¢ gapidir [13].
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1.Poli(BMA-EDMA-MAGA) monolitik kolonlarin hazirlanmasi,
karakterizasyonu

Bu calismada literatlirde ilk olarak amino asit bazli MAGA monomeri monolitik
kapiler kolon hazirlanmasinda kullaniimigtir. Calisma kapsaminda MAGA miktari
ve goOzenek yapici sistem icerigine bagli olarak 7 farkli kolon hazirlandi.
Hazirlanan kolonlarda hidrofobik ylzey saglamak igin BMA, ¢apraz baglayici
olarak EDMA, kolonda EOF olusumunu saglamak icin kismi hidrofobik MAGA
monomeri kullanildi. Uygun g6zenek yapici sistem olugturmak i¢in, DMF:su, 1,4-
butandiol:1-propanol:su, DMF:fosfat tamponu gibi karigimlarin denemesi yapildi.
Ancak MAGA’nin yapisi ve ¢odzlnebilirik uyumu dikkate alinarak DMF:fosfat
tamponu gozenek olusturucu sistem olarak segildi. Hazirlanan A kolonunda akis
olmadigi ve bu kolonun SEM goruntusu incelendiginde akisa neden olacak

g6zeneklerin olugmadigr gozlendi.
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Sekil 4.1. BMA bazli monolitik kolonlarin karakterizasyonu A) akis hizina goére
geri basing deg@erleri B) Teorik tabaka yuksekligi degerleri

B, C, D ve E kolonlarinin akisg hizina gére geri basing degerleri Sekil 4.1-A’da
verilmistir. Buradan goéruldigu gibi, kolonlardaki MAGA miktari artinildiginda
kolonlarin geri basing deg@erlerininde artis oldugu tesbit edildi. B kolonu igin 2
pL/dak akista, sistemde 13 bar geribasing degeri goruldi ve kolon gecirgenligi
1.93 mm/s olarak hesaplandi. Bu deger kolonun ylksek gegirgenlige sahip

oldugunu gostermektedir. Hareketli faz olarak %60:40 ACN/Fosfat tamponu (pH
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7.0, 10mM) kullaniimasi ile B kolon igin teorik plaka yukseklik degerleri
hesaplandi. Sekil 4.1-B’den goruldigu gibi alkil benzen turevlerinin kullaniimasi ile
hesaplanan degerlerin kolon etkisi ve EOF akis hizi yonlerinden ylksek ve etkili
oldugu goéraldu. Ayrica, alkil benzenler icin hesaplanan teorik tabaka sayi
degerlerinde 1x10° (plaka/m)e kadar ulasilmistir. Kolonlar uygun kosullarda
sartlandirildiktan sonra test bilesikleri olarak alkil benzen tlrevleri kullanildi ve
elektrokromatografik karakterizasyon galismalari yapildi.

Hazirlanmis kolonlarin morfolojik yapilarini incelemek igin kolonlarin SEM
goruntuleri alhindi. Sekil 4.2°de kolonlarin kenar ve i¢ hacimleri buyutulerek elde
edilen SEM goruntileri verilmigtir. SEM goruntulerinden goraldugu gibi polimerik
yap! kolonlarin yizeyi ile siki bir yapi olusturmustur. Polimerik yapilardaki MAGA

miktarinin artiriimasi ile kolonlarin yapilarinda ¢ok farkhlik meydana gelmemistir.

Sekil 4.2. BMA bazl monolitik kolonlarin (B-E) kenar ve ickisim SEM géruntuleri

48



Kolonlarin kromatografik ayirma performanslari, farkli voltaj uygulamalari ile test
edildi. Test bilesikleri olarak segilen alkil benzenler icin hareketli faz % 60:40
ACN/fosfat tamponu (pH 7.0, 10 mM) karisimlarindan olusturuldu. Sekil 4.3’den
goéruldugu gibi, sistemde +5 kV uygulanmasi ile toplam analiz suresi 60 dakika,
+30 kV uygulandiginda ise segicilik kaybolmadan 5 dakikaya kadar dugsmektedir.

Elde edilen kolonlarin kromatografik performans sonuglari dugsik MAGA miktarli B
kolonundan, yuksek miktar MAGA igeren E kolonunda daha iyi sonug¢ elde
edilmistir. Bu sonuclar MAGA miktarinin kromatografik segicili§i ve performansi
artirdigini gostermistir. Ancak, ¢ozunurluluk problemlerinden dolayr daha ylksek
MAGA miktari igeren kolonlar hazirlanmasi mumkin olmamigtir. Dolayisiyla E
kolonu diger kromatografik ayirma c¢alismalarinda tekrar sentezlenerek

kullaniimistir.

SKV 10 kV 20 kV J0kV
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Sekil 4.3. BMA bazl B kolonun elektrokromatografik karakterizasyonu. Hareketli
faz, %60:40 ACN/Fosfat tamponu (pH 7.0, 10 mM); etkin kolon uzunlugu 27 cm,
toplam kolon uzunlugu, 36 cm (i¢c cap 100 um); enjeksiyon, 5 kV 3 s; dalgaboyu,
200 nm; kolon sicakligi 25°C; pik sirasi, (1) tiyoure (2) benzen (3) toluen (4)
etilbenzen (5) propilbenzen (6) butilbenzen.
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Literatirde 4-akrilamidobutirik asit, 2-akrilamidopropen sulfonik asit gibi katyon
degistirici ve buna bagli olarak CEC sisteminde katodik EOF saglayici monomerler
kullaniimistir [114]. Formamid isaretleyici olarak kullanilmasi ile hazirlanan
monolitik kolonlarin EOF o&lgimleri yapildi. Monolitik kolonlarin EOF davranisi
Sekil 4.4A’da gosterilmektedir. Buradan goruldigu gibi hareketli fazda pH arttikga,
kolonlarin EOF davraniglarinda artis gézlendi. Ozellikle MAGA yapisindaki
karboksilik asitlerin iyonizasyonu ile olusan EOF, pH 8.0 de kararli hale geldi.
Bilindigi gibi asidik ve bazik 6zellik gosteren bilesikler izoelektrik bir degere sahiptir
ve bu bilesikler zwitteriyonik olarak ifade edilir. Ayrica bu bilesikler c¢ozelti
icerisinde ve ayni ¢oOzeltinin pH degerine bagl olarak negatif veya pozitif yik
ozelligi gosterebilir, yani sahip oldugu izoelektrik degerin altindaki pH degerlerinde
pozitif, Uzerindeki pH degerlerinde negatif yuk 6zelligi gosterir. Glutamik asit'in pl
degeri 3.2 dir. Ancak monolitik yapi icerisinde bu deger tahmin edilememektedir.
Ancak pH ile artan EOF, asit gruplarinin deprotonasyonu ile pH 6.0 kararli hale
gelmistir. Boylece kolon farkli pH degerlerinde MAGA nin yapisindaki karboksilik
asitlerinden kaynaklanan kararli katodik EOF gdstermistir. Sekil 4.4-B’den
goraldugu gibi, MAGA miktari arrtikga bilesiklerin alikonma zamanlari artmistir. Bu
durum, BMA vyapisinin etkisi yaninda MAGA vyapisinda bulunan alifatik CH,

gruplarinin kismi hidrofobik 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.4. BMA bazli kolonlarin karakterizasyonu A) EOF degerleri, Kromatografik
kosullar; %60:40 ACN/Fosfat tamponu (pH 7.0, 10 mM); etkin kolon uzunlugu 27
cm, toplam kolon uzunlugu, 36 cm (i¢ ¢ap 100 um); enjeksiyon, 5 kV 3 s;
dalgaboyu, 200 nm; kolon sicakligi 25°C; alikonma faktért, formamid B)MAGA

icerigi etkisi

BMA bazli monolitlerde gb6zenek yapici olarak genellikle 1-propanol ve 1,4-
batandiol kullanildi [115]. Bu ¢alismada hazirlanan BMA bazli monolitlerde farkh
oranlarda DMF ve fosfat tamponu gbzenek yapici sistem olarak kullanildi.
Hazirlanan D, E, F, G kolonlari farkh karisim oranlarinda DMF ve fosfat tamponu
kullanilarak hazirlandi ve etkileri incelendi. SEM goruntuleri ve mikroskop altinda
incelenen kolon yapilari igerisinde en uygun gézenek yapici sistemin % 68 DMF
ecerdigi goruldi. DMF orani artirildiginda kolonlarin geri basing degerlerinin arttigi
dolayisiyla kolon gegirgenligi dustugu goruldu. % 68 DMF igeren E kolonun
kromatografik performans yaninda, daha yuksek gecirgenlige sahip oldugu tesbit
edildi. Elde edilen bu sonuglar E kolonunun iyi performans ve yuiksek EOF
olusturma potansiyeline oldugundan dolayi biyokromatografi uygulamalari igin

secildi.
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4.2. Poli(BMA-EDMA-MAGA) kolonu ile kromatografi galigmalari

4.2.1. Fenolik bilesiklerin ayirimi

Fenoller ¢evresel kirletici ve toksik 6zellige sahip olan bilesik sinifidir. Bazi fenolik
bilesiklerin endusturiyel uygulamalarda ham madde olarak kullanilmasi dolayisiyla,
sularda kirletici o6zellik gosterirler. Calismanin bu bolimunde, amino asit bazli
monomer modifikasyonu ile sentezlenen ve optimize edilen kolon sulu ¢ozeltiden
fenolik bilesiklerin ayirimi igin kullanildi. Hareketli faz olarak %40:60 ACN/fosfat
tamponu (pH 7.0, 10 mM) segcildi ve CEC sisteminde katodik EOF ayrim ¢alismasi
yapildi. Sekil 4.5-A’dan goéruldugu gibi fenolik bilesiklerin etkin ayrimi saglandi.
Fenolik bilesiklerin ayirma mekanizmasi nétral pH olmasi sebebi ile monolitik yapi
ve bilesikler arasinda hidrofobik etkilesimlerin gerceklestigi goraldi. Fenolik
bilesiklerin kismi hidrofobik 6zelliklerine goére yani tiyolre<katekol<fenol<3-
nitrofenol<a-naftol seklinde elisyon sirasi gézlendi. Elde edilen bu sonug literattr
calismalari ile de uygunluk goéstermektedir [29]. Sonug olarak, E kolonuna CEC
sisteminde +10 kV uygulamasi ile 12 dakika icerisinde fenolik bilesiklerin etkin

ayrimi saglandi.
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Sekil 4.5. BMA bazli monolitik kolon ile kromatografi uygulamalart A) Fenolik
bilesiklerin elektrokromatogrami. Kromatografik kosullar; %40:60 ACN/Fosfat
tamponu (pH 7.0, 10 mM); uygulanan voltaj, 10 kV; pik sirasi, (1) tiyolre (2)
katekol (3) fenol, (4) nitrofenol, (5) a-naftol. B) Poliaromatik hidrokarbonlarin
elektrokromatogrami. Kromatografik kosullar; %60:40 ACN/Fosfat tamponu (pH
7.0, 10 mM); uygulanan voltaj, 15 kV; pik sirasi, (1) tiyoure, (2) naftalin, (3)
fenantren, (4) piren. C) Bazik bilesiklerin elektrokromatogrami. Kromatografik
kosullar; %65:35 ACN/NaOH (pH 12.0, 10 mM); uygulanan voltaj, 20 kV; pik
siraslt, (1) 3-nitroanilin, (2) tiyoure, (3) N-metilanilin, (4) N,N-dimetilanilin, (5) N,N-
dietilanilin. D) Asidik bilesiklerin elektrokromatogrami. Kromatografik kosullar;
%45:55 ACN/Fosfat tamponu (pH 2.8, 10 mM); uygulanan voltaj, 20 kV; pik sirasi,
(1) tiyoure, (2) gentisik asit, (3) salisilik asit, (4) benzoik asit, (5) 4-hidroksibenzoik

asit.
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4.2.2. Poliaromatik (PAH) hidrokarbonlarin ayirimi

Poliaromatik hidrokarbonlar (PAH) organik bilegiklerin eksik yanmasi sonucu
ortaya cikan toksik ve kansorejen etkiye sahip organik yapida bilesiklerdir.
Calismanin bu kisminda, hazirlanan E kolonu CEC sisteminde PAH uygulandi.
Sekil 4.5-B’den goruldugu gibi, kolona uygulanan +15 kV ile PAH larin yaklagik 15
dakikada ayrildigi goruldu. PAH larin ayriima mekanizmasi da, alkil benzen ve
fenollere benzer olarak bilesiklerin hidrofobisitelerinin énemli etkiye sahip oldugu
goéruldu. Bu sonuglar, hazirlanan kolonun nétral bilesiklerin ayriimasinda yuksek

derecede hidrofobik etkilesime sahip oldugunu gostermektedir.

4.2.3. Anilin tarevlerinin ayirimi

Anilin tdrevleri sulu ¢ozeltilerde bazik 6zellik gésteren organik bilesiklerdir. Bazik
bilesiklerin ayirrminda katyon degistirici kolonlar kullaniimistir [9]. Hazirladigimiz
kolonda MAGA yapisinda bulunan karboksilik asit gruplari kolona katyon degistirici
karakter kazandirmistir. Hareketli faz olarak % 65:35 ACN/NaOH (pH 12.0, 10
mM) kulanildidinda etkin ayirrm gézlenmedi. Ancak karisim oranlari tersine
cevrildiginde yani %35:65 olarak degistirildiginde Sekil 4.5-C’'den goéruldugu gibi
bazik bilesiklerin ayirimi basariyla saglandi. Ayrica 3-nitroanilin bilesiginin
tiyolreden daha énce elle oldugu gorildu. Bu sonuglar % 35 ACN igeren hareketli
fazin cok polar bir 6zellik gostermesi ve 3-nitroanilin diger test edilen anilinlere
gore daha polar olmasi sebebi ile daha erken elisyonu goruldu. Kolonun ayirma
performansinin iyi derecede olmasinin diger sebebi ise monolitin yapisinda
bulunan MAGA dan kaynaklanan karboksilik asit gruplarinin neden oldugu disuk
hidrofilik karakterdir. Anilin tirevlerinin ayrilmasinda bilesiklerin kendi elektroforetik
hareketleri ve hareketli faz iceriginden kaynaklanan hidrofobik etkilesimler énemli

faktorlerdir.
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4.2.4. Benzoik asit turevlerinin ayirimi

CEC sisteminde asitler EOF’a ters yonde hareket ettikleri igin asidik bilegiklerin
analizi oldukga zordur. Literatirde asidik bilesiklerin analizi i¢in iyon etkisi
baskilanarak dusik pH’ya ayarlanmis hareketli fazin ters faz CEC modunda
kullaniimasi onerilmistir [116]. Asidik bilesikler olarak, gentisik asit, salisilik asit,
benzoik asit ve 4-hidroksi benzoik asit test bilesikleri olarak segcildi. Hareketli fazda
kullanilan Fosfat tamponu pH 2.8’e ayarlandiginda sistemin katodik EOF
gosterdigi tesbit edildi. Hareketli faz olarak %45:55 ACN/fosfat tamponu (pH 2.8,
10 mM) kullanilarak Sekil 4.5-D’den goruldigu gibi asidik bilegiklerin ayrimi
gerceklestirildi. Dugsik pKa degerine sahip olan asitlerin sulu ¢ozeltilerde daha
yuksek negatif yuk o6zelligi gostermektedir. Buna bagl olarak asidik bilesiklerin
elisyon sirasi tiyolre<gentisik asit<salisilik asit<benzoik asit<4-hidroksi benzoik
asit seklinde goruldu. Ayrica, hareketli fazda degisik ACN igerigi asidik bilesiklerin
ayrilmasinda etkili olmadigr goriimustlr. Bu sonuglar, ayirma mekanizmasinin

daha c¢ok elektroforetik hareket ve EOF’a badli oldugu gostermistir.

Cizelge 4.1. % 60/40 (v/v) ACN/Fosfat tamponu (10 mM, pH 7.0) uygulanan voltaj;
20 kV, Etkin kolon uzunlugu: 27 cm (toplam uzunluk 36 cm)

Bilesikler Analizden analize Gunden glne
tekrarlanabilirlik RSD (%) tekrarlanabilirlik
RSD (%)
Thiourea 0.19 1.24
Benzene 0.38 1.18
Toluene 0.49 1.31
Ethylbenzene 0.53 1.23
Propylbenzene 0.56 1.30
Butylbenzene 0.66 1.28

55



4.2.5. Kolon verimliligi ve kararlilik gcalismalari

Ayni kosullar altinda hazirlanan kolonlar igin gun igerisinde analizden analize
tekrarlanabilirlik (run to run reproducibility) veya farkli glinlerde yapilan analizlerin
terarlanabilirligi (day to day reproducibility) gibi verimlilik analizleri yapilmistir.
Cizelge 4.2’den goruldugu gibi hesaplanan tekrarlanabilirlik degerleri % 1.4’den
daha dusuktdr. Ayrica kolonlarin uzun sureli kullanim ¢alismalari da yapilmigtir.

Elde edilen sonuglar, kolonlarin uzun sureli kullanilabilirligini gostermistir.
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4.3.Poli(LMA-EDMA-VPBA) monolitik kapiler kolonlarin hazirlanmasi ve
karakterizasyonu

Glikoprotein analizi icin VPBA modifikasyonlu monolitik kapiler kolonlar literatirde
siklikla yer almaktadir [117]. Genellikle bu calismalarda GMA bazli reaktif
monolitler hazirlanarak boronik asit ile modifikasyonu yapilmistir. Glikoproteinler
hidrofobisitesi ylksek ve boronat gibi diol vyapilara afinite gosteren
biyomolekillerdir. Dolayisiyla bu galismada literatlrde ilk olarak hidrofobik LMA
monomeri ile boronat yapi iceren VPBA kullanilarak karisik mod bazli monolitik
kapiler kolon hazirlandi. Monolitik kapiler kolonlarin hazirlanmasinda 1-
propanol/PEG, 1-propanol/dodekanol, 1-metanol/PEG ve 1-metanol/dodekanol
gibi farkli gdézenek olusturucu sistemler kullanildi. Yapilan deneysel ¢alismalarda
kolonlarda en ylUksek gecirgenlik 1-metanol/PEG sistemi kullanilarak elde edildi.
Ayrica segilen gozenek olusturucu sistemin monomer ¢ozeltisi ile ¢ozunebilirliginin
yuksek oldugu gozlendi. Uygun miktarlarda optimizasyonu yapilarak hazirlanan B
kolonun gegirgenliginin iyi oldugu goruldt. Daha sonra polimerizasyon ¢ozeltisinde
diger oranlar sabit tutularak VPBA icerigi degistirildi (kolon D, E ve F). E kolonunda
daha yuksek gecirgenlik elde edildi. F kolonunda ise akis gortulmedi. Bu sonug
fazla miktarda VPBA kullaniimasi, kolon gézeneklerini tikadigi sonucunu ortaya
koydu. D ve E kolonlarinin ylzey alan olcimleri BET sisteminde yapildi ve
siraslyla 43.5, 54.8 m?/g olarak bulundu. Bu deger monolitik yapida VPBA orani
arttikca yuzey alanin arttigr goruldu. Ayrica, E kolonu igin yapilan geri basing
Olcumlerinde artan akigs hizina paralel olarak artis goézlendi dolayisiyla
kromatografik performansi ylksek olan E kolonu kromatografik uygulamalar icin

secildi.
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Sekil 4.6. Poli(LMA-EDMA-VPBA) kolonunun 2250x ve 9500x Olcekli SEM

goruntuleri

E kolonu igin poli(LMA-EDMA-VPBA) monolitik yapinin 2250x ve 9500x olcekli
SEM goériuntuleri Sekil 4.6'da verilmigtir. Bu goéruntlilerden monolitik yapinin
homojen bir dagilima sahip oldugu ve partikil boyutlu agregatlardan olustugu
gorulmektedir. E kolonunun kromatografik karakterizasyonu igin alkil benzenler

test bilesikleri olarak kullanildi.

58



40 -

35 A

30 -

25

20

15 -

Absorbans

10 -

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 12 13 14 15

Alilkonma zamani(dak)

Sekil 4.7. LMA bazli kolonun kromatografik karakterizasyonu. Kromatografik
kosullar %70:30 ACN/Fosfat tamponu (pH 7.0, 10 mM); akis hizi, 0.02 mL/dak;
uygulanan basing, 8 MPa; pik sirasi, 1) tiyoure, (2) benzen, (3) toluen, (4)

etilbenzen, (5) propilbenzen, (6) butilbenzen.

Hazirlanan monoltik kolonun yapisinda hidrofobik LMA ve kismi hidrofobik VPBA
oldugundan dolayi, test bilesikleri ve monolit arasinda hidrofobik etkilesimler
gerceklesebilir. Hareketli faz olarak % 70:30 ACN/Fosfat tamponu (pH 7.0, 10 mM)
kullanildi ve 4.7°’den goruldugu gibi Nano-LC sisteminde bilegiklerin etkin ayrimi
gerceklesti. Bilesiklerin elisyon sirasinin yapilarinda bulunan karbon sayisina
bagli olmasi, ayirma mekanizmasinda en 6nemli faktorin hidrofobik etkilesimeler
oldugunu gostermektedir. Hareketli fazda ACN igerigi degistirilerek monolitik yapi
ile test bilesikleri arasindaki hidrofobik etkilesimler incelendi. Sekil 4.8’den
goruldigua gibi  hidrofobik etkilesimler artirildiginda (dusik organik igerik)
bilesiklerin monolitik yapi ile etkilesimlerinin arttigi gortldi. Nano-LC sisteminde
alkil benzenler igin teorik tabaka sayisi 52000 plaka/m‘e kadar elde edildi. Bu
sonu¢ kolonun kromatografik performansinin iyi derecede oldugunu

gOstermektedir.
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Sekil 4.8. ACN icerigi etkisi. Kromatografik kosullar ACN/Fosfat tamponu (pH 7.0,
10 mM); akis hizi, 0.02 mL/dak; uygulanan basing, 8 MPa.

4.4. Poli(LMA-EDMA-VPBA) kolonu ile kromatografi galigmalari

4.4.1 Bazik bilesiklerin ayirimi

Boronik asit modifikasyonu ile hazirlanan kolonun hidrofobik etkilesmeler yaninda
iyonik etkilesmelerinde meydana gelmesi s6z konusudur. Zayif bir asit olan fenil
boronik asitin pKa degeri 8.66 dir. VBPA da bulunan boron atomu sp®
hibritlesmesi gosterdiginden, boron atomu bazik kosullarda negatif yik o6zelligi
gOsterir [118]. Monolitik yapida bulunan boron atomunun genel iyonizasyonu, Sekil
4.9’da verilmistir. Bazik bilegiklerin test edilmesi ile kolonun bu tir iyonik karakter
Ozelligi incelenebilir. Bazik bilesikler olan, anilin, 3-nitroanilin ve a-naftilamin test
bilesikler olarak secildi. Nano-LC sisteminde, hareketli faz olarak %70:30
ACN:fosfat tamponu (pH 8.0, 10 mM) kullanildi ve Sekil 4.10’dan goruldugu gibi

kolonun etkin ayirma sagladigi gorulda.
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Sekil 4.9. LMA bazli monolitik kolon ile bazik bilesikler i¢cin pH 8.0 ve pH 10.0
degerlerinde elde edilen kromatogramlar. Kromatografik kosullar; %70:30
ACN/Fosfat tamponu (10 mM); akis hizi, 0.02 mL/min, uygulanan basing;8 MPa,

pik sirasi (1) tiyoure, (2) anilin (3) 3-nitroanilin (4) a-naftil amin.

Monolitik yapida hidrofobik etkilesimlerin azaltiimasi yani hareketli fazda organik
icerigin artirilmasi, iyonik etkilegimleri artirmig ve buna bagli olarak bilesiklerin
alikonma zamanlarini uzatmigtir. Ancak iyonik etkilegimlerin en belirleyici 6zelligi
hareketli fazin pH degeridir. Kolonun yapisinda bulunan boronik asit pKa degerine
baglh olarak, hareketli fazin pH degeri artirilarak ayirma saglandiginda, Sekil

4.9’dan goruldugi gibi iyonik etkilesimlerin net olarak ortaya ¢iktigi gériilmustir. ilk
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olarak bilesiklerin allkonma zamanlar artmistir. Ozellikle daha yiiksek bazik
karakterli ve yuksek iyonizasyona ugrayan 3-nitroanilin’in kolon igerisinde
allkonma zamani daha fazla uzamastir. Bu sonug¢ kolondaki boronik asidin, pH
10.0 da negatif olarak daha iyi iyonize olmasi ve pozitif yik 6zelligi gosteren 3-
nitroanilin ile daha fazla etkilesime girdigini gostermektedir. Monolitik kolonun
boyle etkilesim gOstermesi, hidrofobik karakter yaninda, katyon degistirici

karaktere de sahip oldugunu gosterir.
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Sekil 4.10. Poli(LMA-EDMA-VPBA) monolitik kolonun genel iyonizasyonu
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4.4.2. Fenolik bilesiklerin ayirimi

Boronik asit modifikasyonlu kolonlar 0Ozellikle yapilarinda cis-diol fonksiyonel
gruplar bulunduran bilesikler igin segici Ozellikler gosterir [117]. Bazi fenolik
bilesikler cis-diol yapili bilesiklerdir. Calismanin bu kisminda, bazi baglanma
izomeri olan fenolik bilesiklerin monolitik yapi ile olan etkilesimleri incelendi.
Katekol, 1,2-cis diol yapisinda, hidrokinon ise 1,4 cis-diol yapisida olan baglanma
izomeri fenolik bilesiklerdir. Hareketli faz olarak %60:40 ACN/fosfat tamponu (pH
7.0, 10 mM) kullanildiginda, test bilesikler olan tiyoure, fenol, katekol ve
hidrokinonu kolonun basariyla ayirdigi gériildi. Ozellikle katekol ve hidrokinon’un
kolon ile etkilegsimleri incelendiginde, Sekil 4.11'den goruldugu gibi 1,4-cisdiol olan
hidrokinon, 1,2-cisdiol olan katekolden daha erken elliisyona ugradigi goruldi. Bu
sonuglar, kolonun yapisinda bulunan boronik asidin 1,2-cisdiol yapilara 6zgu

etkilesim gosterdigini ortaya koymustur.
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Sekil 4.11. LMA bazli kolon ile fenolik bilegiklerin ayinmi. Kromatografik kosullar;
%60:40 ACN/Fosfat tamponu (pH 7.0, 10 mM); akis hizi, 0.02 mL/min, uygulanan
basing;8 Mpa, pik sirasi (1) tiyoure, (2) fenol, (3) hidrokinon, (4) katekol.
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4.4.3. Protein analizi ve etkilegsimleri

Boronat 6zellige sahip kolonlar glikoprotein afinite kromatografisinde yaygin olarak
kullaniimistir [119]. Calismada, hazirlanan monolitik kolonun boronik asit yapili
olmasindan dolayi glikoprotein 6zellikli proteinler ile etkilesimi incelendi. Plazma
glikoproteini olan transferrin, miyoglobin ve sitokrom ¢ model proteinler olarak
secildi. %20:80 ACN/fosfat tamponu (pH 8.0, 10 mM) karisimi hareketli faz olarak
kullanildi. Trifloro asetik asit karsi iyon olarak proteinlerin monolitik yapi ile dah iyi
etkilesim saglayacagindan, hareketli faz igerisine % 1 (v/v) oraninda trifloro asetik
asit ilave edildi. Nano-LC sisteminde ayri ayri proteinlerin uygulamasi
yapildiginda, Sekil 4.12°de verilen kromatogramlardan goruldugu gibi demir
baglayici 6zellige sahip bir plazma glikoproteini [120] olan transferrinin diger
proteinlere gore azalan hidrofobik etkilesimlerle (artan ACN icgerigi) daha fazla
afinite gosterdigi gorulmektedir. Buradan goruldugu gibi ACN icerigi % 20 den %
40’ a artinlmasi ile hidrofobik etkilesimlerin azalmasi ve boronat yapidan

kaynaklanan afinite etkilesimlerinin arttigi géralmastar.
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Sekil 4.12. Transferrin proteini icin LMA monolitik kolonu ile farkli ACN
miktarlarinda etkilesim kromatogrami. Kromatografik kosullar; %60:40 ACN/Fosfat
tamponu (pH 8.0, 10 mM); % 0.1 TFA; akis hizi, 0.02 mL/min, uygulanan basing;8
MPa.

Model proteinlerin, hareketli faz icerisinde ACN icerigi artirildijinda (azalan
hidrofobik etkilesimler) monolitik kolonla etkilesimleri ile ortaya ¢ikan alikonma
sureleri Sekil 4.13’de verilmigtir.

Miyoglobin ve sitokrom C den farkli olarak bir glikoprotein olan transferrinin
monolitik yapi ile daha fazla etkilesime girdigi gortlmektedir. Sonuglardan
anlasilacagi gibi, hazirlanan kolonun yuksek derecede ters faz ve afinite etkilesim
gOsteren yapilya sahip yeni bir polimetakrilat bazli monolitik kolon oldugu

gorulmektedir.
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Sekil 4.13. Proteinlerin degisen ACN igerigi ile elde edilen alikonma sureleri.
Kromatografik kosullar; ACN/Fosfat tamponu (pH 8.0, 10 mM); % 0.1 TFA; akis
hizi, 0.02 mL/min, uygulanan basing; 8 MPa.

4.4.4 Kolon verimliligi ve kararlilik galismalari

Kromatografik uygulamalarda ayni kosullarda benzer kolonlar hazirlanmis
calismalarda kullaniimigtir. Ayni kosullar altinda hazirlanan kolonlarin analizden
analize tekrarlanabilirlik veya farkli gunlerde yapilan analizlerin tekrarlanabilirligi
gibi verimlilik analizleri yapilmistir. Tekrarlanabilirlik degerleri % 2 den daha dusuk
oldugu goruldd. Bu sonuglar kolonun verimli ve uzun zaman kullanilabilir oldugunu

gOstermektedir.
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4.5. Poli(HEMA-EDMA-MAA) monolitik kapiler kolonlarin hazirlanmasi ve
karakterizasyonu

Bu calismada, HEMA bazli monolitik kapiler kolonlar sentezlenmesi igin hidrofilik
karakterli HEMA ile benzer 6zellige sahip MAA polimerik monomerleri kullanildi.
Monolitik yapinin optimizasyonu igin gbzenek yapici sistem ve monomer oranlari
kismi oranda degistirildi. Uygun kosullarda yapilan bazi denemeler ile gegirgenlik
orani yuksek olan A monolitik kolonu olusturuldu. B ve C kolonlari i¢in gézenek
olusturucu sistem igerigi degistirildiginde gegirgenligin daha disuk oldugu goérulda.
C ve D kolonlarinin igeriklerinden goéruldugu gibi, polimerizasyon ¢ozeltisinde
capraz baglayici orani artirildiginda kolonlarda akis gorulmedi. Bu sonug
gbzeneklerin kuguldigu ve daha siki bir yapi olustugu sonucunu ortaya koydu. 2
pL/dak akis hizi ile A kolonunda 35 bar geri basing degeri gorildi. Bu degerlerden
gegirgenlik 1.3 mm/s olarak hesaplandi. A kolonu igin 2400x ve 25000x oOlcekli
SEM goruntuleri Sekil 4.14’de verilmigtir. SEM goéruntulerinden goruldugu gibi
kolon genis gbzenek kanallari igceren yaklagik 2 ym boyutlu kirelerden olugsmustur.
Bu sonuglar poli(HEMA-EDMA-MAA) kolonun gbézenek ve yapisal karakteristik

Ozelligini gostermektedir.

Sekil 4.14. Poli(HEMA-EDMA-MAA) kolonunun 2400x ve 25000x Olgekli SEM

goruntuleri
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4.6 Poli(HEMA-EDMA-MAA) kolonu ile kromatografi ¢caligmalari

4.6.1 Sulfonamidlerin hidrofilik etkilesimlerinin incelenmesi

Hazirlanan kolon farkh sulfonamidlerin hidrofilik etkilesim kromatografisinde
kullanildi. Hidrofilik etkilesim hareketli fazda ylksek oranda organik faz icermesi ile
meydana gelmektedir ve artan organik faz igerigine paralel olarak analitlerin polar
faz ile etkilesiminin artmasi beklenir [121]. Sulfonamitlerin pKa degerlerine bagli
olarak sulu c¢ozeltilerden pozitif, negatif veya nétral olarak ayriimasi saglanabilir.
Hazirlanan kolonda MAA bulunmasindan dolay! dusuk pH degerlerinde karboksil
asit gruplari zayif iyonizasyona ugrar ve dusuk dereceli katodik EOF olustugu
gOzlendi. Sulfonamitlerin artan pH degerlerine kargin alikonma zamanlarinin arttigi
g6zlendi. Genellikle sulfonamid antibiyotikleri pH 4.0 degderine yakin pH’larda
notral 6zellik gosterirler. Buna bagli olarak pH 4.0 de yapisal 6zelliklerinden dolayi

hidrofilik bir kolon igerisinde hidrofilik etkilesim yapabilirler.

Cizelge 4.2. Farkli pH degerlerinin stlfonamidlerin alikonma sureleri Gzerine etkisi.
% 60/40 (v/v) ACN/Fosfat tamponu (10 mM) uygulanan voltaj; 20 kV, Etkin kolon
uzunlugu: 27 cm (toplam uzunluk 36 cm), elektrokinetik enjeksiyon, 12 kV, 0.10
dak.

pH SPRY SDZ SMZ SXZ SDX
tr tr tr tr tr
3.0 2.2 3.3 5.6 6.9 9.2
4.0 2.2 3.4 6.7 7.1 9.4
5.0 - 3.8 7.4 8.5 -
6.0 - - 8.0 - -
7.0 - - 9.2 - -

Cizelge 4.2’den goruldugu gibi zayif asidik ve nétral kosullarda bazi stlfonamitlerin
elisyonu gorulmedi. Bu sonug¢ zayif EOF dan ileri gelmektedir. Ancak, EOF un
artirlmasi durumunda ise (pH 7.0 veya daha yuksek) bu kosullarda negatif yuk
Ozelligi gostermelerinden dolayi stlfonamitlerin, EOF’a ters ydnde hareketleri
gozlendi. Ayrica ylksek derecede iyonizasyona ugrayan sulfonamitlerin
elektrokinetik olarak kolona girmedigi belirlendi. En iyi sonu¢ pH 4.0 de elde

edildigi icin hidrofilik etkilesimler i¢in bu pH degeri secildi.
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Hidrofobik etkilesimlerin tersine, hareketli fazda organik igerik arttikga (genellikle %
60 veya daha fazla) monolitik yapi ile polar analitler arasinda hidrofilik etkilesmeler
gorulebilir [90]. Calismamizda, hareketli faz olarak %60:40 ACN/fosfat tamponu
(pH 4.0, 10 mM) kullanildi ve ayirma mekanizmasinda Sekil 2.25'den goéruldigu
gibi monolitik yapi ile test edilen sulfonamitler arasinda daha c¢ok hidrofilik
etkilesimler meydana gelmistir. Sulfonamitlerin elisyon siralari sirasi ile SPRY,
SDZ, SMZ, SXZ and SDX seklinde gdézlendi. Yine ayni sekilden goruldugu gibi,
ACN icerigi artiriidiginda, analitlerin allkonma zamanlarinin artmasi ve ayni
zamanda rezolisyonun daha iyi olmasi kolonun hidrofilik karaktere sahip oldugunu

gOstermektedir.
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Sekil 4.15. Sdlfonamitlerin - hareketli fazda %60-80 ACN icerikli
elektrokromatogramlari. Kromatografik kosullar; ACN/Fosfat tamponu (pH 4.0, 10
mM); uygulanan voltaj, 20 kV; pik sirasi, (1) SPRY, (2) SDZ, (3) SMZ, (4) SXZ, (5)
SDX.

Sonug olarak literaturde ilk olarak sulfonamit antibiyotiklerinin monolitik hidrofilik

etkilesim davranislari incelenmistir ve etkin sonuglar elde edilmigtir.
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4.6.2. Kolon verimliligi ve kararlilik gcalismalari

Poli(HEMA-EDMA-MAA) kolonun ¢alismadan ¢alismaya ve gunden gune verimlilik
calismalari sulfonamitler ile test edildi. Calismadan ¢alismaya yapilan 10 analizde
(n=10), sulfonamidlerin verimlilik degerleri sirasi ile SPRY; 0.13, SDZ;0.28,
SMZ;0.43, SXZ;0.51 ve SDX;0.67 olarak hesaplandi. Gunden gune yapilan
analizlerde ise SPRY; 1.20, SDZ;1.52, SMZ;1.47, SXZ;1.62 ve SDX; 1.34 olarak
belirlendi. Elde edilen sonuglar hidrofilik monolitin tekrar hazirlanabilirligi yaninda,

yuksek derecede verimli ve kararl oldugu gorulmustar.

4.7.Poli(HPMA-CI-EDMA) monolitik  kapiler kolonlarin  hazirlanmasi,
modifikasyonu ve karakterizasyon g¢aligsmalari

Literatirde GMA bazli monolitik kapiler kolonlar yaygin olarak hazirlanmis ve bazi
hedef molekule 0zgu kromatografik ligandlar kullanilarak modifikasyonlari
yapilmistir [12]. Bu ¢alismada literatlrde ilk olarak HPMA-CI bazl yeni bir reaktif
monolit hazirlanmis ve 2-amino sullfonik asitle (taurin) ile modifikasyonu
yapilmistir. Reaktif monolitin kimyasal modifikasyonu igin yapilan tepkime Sekil
4.16’da verilmistir. Hazirlanan monolitik yapida gézenek olusturucu sistem olarak
dodekanol ve izopropanol kullaniimigtir. Kolon yHPLC pompasina baglanarak 3
puL/dak akis uygulandiginda geri basing degeri 2 bar olarak goértldi. Bu deger
kolonun yuksek gecirgenlige sahip oldugunu gostermektedir. Monolitin gecirgenligi
10,4 mm/s olarak hesplandi. Kolonun gecirgenliginin oldukg¢a yuksek oldugu
goruldu. Hazirlanan poli(HPMA-CI-EDMA) kapiler kolonu ile daha sonra farkli

miktarlarda taurin iceren sulu ¢ozeltilerle modifikasyon calismalari yapildi.
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Sekil 4.16. Poli(HPMA-CI-EDMA) bazl reaktif monolitin taurin ile modifikasyon
tepkimesi.
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Yapilan elementel analiz g¢alismalari sonrasinda, kurutulmus monolitik yapida
%0.67 (w/w) oraninda kukart icerigi saptanmigtir. 0.05g/mL derisimli ¢ozelti ile
0.21 mmol/g taurin miktarinin monolitik yapiya baglandigi goruldi. Daha ylksek
derisimli taurin kullaniimasi ise modifiye olan taurin miktarinin degistirmemistir. Bu
sonug, kullanilan taurin miktari kolonda maksimum baglanma saglamis ve
doygunluga ulastigini ortaya koymustur. Kolonda yapilan modifikasyon galismasi
sonrasinda gecirgenlik degeri 9.4 mm/s olarak hesaplanmis ve c¢ok fazla

degismedigi gorulmustar.

Sekil 4.17. Taurin modifiye Poli(HPMA-CI-EDMA) monolitik kolonun 2000x ve
9500x 6lgekli SEM goruntuleri

Taurin modifiye edilmis kolonun 2000x ve 9500x olgekli SEM goruntuleri Sekil 2.27
de verilmistir. Buradan goéruldigu gibi modifiye kolonun yaklasik 1-2.5 um boyutlu
kUresel partikullerden olusmustur.

Taurin modifiye edilmis kolonun elektrokromatografik karakterizasyonu igin alkil
benzenler kullanildi. Hareketli faz olarak %60:40 ACN/fosfat tamponu (pH 7.0, 10
mM) kullanildi. Analiz sirasinda kolona +10 ve +30 kV arasinda elektriksel alan
(kV) uygulandiginda, Sekil 4.18den goruldigu gibi kolonun segiciligi ve
performansinin yuksek oldugu gorulmektedir. Ayrica, kolon bu kosullar altinda
CEC sisteminde katodik EOF gostermistir.
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Sekil 4.18. Taurin modifiye poli(HPMA-CI-EDMA) monolitik kolonun farkli voltaj
iceren katodik EOF uygulamali elektrokromatografik karakterizasyonu.
Kromatografik kosullar; %60:40 ACN/Fosfat tamponu (pH 7.0, 10 mM); etkin kolon
uzunlugu 27 cm, toplam kolon uzunlugu, 36 cm (i¢ gap 100); enjeksiyon, 5 kV 3 s;
dalgaboyu, 200 nm; kolon sicakhgi 25°C; pik sirasi, (1) tiyoure, (2) benzen, (3)

toluen, (4) etilbenzen, (5) propilbenzen, (6) butilbenzen.

Ayni sekilden goruldugu gibi, alkil benzenlerin elusyon sirasi yapilarindaki kismi
hidrofobisiteye gore gergeklesti. +10 kV uygulandiginda yaklasik 60 dakika analiz
suresi gozlenirken, +30 kV uygulandiginda, segicilik ve rezolisyon kaybolmadan

bu deger 12 dakikaya kadar dustugu goruldu.
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Zwitteriyonik karakterli kolonlar katodik EOF yaninda anodik EOF da gdstermesi
gerekir [29]. Buna bagli olarak, ¢alismada hazirlanan taurinli kolon zwitteriyonik
yapida oldugundan, CEC sisteminde hem katodik hemde anodik EOF gdstermesi
beklenmektedir. Anodik EOF uygulamasi ig¢in hareketli faz olarak %50:50
ACN/fosfat tamponu (pH 2.5, 5.0 mM) kosullarinda sistemde negatif voltaj
uygulayarak kolonun davranigi incelendi. Burada dusuk pH kullanilmasinin amaci,
taurin yapisindaki amin gruplarinin protonasyonunu saglamaktir. Sekil 4.19'dan

goéraldugu gibi, -20 kV ile anodik EOF uygulmasinda kullanilan alkil benzen
turevlerinin etkin ayrimi saglanmistir.
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Sekil 4.19. Taurin modifiye edilmis poli(HPMA-CI-EDMA) monolitik kolonun anodik
EOF uygulamali elektrokromatografik karakterizasyonu. Kromatografik kosullar;
%60:40 ACN/Fosfat tamponu (pH 7.0, 10 mM); etkin kolon uzunlugu 27 cm,
toplam kolon uzunlugu, 36 cm (ic cap 100); uygulanan voltaj, -20 kV; enjeksiyon, -
5 kV 3 s; dalgaboyu, 200 nm; kolon sicakhgi 25°C; pik sirasi, (1) tiyoure, (2) fenol,

(3) benzaldehit, (4) benzen, (5) toluen, (6) etilbenzen, (7) propilbenzen, (8)
butilbenzen, (9) pentil benzen.
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Monolitik yapida zayif anodik EOF olusumu bilesiklerin alikonma sarelerinin kismi
olarak uzamasina neden olmustur. Monolitik yapinin hem katodik ve hem de
anodik EOF olusturmasi zwitteriyon karakterli oldugunu géstermektedir. Kolonun
farkh pH degerlerine kargi EOF karakterizasyonu Sekil 4.12’de verilmigtir. Buradan
goruldugu gibi, hareketli faz asidik kosullarda, aminlerin protonasyonu ile anodik
EOF ve bazik kosullarda ise monolitik yapidaki sulfonik asitlerin iyonizasyonu ile
de katodik EOF gdstermistir. Hareketli faz pH 5 degerine yaklastiginda ters EOF
(reverse EOF) olusmustur. Bu sonuclardan, hareketli fazda degisen pH ya bagli
olarak anodik ve katodik EOF olusumu saglanmasi kolonun hidrofilik ve

zwitteriyonik karakterli oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.20. Taurin modifiye poli(HPMA-CI-EDMA) monolitik kolonu igin farkli
pH’larda EOF degerleri. %50:50 ACN/Fosfat tamponu (10 mM); etkin kolon
uzunlugu 27 cm, toplam kolon uzunlugu, 36 cm (i¢ ¢cap 100); uygulanan voltaj, -20
kV;enjeksiyon, -5 kV 3 s; dalgaboyu, 200 nm; kolon sicakhdi 25°C; alikonma
faktord, tiyoure.
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4.8 Taurin modifiye poli(HPMA-CI-EDMA) kolonu ile kromatografi galismalari

4.8.1. Fenolik bilesiklerin ayrimi

Hazirlanan taurin modifiye kolon fenolik bilesiklerin kromatografik ayriminda
kullanildi. % 50:50 ACN/fosfat tamponu (pH 8.0, 10 mM) karisimi hareketli faz
olarak kullanildi. CEC sisteminde katodik EOF’lu yapilan analizde fenollerin ayirmi
g6zlendi. Hareketli fazda ACN igerigi degistirilerek yapilan ayirma ¢alismalarinda,
Sekil 4.21’den goruldugu gibi,%35 ACN igeriginin daha iyi ayirim sagladigi
goruldi. Bu sonug, ayrimda alkil benzenlere benzer olarak fenollerin
hidrofobisitelerinin etkili oldugu godzlendi. Ayrica bu sonug, kolonun ters faz

modunda da ¢alisabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.21. Taurin modifiye poli(HPMA-CI-EDMA) monolitik kolonu ile fenolik
bilesiklerin ayrilmasi. Kromatografik kosullar; %35:65 ACN/Fosfat tamponu (pH
8.0, 10 mM); dalga boyu, 200 nm; uygulanan voltaj, 20 kV; pik sirasi (1) tiyolre,
(2) fenol, (3) katekol, (4) hidrokinon, (5) a-naftol.
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4.8.2. Nukleozidlerin ayrimi

Sivi kromatografi uygulamalarinda nikleosidler yaygin olarak analiz edilmislerdir
[122]. Genellikle bazik karakterli olan ntkleosidler anyon degistirici kolonlarda
oldukga iyi ayrilirlar. Calismamizda, hazirladidimiz kolonun anyon degistirici
Ozelligi de oldugundan, CEC sisteminde uygun kosullarda polar nukleosidlerin
ayirma caligmalarinda kullanilabilecegi ongoruldu. Hazirlanan zwitteriyonik kolon
naklosidlerin hidrofilik ayriminda kullanildi. Hidrofilik etkilesim kosullari dikkate
alinarak, hareketli faz %60:40 ACN/fosfat tamponu (pH 2.5, 5.0 mM) seklinde
ayarlandi. CEC sisteminde anodik EOF kosullarinda yapilan ayirmada, Sekil
4.22'den goruldugu gibi nukleosidlerin etkin ayirim gergeklesti. Rezollisyonu
artirmak icin pH 2.5-5.0 kosullarinda yapilan c¢aligmalarda, artan pH nin
rezollUsyonu artirmadidi géruldid. Bu sonug¢ kolonun zayif anodik EOF olusturmasi
ve artan pH ile anodik EOF ‘un dahada azalmasi ile agiklandi. Bilesiklerin yapi ile
etkilesimlerini incelemek icin hareketli fazda ACN icerigi artirilarak analizler
yapildiginda, artan ACN igerigine bagli olarak bilesiklerin yapi ile etkilesimleri ile

beraber alikkonma zamanlarini arttigi Sekil 4.23’de goriimektedir.
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Sekil 4.22. Taurin modifiye poli(HPMA-CI-EDMA) monolitik kolonu ile fenolik
bilesiklerin ayrilmasi. Kromatografik kosullar; %35:65 ACN/Fosfat tamponu (pH
2.5, 5.0 mM); dalga boyu, 260 nm; uygulanan voltaj, -20 kV; hidrodinamik
enjeksiyon, 600 mBar, 0.1 dak, pik sirasi; (1) timidin, (2) adenozin, (3) uridin, (4)
guanozin, (5) sitidin.

Bu tdr etkilesimlerin artmasinin temel nedeni yapi ile nukleosidlerin arasinda

meydana gelen hidrofilik etkilesimlerdir. Ayirma mekanizmasinda iyonik
etkilesimlerin yaninda hareketli faz igeriginde % 60 ACN olmasi bize kolonun
hidrofilik etkilesim karakterine sahip oldugunu gostermistir. Ayni sekilde hareketli
fazda organik icerik miktarinin artirlmasi ile nikleosidlerin alikonma zamanlarinin
artmasi kolondaki hidrofilik etkilesimlerden kaynaklanmasi yukarida ifade edilen
Bu calismalar ile reaktif poli(HPMA-CI-EDMA) monolitik

kolonu literaturde ilk olarak hazirlanmis ve modifiye edilerek biyokromatografi

sonucu dogrulamistir,

uygulanabilirligi gosterilmistir. Sonug¢ olarak hazirlanan taurin modifiye monolitik

yapinin hidrofilik uygulamalarda kullanilabilecegi gortulmustur.
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Sekil 4.23. ACN icerigi etkisi. Kromatografik kosullar; ACN/Fosfat tamponu (pH
2.5, 5.0 mM); dalga boyu, 260 nm; uygulanan voltaj, -10 kV, hidrodinamik
enjeksiyon, 600 mBar, 0.1 dak.

4.8.3. Kolon verimliligi ve kararllik galismalari

Ayni sartlarda ve benzer modifikasyon kosullarinda 6 farkh kolon hazirlanmis
elektrokromatografik karakterizasyon yapilmistir. Elde edilen sonuglardan kolon
verimliligi ve yeniden hazirlanabilirliginin ylksek oldugu goérulmustur. Calismadan
calismaya (run to run analysis) yapilan analizlerde %0.8 ve giinden giine yapilan
analizlerde (day to day analysis) % 2 den daha disuk RSD degerleri gdzlenmistir.
Bu sonuglar taurin modifiye kolonun vyuksek derecede verimli oldugunu

gOstermektedir.
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