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OZET

ORGANOSILIKON KAPILER MONOLITLERIN SENTEZi VE NANO-S|VI

KROMATOGRAFiSi UYGULAMALARINDA SABIT FAZ OLARAK KULLANIMI

Mustafa Cihan DEMIR
Yuksek Lisans, Kimya Miihendisligi Bolumui
Tez Danigmani: Prof. Dr. S. Ali TUNCEL

Haziran 2017, 161 sayfa

Tezde, yeni organosilikon hibrid sabit fazlarin sentezlenmesi ve morfolojik 6zellikleri
ile kromatografik performanslarinin incelenmesi amacglanmistir. Bu amacla serbest
radikal polimerizasyonu ve tiyol-en kimyasinin birlikte kullaniimasiyla tek basamakta
hidrofilik ve hidrofobik formda polihedral oligomerik silseskuioksan —metakrilat
(POSS-MA) bazl monolitlerin sentezi hem termal hem de foto baslatici kullanilarak
yapilmistir. Serbest radikal polimerizasyonu ana monolitik yapinin olusturulmasi,
tiyol-en kimyasi da istenilen 06zellige sahip ligandin yapilya baglanmasini
saglamistir. Hidrofobik ligand olarak 1-oktadekantiyol (ODT), 1-oktantiyol (OT), 1-
batantiyol (BT) ve 2-feniletantiyol (PET), hidrofilik ligand olarak merkaptostksinik
asit (MSA) ile glutatyon (GT) kullaniimig, farkh kosullarla sentezlenen monolitlerin
g6zenek dagihimlari, 6zgul ylzey alani deg@erleri, capraz bag yogunluklari, taramal
elektron mikroskopu goruntileri ve tiyol igerigi belirlenmistir. Hidrofobik 6zellikteki
kolonlar ile ters faz kromatografisi calismalari yapimistir. Bu c¢alismalarda
alkilbenzen, fenol tirevleri ve ¢ok halkali aromatik hidrokarbonlarin kromatografik
ayrimi gergeklestirilmistir. Hidrofilik 6zellikteki kolonlar ile de hidrofilik etkilesim
kromatografisi modunda nukleosit, nukleotit ve organik asit turevlerinin ayrimi
saglanmistir. Tum ayrimlarda elde edilen kromatogramlar ve bu kromatogramlardan
yola cikilarak hesaplanan, pik ¢ézinurligu, alikonma faktorl, kademe ylksekligi
gibi kromatografik verimlilik parametreleri dederlendirilerek sentezlenen kolonlarin

performansi tanimlanmigtir. Sonugta allkonma suresinden badimsiz yuksek



kromatografik performansa sahip, mekanik ve kimyasal dayanimi yuksek, uzun

Omurlt yeni sabit fazlar literatlire kazandiriimigtir.

Anahtar kelimeler: Nano-sivi kromatografisi, ters faz kromatografisi, hidrofilik

etkilesim kromatografisi, organosilikon, tiyol-en kimyasi, hibrid monolit



ABSTRACT

SYNTHESIS OF ORGANOSILICON BASED CAPILLARY
MONOLITHS AND THEIR USAGE IN NANO-LIQUID
CHROMATOGRAPHY APPLICATIONS AS STATIONARY MEDIA

Mustafa Cihan DEMIR
Master of Science, Department of Chemical Engineering
Supervisor: Prof. Dr. S. Ali TUNCEL

June 2017, 161 pages

In this thesis, it is aimed to synthesize new organosilicone hybrid stationary phases
and to investigate their morphology and chromotographic performance. For this
purpose, the synthesis of POSS-MA monoliths with hydrophobic or hydrophilic
properties, depending upon the thiol group carrying ligand was first performed in a
one-pot protocol by combining free radical polymerization and thiol-ene chemistry
together. Thermal or photo initiator is used for polymerization. Then the capillary
monolith was obtained via free radical polymerization. Thiol-ene chemistry was
evaluated for the covallent attachment of chromatographic ligands onto the
monolithic structure. 1-octadecanthiol, 1-octanethiol, 1-butanethiol and 2-
phenylethanethiol were used as the hydrophobic ligand and glutathione and
mercaptosuccinic acid were selected as the hydrophilic ligands. Pore-size
distribution, specific surface area, crosslinking density, morphology and thiol content
of monoliths synthesized under different conditions have been determined by
appropriate methods. Reversed phase chromatography applications were carried
out by using monoliths with hydrophobic character. In this mode, chromatographic
separation of alkylbenzenes, phenos and polycyclic aromatic hydrocarbons were

performed. On the other hand, the chromatographic separation of nucleosides,



nucleotides and organic acids in hydrophilic interaction chromatography mode was
achieved by using monoliths with hydrophilic character. The chromatograms
obtained with organosilicone hybrid monoliths and the chromatographic efficiency
parameters such as peak solubility, retention factor, plate height calculated from
these chromatograms. The results indicated that the proposed organosilicone
hybrid stationary phase was obtained with higher mechanical strength, chemical
resistance, durability, chromatographic performance and retention factor
independent separation efficiency could be obtained comparing to current polymer

and silica monoliths.

Keywords: Nano-liquid chromatography, reversed phase chromatography,
hydrophilic interaction chromatography, organosilicon, thiol-ene chemistry, hybrid

monolith,
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hizi: 0.5 pL/dak, Hareketli faz: ACN+Su + % 0.05 AAc, ACN/su oranlari (mL/mL)
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1. GIRIS
Nano-sivi kromatografisi, geleneksel ylksek performansli sivi kromatografisine
(HPLC) alternatif olarak gelistirilen, mikrolitre mertebesinde érnek ve hareketli faz
hacmi kullanilarak, kisa analiz suresi ve yuksek ayirma verimi ile nitel ve nicel
analize olanak taniyan, temel olarak pompa, ornekleyici, sabit faz, dedektor ve veri
kaydedici bilesenlerinden olusan sivi kromatografisi sistemidir. HPLC’de oldugu gibi
nano-sivi kromatografisinde de uygun bir ¢bézicudeki bilesenlerin (analitlerin),
sistemden devamli suretle akan hareketli faz ¢ozeltisi yardimiyla bir kolon igerisinde
bulunan sabit faz ile farkli surelerde (alikonma suresi) etkilesimlere girerek farkh
zamanlarda kolonu terk ederek birbirlerinden ayrilmasi temeline dayanir. Sabit faz
olarak, genellikle 75-300 mikron aralijinda ¢ap degerine sahip gézenekli ve ¢apraz
bag yapili kapiler monolitik kolonlar ile hareketli faz olarak da 50-500 nL/dak akis
hizi araliginda icerikleri yapilacak uygulamaya gore degisen c¢Ozeltiler

kullaniimaktadir.

Nishang ve arkadaslar tarafindan yapilan nano sivi kromatografisi ¢alismalarinda
sabit faz igin sentezlenen monolit tirlerinden biri olan polimerik bazli monolitlerde,
gapraz bag yogunlugu yonunden bir heterojenitenin varligi ve c¢apraz bag
yogunlugunun duisuk oldugu kisimlarda hareketli faz ile etkilesim sonucunda, jel
formunda bodlgelerin olustugu kanitlanmistir [1,2]. Jel turl mikrogbzenek yapisina
sahip bu bdlgelerde, kitle transfer direnci artmakta ve analit-monolit etkilesimini
zayiflatan durgun bolgeler (stagnant mass transfer zone) olugsmaktadir [1,2].
Ozellikle polaritesi sabit faza yakin ve molekil agirhgr disik olan analitlerin nano-
sivi kromatografisi sistemi kullanilarak gergeklestiriien analizlerde uzun sire
alikonmalari,  kolondan cikislarini  dolayisiyla  dedektdre  ulagsmalarini
guglestirmekte, analiz suresi uzamakta ve dedektdrun piklerin bant geniglikleri
artmaktadir. Bu durum ise uzun analiz sureleri sonucunda birbirinden iyi ayrilmayan
pikleri iceren kromatogramlarin eldesine neden olmaktadir. Boylece kolonun
performansi igin en dnemli parametrelerden biri olan, hem alikonma suresi, hem de
bant genisligi dikkate alinarak hesaplanan ve teorik kademe sayisi azalmaktadir
[1,2]. Artan alikonma faktorl ile kademe yuksekliginin artisi seklinde ortaya ¢ikan
bu davranis ilk kez ters faz sivi kromatografisi modu (reversed phase
chromatography-RPC) i¢in Nishang tarafindan tanimlanmistir [1,2]. Ayrica

laboratuvarimizda daha 6nce yapilan bir ¢alismada da kutle transfer analizleri ile
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ayni davranisin, ters faz kromatografisinden farkli bir mekanizmaya sahip hidrofilik
etkilesim kromatografisi (hydrophilic interaction chromatography — HILIC) modu igin

de gecerli oldugu literatlrde ilk kez gosterilmigtir [3].

Calismada, bahsi gegen problemin ortadan kaldiriimasina yonelik olarak, tiyol-en
kimyasinin kullaniimasiyla, kromatografik ligand bagl formda, alikonma slresinden
badimsiz ayirma performansina sahip, polimer ve silika bazli monolitlerin her ikisinin
de Ozelliklerini barindiran organosilikon hibrid monolitlerin kafes &rgu yapili
polihedral olgomerik silseskuioksan-metakrilat (POSS-MA) monomeri ile birlikte tek
basamakli bir proses ile eldesi saglanmaktadir. Sentezde jel tird mikrogbzenek
yapilarin olusumunu engelleyecek yuksek capraz bag yogdunluguna c¢apraz
baglayici ve ayni zamanda kromatografik ligand olarak kullanilan hidrofilik veya
hidrofobik Ozellikteki tiyol gruplu bilesiklerin POSS-MA U(zerinde bulunan coklu
metakrilat gruplari ile tiyol-en etkilesimi sonucunda ulagiimaktadir. Mikrogdzenekli
formda jel olusumuna izin vermeyen bu tlr ¢apraz bag yogunluguna sadece serbest

radikal polimerizasyonu yontemi ile ulasiilmasi mumkun degildir.

Son yillarda yuksek ayrim verimine sahip, kimyasal ve mekanik olarak dayanikl,
tekrarlanabilrligi yiksek, birgok farkli analitin farkli kromatografik modlarda ayrimina
yonelik olarak POSS-MA ve benzer monomerlerin kullanildigi hibrid monolitlere ait

calismalar hiz kazanmistir.

POSS-MA ‘nin ana monomer olarak kullanildigi, tiyol-en kimyasi ile organosilikon
monolit sentezi literature ilk olarak 2013 yilinda “Chemistry A European Journal’de
yayinlanan makale ile girmistir [4]. Bu ¢alisma agirlikli olarak sentez yontemi ile
monolitlerin kimyasal ve morfolojik 6zellikleri Gzerine odaklanmistir. Alifatik formda
bir capraz baglayici olan “pentaeritritol tetrakis(3-merkaptopropiyonat) (PETKMP)’
ile elde edilen monoilit igin hidrofilik ve hidrofobik formdaki monomerler (akrilik asit
ve butil metakrilat) ile yapilan turevlendirme sonucunda monolitler igin analit

alikonma davraniginda olusan farkllik gosterilmistir [4].

2014 yihinda “Chemical Communications”ta yayinlanan bir bagka ¢alismada POSS-
MA’ya benzer bir yapi olarak tanimlanabilecek “2,4,6,8-tetrametil-2,4,6,8-
tetravinilsiklotetrasiloksan (TMTVS)” ana monomer olarak kullanilmisg ve ¢apraz
baglayici olarak yine “pentaeritritol tetrakis(3-merkaptopropiyonat) (PETKMP)”



kullanimiyla organosilikon monolit sentezi yapilmigtir ve ters faz kromatografisi

modunda alkil benzenlerin kromatografik ayriminda basariyla kullaniimistir [5].

2015 yilinda “Analyst’te yayinlanan ve POSS-MA iceren bir baska ¢alismada cift
tiyol gruplu, “1,4-bis(merkaptoasetoksi)butan (BMAB)” hem g¢apraz baglayici hem
de hidrofobik kromatografik ligand olarak kullaniimig, alkilbenzen, fenol, coklu
aromatik halkaya sahip hidrokarbon ve anilinlerin ters faz kromatografisi modunda,

ayrimi gergeklegtirilmistir [6].

Tez ¢calismasini, yapilan deneyler bazinda temel olarak iki bolimde degerlendirmek
mumkindir. ilk bélimde, hidrofilik ve hidrofobik dzellikte 100 mikron i¢c capa sahip
organosilikon kapiler monolitlerin serbest radikal polimerizasyonu ve tiyol-en
kimyasinin birlikte kullanimiyla tek basamakta sentezi gerceklestirilmistir. Ikinci
bélimde ise, sentezlenen monolitlerin  karakterizasyonu ile  hidrofilik
Ozellikteolanlarin hidrofilik etkilesim kromatografisi (HILIC), hidrofobik 6zelliktekilerin
ise ters faz kromatografisi (RPC) modlarinda sabit faz olarak kullanimiyla

kromatografik ayirim galismalari gerceklestirilmigtir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Sivi Kromatografisi
2.1.1. Tarihsel Geligimi ve Ozellikleri

Kromatografi, bir homojen karisimin igerdigi farkli kimyasal veya fiziksel 6zelliklere
sahip bilesenleri, sabit faz ve hareketli faz olarak olarak adlandirilan, birbiri ile
karismayan iki fazl bir sistemde ayrilmasi ve saflastiriimasi prosesine verilen genel
addir. Hareketli faz tlrane (sivi veya gaz), sabit faz tlrine (kati veya sivi), ayirma
mekanizmasina (partisyon, adsorpsiyon, iyon degistirme veya blyuklik¢e ayirma)
ve fiziksel ayirma ortamina goére (kolon veya dizlemsel) laboratuvar veya

endustriyel boyutunda farkli kromatografik teknikler bulunmaktadir (Sekil 2.1).

iNCE FiLm
KROMATOGRAFISi
(Tc)

JEL FILTRASYON
KROMATOGRAFiSi

SIVI
KROMATOGRAFiSi

KROMATOGRAFi

AFINITE KAGIT
KROMATOGRAFiSi KROMATOGRAFiSi

GAZ iYON DEGISTIRME
KROMATOGRAFiSi KROMATOGRAFiSi

Sekil 2.1. Temel kromatografik teknikler

Kromatografi kavrami, bilim literatirine ilk kez Rus botanik¢i Mikhail Tsweet ’'in
1903 yilinda Varsova Doga Bilimleri Cemiyeti'nde yayinladigi makale ile girmistir
[7]. Tsweet bu yontemi bitki pigmentlerinin renkli bilesenlerini kalsiyum karbonath
cam kolonlar kullanarak ayirmak igin gelistirmis ve yeni bir adsorpsiyon teknigi
olarak nitelendirmistir. Kullandigi kolonda pigmentlerden kaynaklanan renkli bantlar

olustugundan bu ayirma ydntemine latince renk “chroma” ve yazmak “graphein”
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kelimelerinin birlesmesiyle olusan “kromatografi” adini vermistir [7,8]. Bu ¢alisma
gunimuzde en c¢ok kullanilan kromatografi tekniklerinden biri olan sivi

kromatografisinin de miladi olarak kabul edilmektedir [7,8].

Sivi kromatografisi, sivi fazdaki analitlerin, sivi veya kati sabit fazinda nicel ve nitel
olarak analiz edilebilmesi acgisindan literatirdeki en populer kromatografik
yontemdir. Ayrica tekrarlanabilirlik, kolay modifiye edilebilme, yiksek saflastirma
yetene@i ile ugucu olmayan ve sicakliga duyarli bilesiklerin de ayriminin
yapilabilmesi gibi avantajlara sahiptir. Analitlerin hareketli ve sabit fazlardaki
¢Ozunurlukleri, farkli polarite 6zellikleri sabit faz-analit etkilesim (alikonma) suresini
etkilemekte, dolayisiyla sabit fazi farklh zamanlarda terk ederek bilesenler

birbirinden ayrilmaktadir [9].

1950’li yillara gelindiginde geleneksel sivi kromatografisi, gunumuizdeki sivi
kromatografisi tekniklerine gore ¢ok daha basit olmasina karsin, analizi yapan
kisinin maharetine bagl sonug¢ verdigi icin tekrarlanabilirligi konusunda sorunlar
yasanmaktaydi. Ayrica yapilan ¢alismalarda hareketli fazin difGzyon hizinin dusuk
olmasi, arastirmacilari daha kiguk ve esboyutlu partikullerle olusturulmus sabit
fazlar gelistirmeye yoneltti. Bu konuda 1940’li yillarin basinda Martin ve Synge
calismalariyla kromatografik tekniklere partisyon kromatografisi vb. yeni yaklasimlar
getirmigler, [10,11] 1952 vyilinda Nobel Oduli'ni kazanarak yeni tekniklerin
geligtiriimesi ve sivi kromatografisinin farkli disiplinlerdeki uygulamalarinin 6ninu
agmiglardir [12]. Bu da halen modern kromatografinin miladi olarak kabul

gormektedir.

Yeni uygulama alanlarinda kullanilabilme potansiyelinin  fark edilmesi,
kromatografiye olan ilginin artmasina, gelisen teknoloji ile birlikte de hizli ve daha
dogru analiz yapabilen kromatografik cihazlarin yapilmasina araci olmustur. Bunun
oncusu olan ilk modern kromatografi cihazi Yale Universitesi'nde Csaba Horvath
tarafindan tasarlandi. Horvarth, 1966 yilinda buglin de evrensel olarak en populer
kromatografi sistemi olan “Yiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)”
cihazini bilim dunyasina duyurdu [13,14]. Bu sistemin tasarlanmasinin ardindan
sabit faz olarak kullanilan kolonlarin bu tasarimla birlikte gelistiriimesi ve artan
potansiyelinin farkedilmesinden kaynaklanan cazibesi sonucu sisteme artan talep

dogrultusunda HPLC 1968 yilinda ticarilesti [15]. GUnUmUize kadar da farkli



kromatografik sistemler ile birlestirilerek hibrid olarak ifade edilebilecek prosesler
geligtirildi. Bu tur sistemlerin en dnemli érneklerinden biri 1990 yilinda HPLC ile
elektrokromatografi sisteminin ¢galisma prensiplerinin harmanlanmasiyla gelistirilen
ve metalik proteinlerin, polimerlerin ve peptitlerin ayriminda basariyla kullanilan

kapiler elektrokromatografi sistemidir [16].
2.1.2 HPLC Ve Nano- LC Galisma Prensibi ve Ozellikleri

Horvarth'in tasarimindan ginimuze kadar surekli gelisen HPLC, kolay ve hizli
teknigi nedeniyle birgok organik maddenin analizi, seperasyonu ve

saflastirimasinda bagariyla kullaniimis dncu bir sistemdir [8,17].

Modern HPLC cihazi, gorildigu gibi pompa, enjeksiyon sistemi, sabit faz, dedektor
ve veri kaydedici olmak Utzere 5 boélimden olusmaktadir. Pompa tarafindan g¢ekilen
hareketli faz, enjeksiyon sistemi ile otomatik veya manuel olarak enjekte edilen
analitleri sabit faza (kolona) surukler. Yiksek akis hizi ve kolonun gozenekli
yapisindan kaynaklanan ylksek basing altinda, sabit fazla olan etkilesimleri
sebebiyle analitler, kolon igerisinde farkli hizlarda ilerlerleyerek birbirlerinden
ayrilmig olur. Ayrilan analitler uygun detektérde sinyallere donasturulur ve her bir
analitin sinyali veri kaydedicide pik olarak goruntulenir. Bir analiz suresince elde
edilen tim bu piklerin olusturdugu veriye “kromatogram” adi verilmektedir. Hareketli
fazin icerigi, sabit fazin tiri ve gbézenek yapisi, verilen akis hizina gére ayrilma
miktari ve ayrilma suresi dolayisiyla elde edilen kromatgramlar farklilik

gOstermektedir.

1980’li yillara gelindiginde HPLC teknolojisi gelistikce ve yayginlastik¢a farkh teorik
ve uygulama c¢alismalarina hiz verildi [18-21]. Vlcutta kalp, bobrek, karaciger gibi
hayati organlarda ¢ok dusuk konsantrasyonlarda (nano ve piko mertebesinde)
biriken ve cesitli hastaliklara yol acan toksik maddeler ve gesitli olumsuz etkilere
sebep olabilen ila¢g kalintilarinin tespiti, yine vicutta disik konsantrasyonda
bulunan hormonlarin, antikorlarin, RNA, DNA veya bazi proteinlerin kan érneginden
ayristirlmasi, gida  endlstrisinde  kalite  kontrol  islemleri  sirasinda
mikroorganizmalarin tespiti gibi biyolojik ve ¢evresel analitlerin ayrimi da 6nem arz
etmeye basladi [22,23]. Ayrica ilag gelistiriimesi, proteomik ve genomik caligsmalar

gibi dusuk analit hacminin varliginda analize ihtiya¢ duyulan durumlar i¢in de yeni



arayiglara girildi [38]. Bu bakis agisiyla yola ¢ikan Karlsson ve Novotny 1988’de

Nano-sivi kromatografisi teknigini gelistirmigleridir [24].
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Sekil 2.2. Nano sivi kromatografisi bilesenleri ve genel galisma semasi

Nano-LC sistemi, temel ¢alisma prensibi olarak geleneksel HPLC sistemiyle ¢ok
blylk benzerlikler gosterse de daha kl¢lk i¢ ¢capl sabit fazin kullaniimasindan
kaynaklanan daha kisa sureli etkin analiz, daha ylksek ayirma kapasitesi, elde
edilen piklerin genigliginin az olmasi, daha az hareketli faz ve analit tuketiminin bir
sonucu olarak geleneksel sistemlere gore daha ucuz ve yapilan analizler sonucu
daha az kimyasal atigin ortaya ¢ikmasi dolayisiyla gevreye verilen zararin asgariye
indirilmis olmasi gibi belirgin avantajlari sahiptir [23,25]. Ayrica HPLC’ye gore daha
distik akis hizlarinda calisiimasi, Nano-LC’'nin kutle spektrometresi ile olan
badlantisini daha kolay hale getirerek, ayrimi yapilan analitin bilesenlerinin daha

duyarl tayini saglanabilmektedir [24].
2.2. Kolon Teknolojisi
2.2.1 Tarihgesi

HPLC sisteminin gelistirildigi 1960’ yillarin sonlarindan bugine kadar, yuksek
verimli ayrimlar gerceklestirilebilmesi amaciyla sabit faz olarak kullanilan kolon
teknolojisine agirlik verilmistir. ilk olarak, ayrimi yapilacak analit dzelliklerine gére
modifiye edilen ¢ogunlukla silika ve alimina bazli dolgu materyalinin, bir pompa
yardimiyla iginden sivi gegiriimesi suretiyle basinca maruz birakilarak
sikigtirilmasiyla hazirlanan partikul dolgulu kolon teknolojisi kullaniimigtir. Bu
calismalarin baslarinda 5-10 mm ¢apli kolonlara yer verilmis, daha sonra boyutun

kolunun ayirma performansi Uzerinde 6nemli bir parametre oldugunun tespit



edilmesinin ardindan elde edilen sonuglara gore ¢ap degeri daha dugurulerek 1.5-2
mm ¢aph kolonlar kullanilmigtir [26,27].

(A) (B) (C)

Sekil 2.3. Sivi kromatografisi sisteminde farkli dolgu yapisina sahip kolon turleri (A) Partikil dolgulu

kolonlar, (B) Aclik tibuler kolonlar, (C) Monolitik kolonlar

Partikil dolgulu kolonlardan ¢ok daha 6nce gaz kromatografisi igin sabit faz olarak
geligtirilen, disuk capli kapiler kolonlarin i¢ yuzeylerinde silika durgun fazin
olusturulmasi esasina dayanan agik tubuller kolonlar ise ancak 1978 yilinda sivi
kromatografisi uygulamalarinda kendine yer edinebilmis [28], devamindaki
calismalarda da acik tubuler kolonlarin uygulama alanina yonelik olarak en uygun
boyut, basing dederi ve analiz suresinin belirlendigi teoriler ortaya konmustur [29].
Acik tabdler kolonlar, ayirma performansi temel alindiginda, geleneksel partikul
dolgulu kolonlara gore gecirgenliginin daha yuksek olmasindan dolayi 3-4 kat daha
hizli sonug¢ vermekte, daha kisa kolon kullanimina imkan tanimakta ve mobil fazin
gegcisi sirasinda ¢ok daha az basing disustnin yasanmasini saglamaktadir [30].
Fakat dusuk 6rnek kapasitesi ve dedektdrun algilama hassasiyetinin daha az olmasi

acik tubuler kolonun belirgin dezavantajlandir [31].
2.2.2 Monolitik Kolonlar

Mikrokureler ile doldurulan ve HPLC uygulamalarinda sik¢a kullanilan sabit fazlarin
disuk katle transferi ve islevsiz bosluklarin fazlaligi, bu tip kolonlarin verimlerinin

uzunca bir sure dustk kalmasina neden olmus, bu da yeni bir sabit faz tlrine olan



arayigi hizlandirmistir [32]. Monolitik kolonlar bu arayisa son vererek partiktl dolgulu

kolonlara en iyi alternatifi olusturmustur [33].

Monolitik kolonun 6n ¢alismalari 1950’li yillarda Robert Synge Kubin ve arkadaslari
tarafindan ilkel monolitik yapinin gelistiriimesi ile baslamis [34], yapilan ¢alismalarin
Is1Iginda yine Kubin, ilk kez 1967 yilinda, sismis poli(2-hidroksietil metakrilat) bazli
dusuk gegirgenlikli bir yapi ile buytklikge ayirma kromatografisi yardimiyla
proteinleri ayirmayi basarmistir [35]. Ross da acgik gdézenekli monolitik politretan
bazli tek basamakta sentezledigi yapiyi HPLC ve gaz kromatografisi
uygulamalarinda kullanmistir [36]. 1990 yillarin baslarinda Svec ve Frechet,
metakrilat monomerleri kullanarak, makrogézenekli polimer bazl yeni bir monolit
tirinu ¢ok basit bir kaliplama (molding) islemi ile Urettiklerini duyurmus [37], 2000’li
yilllarin basina kadar da durettikleri polimer bazli monolitleri HPLC ve CEC
uygulamalarinda basariyla kullanmiglardir [38-41]. 90’h yillarin sonuna dogru da

inorganik silika bazli inorganik monolitler literatirdeki yerini almistir [42,43].

Uretilen polimer ve silika bazli bu monolitler kritik 6zellikleri nedeniyle gok genis bir
kullanim alanina hitap etmis ve zaman iginde geliserek surekli sistemler icin Uretilen
sabit faz ailesinin 6nemli bir Uyesi haline gelmistir. Mikro ve nano sivi
kromatografisinin de gelistirimesinin ardindan bu sistemler ile entegre olarak
ayrima prosesini minyatlrize ettikleri icin mikroakis cihazlari kullanilarak
gerceklestirilen gesitli biyoanalitik uygulamalarda kisa surede kalitatif ve kantitatif
analiz ile disuk hacimli analit kullanilabilme imkani ile daha da ilgi gekmislerdir [1].
Merck firmasinin da 1999 yilinda monolitik yapilari ticarilestirmesiyle bu konuda yeni
bir pazar acilmistir [44]. Devamlilik arz eden gozenekli yapi, kolay hazirlanma
yontemi, kuguk iskelet yapisina kiyasla yuksek gozenek buyukligu, degisken
pH’lara kars! kararlilik, yuksek ve hizli kitle transferi kinetigi, dusuk geri basing,
yuksek gecirgenlik ve verimlilik ile ayrimi yapilacak molekule uygun bir sekilde ¢ok
yonlU ylizey modifikasyonuna tabii tutulabilmesi gibi 6nemli avantajlara sahip olmasi
geleneksel partiktl dolgulu ve agik tubuler kolonlara gére monolitik kolonlari ¢ok
daha cazip bir hale getirmistir [6,32,33,45,46]. Ayrica partikul dolgulu kolonlardaki
doldurma isleminin zahmetli olmasi, partikil ve gegis bosluklarinin kontrolindeki
zorluk ile nispeten dusuk kitle transferinin neden oldugu bant genislemesi ortadan
kaldirilarak, kolonlardaki gecirgenlik buyuk 6lgude kontrol altina alinmistir [33,43].

Bunun yanisira partiktl dolgulu kolonlarin iki ucuna mobil fazin gegisi sirasinda
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partikilin kolon igerisinden ¢ikmasini engellemek igin frit denilen ara pargalar
yerlestiriimektedir. Bu da analiz sirasinda baloncuk olusumuna sebebiyet vererek
kolonun ayirma performasini koti ydnde etkileyebilmektedir [47]. Monolitik
kolonlarin gelistiriimesi ile frit kullanimina gerek kalmamis, dolayisiyla da bu risk de

ortadan kaldiriimigtir.

Monolitik kolonlar bu kritik avantajlari nedeniyle gelisen teknolojinin de etkisiyle
ginimuzde ters faz kromatografisi, hidrofilik etkilesim kromatografisi, iyon
degistirme kromatografisi, buyuklukc¢e ayirma kromatografisi, afinite kromatografisi
gibi farkli kromatografik modlar temel alinarak, nukleositler, nikleotitler, peptitler,
metabolitler, proteinler vb. birgok mikro ve biyomakromolekilin ayriminin yanisira
molekuler baskilama, elektroforez, biyosensor ve “yonga Uzerinde analiz” (lab on a

chip) uygulamalarinda da basariyla kullanilabilmektedir [30,48].
2.2.3 Hibrid Monolitler

Hibrid organik-inorganik materyaller, organik ve inorganik 6zellikteki komponentlerin
molekuler veya nanometre seviyesinde biraraya gelmesiyle olusan, esneklik, uzun
Omurltlik, yiksek biyouyumluluk ve iyi mekanik 6zelliklerine sahip yapilardir [49].
Hibrid materyaller, kolay islenebilir ve molekuler dizeyde tasarima uygun
olmasindan 6turu mekanik, sensor, enerji, optik, elektronik vb. fizik uygulamasinin
yanisira birgok kimyasal uygulamada da kullaniimaktadir [49,50]. Bu kullanim
alanlarindan en o6nemlilerinden birisi de bir hibrid materyali olan organosilikon

monolitlerin sabit faz olarak rol aldigi kromatografik uygulamalardir.

Matriks 6zelliklerine gére mevcut literatirde monolitik kolonlari en temelde organik
polimer bazli monolitler, silika bazli monolitler ve organik-silika hibrid monolitler
olarak u¢ kategoriye ayirmak mumkundur [48]. Organik ve silika bazli monolitler
kullanim potasiyeli, kararliik ve kolay hazirlanma gibi 06zellikleriyle hibrid
monolitlerin ortaya cikisina kadar kadarki slrecte en genis kapsamli monolit
turleriydi [51].

Yaygin kullanim sirasina gére metakrilat, stiren ve akrilamid bazli ve serbest radikal
polimerizasyonuyla (termal veya foto etki ile) sentezlenen organik monolitik kolonlar,
pH degisikliklerinde iyi kararlihk gosterme, farkli kromatografik modlarda
kullanilabilme, genis monomer c¢esitliligi ve kolay sentezlenebilme &zelliklerine

sahiptir  [47,48,51]. GOzenek Ozelliklerinin, monomer ¢ozeltisinin igerisindeki
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gO6zenek yapici Dbilesenlerin, monomerlerin, c¢apraz bag yapici ajanlarin
kompozisyonu ayarlanarak kolaylikla istenilen hale getirilebilmesi de bu tip
monolitlerin en dnemli 6zelliklerindendir fakat bazi ¢cézlcllerdeki sisme ve buziisme
egilimleri, kolonun mekanik kararliigini azaltmakta, dolayisiyla tekrarlanabilirligini
kotu yonde etkileyerek kolonun aktif olarak kullanim émrinu kisaltmakta ve monolit
gOzeneklerinde degismelere sebep olarak gecirgenliginin azalmasina neden
olabilmektedir [31].

bozarak saglikli kromatogramlar alinmasini engellemektedir. Ayrica alikonma

Dahasi kuguk molekdller icin elde edilecek pik simetrisini

suresine bagh kromatografik ayirma veriminin goézlenmesi bu polimer bazl

kolonlarin kritik dezavantajlaridir [31,47].

v Yiiksek kimyasal dayanim

v Yiiksek gecirgenlik

¥ Yiiksek ayirma verimi

X Uzun sentez ve analiz stresi
X Tekrarlanabilirlik sorunlari
X Prosesin kontrol zorluklari

SILIKA BAZLI

MONOLITLER

v Yiiksek kimyasal ve mekanik
dayanim
v Yiiksek gegcirgenlik

¥" pH degisiminde kararlilik
v Kolay sentezlenebilme

¥" Monomer cesitliliginin cok
olmasi

v Kolay modifikasyon

ORGANOSILIKON
BAZLI KAPILER

MONOLITLER

POLIMER
SAZL

VIONOLITLER

v Yiiksek ayirma verimi

v'Kisa analiz siiresi

v Kolay sentezlenme ve modifikasyon
v'Genis monomer cesitliligi

v'Kolay proses kontrolii

v Yiiksek tekrarlanabilirlik

X Kolay sisme ve bliziisme
egilimlerinden kaynakli sorunlar

Sekil 2.4. Silika ve polimer bazli monolitlerin temel avantaj ve dezavantajlari ile organosilikon bazli

monolitlerin avantajlari

Polimerik bazli monolitler, bu dezavantajlarinin yanisira, tatmin edici bir
kromatografik ayrimin gerceklestirimesi icin 6n sart olan 6zgul ylzey alaninin
yuksek olmasini saglayacak uygun bir gdézenek yapisi ile elde edilememektedir.
Sahip oldugu fonksiyonel gruplar nedeniyle monolit kromatografik ayrimi yapilacak
analitle kontrolstiz bicimde etkilesebilmektedir. Bu etkilesimler sonucunda analitin
dedektdre ulasma suresi uzamakta ve elde edilen kromatogramlarda piklerin iyi bir
bigimde birbirinden ayrilmamasiyla sonuglanabilmektedir. Bu da alikonma suresinin
kolon performansina bagl olmasinin (retention dependent column efficiency) bir

sonucudur [1-3].
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inorganik silika bazli monolitik kolonlar ise sol-jel prosesi ile sentezlenmektedir. Bu
proses ile silika matriks Uzerinde olusturulan ag yapisi, farkli ¢ézuculerde buztlme
ve sismeye karsi iyi bir direng ve mekanik kararlilik gostermekte ve buyuk gozenek
capl/iskelet boyutu oranina sahip olmasi nedeniyle birim basing dislsU basina
yuksek gecirgenlik ve ylUksek teorik kademe sayisi saglamaktadir. Bu da yuksek
kolon verimi ile kromatografik ayrimlarin yapilabilmesi demektir [31,52]. Bu avantajli
Ozellikleri nedeniyle HPLC sistemlerinde kompleks karigsimlarin ayrilmasinda
kullanilabilmektedir [53]. Buna ek olarak silika bazli monolitler, sahip olduklari 6zguil
yuzey alanlari ve hidrofilik 6zellikleri nedeniyle polimer bazli monolitlerde gorilen
kontrolsUz etkilesimlerin minimum olmasi, alikonma suresinin kolon performansina
bagli olmasinin sonucu olarak bant genislemesi ve duguk ayrilma verimi sorununun

Ustesinden gelmistir [54].

Yine de tek tek silika matriks olusturulmasi ve daha sonra da kimyasal baglama ile
modifikasyonundan olusan geleneksel silika monolitik kolonlarin hazirlanmasi
yontemi, sadece uzun zaman almakla kalmayarak ayni zamanda surecin kontrollnu
zorlastirmakta, elde edilen kolonlarin tekrarlanabilirliklerini de olumsuz bir bigimde
etkilemektedir [33,52].

Organik polimer bazl ve silika bazli monolitlerin en temel farkliliklari da gézenek
boy dagihmidir. Organik bazli monolitler, daha buyuk gobzeneklilige sahip
olmasindan dolayi protein gibi makromolekullerin ayriminda etkiliyken silika bazli
monoltiler daha kuglik molekillerin kromatografik ayriminda daha astin 6zelliklere
sahiptir [54].

Organik polimer bazli ve silika bazli monolitlere alternatif olarak gelistirilen hibrid
(organosilikon) monolitik kolonlar, ilk olarak 2004 yilinda ortaya ¢ikmistir [17]. Bu
monolitler, polimer (organik) ve silika (inorganik) monolitlerin kolay hazirlanabilme,
yuksek gecirgenlige sahip olma, gesitli organik solventlere karsi yuksek direng, pH
toleransinin yuksek olmasi ve iyi mekanik dayanim vb. faydal 6zelliklerini bir araya
getirerek her iki turdeki monolitlerin mevcut dezavantajlarini ortadan kaldirmayi
basarmig, ideal bir monolitik yapinin olugmasi bu hibrid yapiyla saglanmistir
[48,55,56]. Ayrica esneklik, disUk yogunluk, uzun kullanim émri gibi 6zellikleri diger
monolitik materyallere gore Ustin yanlaridir [49]. Hibrid monolitlerin sentezi ile klguk

molekuller ile biyomakromolekullerin ylksek verimli farkli kromatografik modlardaki
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uygulamalarinda Ozellikle son 5 yil igerisindeki yapilan ¢galismalarda 6nemli bir ivme
kaydedilmistir [57-60]. Uretilen farkh bilesimlerdeki sayisiz organosilikon monolit ile
ters faz kromatografisi modunda hidrofobik ve disuk polariteye sahip analitler ile
hidrofilik etkilesim kromatografisini kullanarak yuksek polariteye sahip analitlerin
etkili bir bicimde seperasyonunu yapmak mumkuanddr [61]. Bunun disinda hibrid
monolitlerin farkh kromatografik uygulamalar igin de buylk bir potansiyel

barindirdigini ifade etmek dogru olur.
2.2.4 POSS Bazl Hibrid Monolitler

Mumkin olan en kiguk silika partikili olarak ifade edilebilen, Ra(SiO1.5)n (n = 6, 8,
10,...) genel molekuler formuline sahip 1-3 nm boyutlarindaki polihedral oligomerik
silseskuioksan (POSS) ilk olarak Scott tarafindan 1946 yilinda literatire kazandiridi
[62]. Silikon ve oksijenden olusan essiz U¢ boyutlu kibik yapisi nedeniyle hem
inorganik hem de organik bir molekul olarak nitelendiriimesi, ticari olarak ¢ok yonlu
kullanim alanina sahip olma potansiyelini arttirmistir [55,63]. Yluzlerce POSS tir(
oldugu bilinmektedir ve dogal olarak bu turlerin her biri, Gzerine eklenen yapilardan
ileri gelen kendine has Ozelliklere sahiptir [63]. Ayrica kolay polimerize olma, genis
pH araliginda caligabilme imkani, yuksek sicakliga ve oksidasyona kargi direng,
yuksek mekanik kararllik, iyi gegirgenlik, bir silika ¢cekirdek gibi davranarak cesitli
kimyasal yapilara baglanmak suretiyle kolaylikla modifiye edilebilmesi, birgok
¢Ozucude ¢ozunebilirliginin yiksek olmasi, kolay temin edilebilir ve ucuz olmasi gibi
Ozelliklere sahip olmasi onu benzer molekdllere gore Ustiin kilmistir [57,63]. Mevcut
kritik ~ Ozellikleri nedeniyle POSS, nanoyapilarin gelistiriimesinde, kataliz
desteklerinde, biyomedikal uygulamalarda, ila¢ gelistirme ve taginimasi prosesi ile

cesitli gérintilenme sistemlerinde dnemli vaatler gostermistir [50,64,65].
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: Modifikasyon ve polimerizasyon igin
1 bir veya birden fazla reaktif X grubu olabilir
I (veya R ile aymi da olabilir)

: Reaktif olmayan R gruplar stabilite,
1 gozdiniirlilik ve uyumluluk igin genellike
: organik yapilidir.

Polimer ve kompozit yapilarina
entegre olabilmeyi kolaylastiran essiz
tic boyutlu yapi

Sekil 2.5. POSS moletkulinin genel yapisi ve 6zellikleri

POSS turevi bilesiklerin organosilikon hibrid monolit yapiminda ana monomer veya
¢apraz baglayici olarak kullanilarak nano-sivi kromatografisinde kullanilmalari, Zou

ve arkadaslari tarafindan 2010 yilinda literatlire sokulmustur [66].

Bu tez galismasinda da hem ana monomer hem de gapraz baglayici rolu Ustlenen
¢oklu vinil yapisina sahip metakril POSS’'un (POSS-MA) yine ayni grup tarafindan
sentezlenen ilk monolitik kapiler kolonda POSS-MA, ¢apraz badlayici (cross-linking
agent) olarak yer almig, hidrofilik bir monomerin varliginda serbest radikal
polimerizasyonu ile hazirlanmis ve hidrofilik etkilesim kromatografisi modu
kullanilarak analiz edilmistir [66]. Son 5 yil icerisinde ayni grup tarafindan POSS-
MA [67-70] ve benzer kimyasal yapilara sahip oktaglisidildimetilsilii POSS (POSS-
epoksi) [50,56,71,72] bazli monolitlerle hem nano-LC hem de CEC uygulamalarina
yonelik birgok calisma yapilmistir. Bundan bagka, elektronétral formda silika-bazli
hibrid monolitler hidrofilik etkilesim elektrokromatografisi igin yine POSS-MA serbest
radikal polimerizasyonu ile elde edilmistir [73]. POSS-MA ve florlu fonksiyonel
monomerlerin serbest radikal kopolimerizasyonu ile hazirlanan kapiler monolit

formunda sabit fazlar, ters faz sivi kromatografisinde bagariyla kullaniimistir [74].

POSS bazli hibrid monolitler sahip oldugu kolay polimerize olma, yuksek sicakliga
ve oksidayona olan direnci, yuksek pH toleransi, iyi rijitlige sahip olmasi ve igerdigi
fazla fonksiyonel grup sebebiyle modifikasyonunun kolay yapilmasi gibi 6ne ¢ikan

Ozelliklerinin yanisira yiksek ayirma verimi ve tekrarlananbilirlik gibi avantajlara da
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sahiptir [61]. Butun bu 6zelliklerinin yanisira POSS bazli monolitler, gdzenekli genel
ag yapisinin olusmasini saglayan geleneksel polimerizasyon yontemi olan serbest
radikal polimerizasyonun yanisira yapinin tek ya da c¢oklu tiyol gruplarina sahip
hidrofilik ~ veya  hidrofobik  ligandlarla tek basamakli  bir  proseste
fonkisyonlandiriimasini saglayan ve literatirde yeni bir yaklasim olan tiyol-en

kimyasi ile uyumludur.

Deneysel calisma sirasinda, foto polimerizasyon ve tiyol-en katilmasiyla
sentezlenen hidrofilik ve hidrofobilk 6zellikteki monolitterde POSS-MA hem
monomer hem de g¢apraz baglayici olarak kulaniimaktadir. POSS-MA’'nin sahip
oldugu polimerlesebilir 10 ayri metakrilat grubu sayisi, vinil ve metakrilat bazli
geleneksel gcapraz baglayici ajanlarin sahip oldugu grup sayisinin yaklasik 5 katidir.
Her bir polimerlesesbilir grup monolit yapisindaki ¢capraz bagi arttirarak polimer bazl
monolitlerde yasandigi gibi kutle transfer 6zelligi dusuk jel formunda bdlgelerin

olusumunun 6nune gecmektedir.

2.3. Hibrid Monolitik Yapinin Polimerizasyonu

2.3.1. Serbest Radikal Polimerizasyonu

Serbest radikal polimerizasyonu reaksiyonu, akrilat/metakrilat bazli monomerlerin
gbzenek yapici ¢ozeltiler igerisinde 1s1 veya ultraviyole 1sik etkisiyle ve bu etkiye
uygun baslatici ile ¢bzelti ortaminda serbest radikal olusturarak bu radikallerin
polimer zincirlerinin olugsmasina ve blyUmesine sebep olarak sonugta gozenekli
adsorbent yapisinin ortaya ¢ikmasi esasina dayanan ve diger polimerizasyon

yontemlerine goére daha kolay uygulanabilen polimerizasyon metodudur [1].

Serbest radikal polimerizasyonu mekanizmasi sekil 2.6’da goruldugu gibi baslama
(initation), ilerleme (propagation) ve sonlanma (termination) adinda U¢ basamaktan
olusur. Baglama basamaginda monomer molekulleri kimyasal veya isik etkisiyle
aktif hale getirilerek veya radikal haline dénustarulir. Aktif hale getirme gogunlukla
bir baslaticinin variginda gerceklestirimektedir. ikinci asamada, olusan radikale
monomerlerin badlanmasiyla uzayan bir zincir yapisi olugur. ilerleme reaksiyonu

bazen yluzler bazen de binlerce monomer birimi ile olusturulabilir. Buyuyen polimer
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zincirlerinin uzamasi bir noktada durur ve aktif ug gruplar pasif hale gegerek yapiyi

kararli hale getirirler buna da sonlanma basamagi adi verilmektedir.

Baslatma (initiation)

baslatici
R-+M

2R-
RM-

ilerleme (propagation)

M1' + M Mz'

Mz' + IVI M3.

M, +M M,
Sonlanma (termination)
M, +M - polimer

Sekil 2.6. Serbest radikal polimerizasyonu mekanizmasi

2.3.2. Tiyol-en Kimyasi

Tiyol-en reaksiyonu, ilk olarak 1900°’lu yillarin basinda Posner tarafindan karbon
karbon cift bagina tiyol gruplu molekillerin radikal olarak eklenmesi olarak ifade
edilmistir [70]. Tiyol-en serbest radikal katilma reaksiyonunun genel kabul géren
mekanizmasi da, Kharasch ve arkadaslari tarafindan 1938'de 6nerildi [75]. Tiyol-en
kimyasi, Sharpless tarafindan 2001 yilinda literature kazandirilan [76] molekulleri
hizli ve yuksek verimle bir araya getirmek icin etkin bir kimyasal yontemler butlinu
olarak ifade edilebilecek kolay baglanma kimyasinin, (Click chemistry) polimerlerin
[77-80] ve ylzeylerin modifikasyonu [81,82] ile dendrimerlerin [83] ve disakkaritlerin

[84] sentezinde basariyla kullanilan bir tlrl olarak kabul edildi.

Son 10 yilda kolay baglanma kimyasi, uygulama kolaylidi, sivi ortam ile uyumlulugu,
yuksek reaksiyon verimi agisindan kromatografik materyallerin hazirlanmasinda
oldukga ilgi gormustur [83]. kolay baglanma kimyasinin yaygin bir turl olan Bakir(l)
katalizli alkin-azid halka eklenmesi (CuAAC) reaksiyonu, HPLC icin gerekli
materyallein hazirlanmasindaki pH duyarsizligi, Ustun kimysal segiciligi, agir
olmayan reaksiyon kosullari gibi faydalarinin akisne agir metal iyonlarinin sabit

fazda kalmasi sonucu gideriminin zor olmasi, agir metal iyonu kullaniminin gevreye
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verdigi toksik etki ve kullanilan azidlerin patlayici 6zelligi bu reaksiyonun

dezavantajlarini olusturmustur [6,86].

Tiyol-en reaksiyonu, metal iyonu icermemesi agisindan kolay baglanma kimyasi igin
CUAAC reaksiyonun ideal alternatifi durumuna gelmekle gelmis olup, bu reaksiyon
ile olusan tiyoleter bagi gugli ve sabit bir kovalent bag olup sert kosullara karsi
dayaniklidir [87]. Klasik polimerizasyon metodlari ile birlikte uygulandiginda hem
istenilen boyutlara sahip goézenekli monolitik yapinin olusmasi, hem de ayrimi
yapilacak analitlere gore uygulanacak kromatografik moda uygun hidrofilik veya
hidrofobik Ozellikteki ligandin vinil veya metakrialt gruplar ile etkileserek yapiya
kovalent olarak baglanmasi bu yontemi ile tek basamakta gergeklestirilebilmektedir
[6,55]. Tek basamakli bu yontemde gbzenek yapici sistem bilesenleri (makro
g6zenek yapici ve mikro gézenek yapici) igerisinde ana monomer, uygulanacak
kromatografik moda uygun olarak hidrofilik veya hidrofobik ozellikteki tiyol gruplu
ligand ve baglatici ¢ozulerek elde edilen bu monolit ¢ozeltisi kapiler kolonun igerisine

doldurularak 1si veya isik etkisi altinda polimerlestirilebilmektedir.

Tez calismasinin odak noktasini olusuran organosilikon hibrid monolitler, goklu
metakrilat gruplarinin, tiyol (merkaptan) grubu igeren ajanlar ile tiyol-en reaksiyonu
sonucunda olusan capraz baglanma ile elde edilmektedir. Mikrog6zenekli formda
istenmeyen jel olusumuna izin vermeyen bu tur bir capraz bag yogunluguna sadece
klasik monomer ve c¢apraz baglayicilarin  kullanildigi  “serbest radikal
polimerizasyonu” ile ulasiimasi mumkuin degildir. POSS-MA varliginda tiyol-en
kimyasinin kullanimi ylksek ¢apraz bag yogunluguna sahip ve kromatografik ligand
bagl organosilikon monolitlerin tek basamakta eldesini saglamaktadir. ilk kez Zou
ve arkadasglari tarafindan tiyol-en reaksiyonu ve UV baslatici etkisi kullanilarak hizli
hazirlanan makrogodzenekli organosilikon hibrid monolitlerin sentezi ve sivi

kromatografisindeki uygulamasi basariyla gergeklestirilmistir [5].

Tipik olarak tiyol-en reaksiyonu, en yaygin olarak fotokimyasal yontemle radikal
olusturulmasi ile yuratulmektedir. Sekil 2.7°’de de goruldugu gibi serbest radikal
polimerizasyonuna benzer sekilde Reaksiyon baslatma (initiation), ilerleme
(propagation) ve sonlanma (termination) basamakalarindan olugsmaktadir [88].
Bagslatma iglemi, tiyol grubunun fotobaslatici ile etkilesimi ve 1s1ga maruz birakilmasi

sonucu tiyil radikalinin olusumunu, ilerleme iglemi, olugan bu radikalin karbon-
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karbon c¢ift bagina direkt olarak baglanarak karbon merkezli bir radikal olugsmasi,
ardindan, tiyol-en ekleme urinu vermek Uzere ikinci bir tiyol molekuline zincir
transferi yapilmasi ve es zamanl olarak yeni bir radikalin olusmasini, sonlanma

islemi de radikal- radikal birlesme surecini ifade etmektedir [88].

Baslatma (initiation)
ho

R — SH + baslatici

llerleme (propagation)

R-S-+R7 >

_A_-S-R + R-SH

R-S-

RI/-\/S_R

R/-\/S_R + R-S-

R

Sonlanma (termination)

R-S- + R R-SR
RI. + RI. R|_R|
R-S + R-5- RSSR

Sekil 2.7. Tiyol-en reaksiyonu mekanizmasi [89].

2.4. Ters Faz Kromatografisi (RPC)

Ters faz kromatografisi HPLC ve nano-LC sistemlerinde en ¢ok kullanilan
kromatografik moddur ve glinumuizde sivi kromatografisi ile yayinlarin ters faz

kromatografisi izerinde yogunlastigi gortlmektedir [33]. Oyle ki, literatirdeki HPLC

sistemi ile gergeklestirilien kromatografik ayrimlarinin  %70’'inde ters faz
kromatografisi modu kullaniimistir [90]. RPC’nin genis uygulanabilme kabiliyeti, cok
yonluligunden vyeni sabit fazlarin ve sistemin slrekli gelismesinden

kaynaklanmaktadir. Ters faz kromatografisinin en dnemli dezavantaji, kritik polar
analitlerin ayriminda yasanan yetersiz allkkonma ve bunun yarattigi diasuk ayirma
verimi sorunlar nedeniyle elde edilen kusurlu sekilllere sahip kromatogramlardir
[90].

Ters faz kromatografisi terimi 1950’li yillarda Howard ve Martin tarafindan literatre
kazandinlmistir [91]. iki bilim insani, uzun zincirli yagd asitlerinin kromatografik

ayrimina ugrasirken o déonem gecerli olan normal faz kromatografisinin hidrofobik
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yapili analitlerin ayrilmasinda c¢alismadigini fark ettiler ve sabit fazi bir destek
maddesiyle kaplayarak yapiya hidrofobik 6zellik kazandirmayi basardilar [91].

Tanimlandigi glinden itibaren ters faz kromatografisinin tekniginin populeritesinin bir
anda gelismesi, hizli kutle transferi, ylksek tekrarlanabilirlige sahip olmasi ve
kimyasal olarak kararli olmasi gibi 6zelliklerinden ileri gelmektedir. Bu modda sabit
genellikle faz alkil-silika tipi bagl apolar bir yapi iken, hareketli faz, organik
solventlerin bir veya birkacinin su veya bir tampon ¢ozelti ile karisimindan olugan
polar ozellikli bir sividir [92]. Polar hareketli faz varlginda ayrimi yapilacak olan
hidrofobik analitlerin, sabit faza adsorbe olarak burada farkl surelerde alikonmalari
bu sayede farklh zamanlarda detektore ulasarak birbirinden ayri kromatografik

piklerin alinmasi bu modun temel prensibini olugturmaktadir.
2.5. Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi (HILIC)

Suya olan afiniteyi ifade eden “hidrofilik” teriminden yola ¢ikilarak isimlendirilen
Hidrofilik etkilesim kromatografisi (Hydrophilic Interaction Chromatography - HILIC)
Andrew Alpert tarafindan 1990 yilinda polar analitlerin kromatografik ayrimi igin
tanimlanmis ve zamanla polar yapili analitlerin ayrilmasinda en yaygin mod olan

ters faz kromatografisine bir alternatif olarak literatirde yer edinmigtir [93].

Aslinda HILIC icin 6n galismalar 1950’li yillara, Gregor ve arkadaslarinin hidrofilik
Ozellikteki bir sabit fazda su tabakasinin olustugunu kanitlamasina kadar
dayanmaktadir [94]. 1975 yilinda da ilk kez HILIC metodu kullanilarak Linden ve
Lawhead tarafindan aminosilika bir sabit faz ile asetonitril-su hareketli faz varliginda
sakkaritlerin ayrimi gercgeklestiriimistir [95]. Hidrofilik etkilesim kromatografisi
modunda kullaniimak igin sentezlenen ilk monolitik yapili kolon ile de Hjerten

tarafindan 1991°de protein ayrimi yapilmistir [96].

Sekil 2.8’de de gorllebilecegdi Uzere, Alpert'in HILIC kavramini ortaya koymasindan
buglne yillar icerisinde bu kromatografik mod oldukga ilgi ¢ekmis, kromatografi

¢alismalarinda saglam bir yer edinmigtir.
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Sekil 2.8. Tanimlandidi yildan itibaren ginimuze uluslararasi hakemli dergilerde hidrofilik etkilesim
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kromatografisi ile ilgili basilan yayin sayilari [97]

HILIC, temelde en eski kromatografik mod olan normal faz kromatografisinin (NPC)
bir tirGdir. Bunun nedeni iki modun da polar sabit faz ve apolar hareketli faz
varliginda polar yapilarin ayriminin adsorpsiyon bazli bir mekanizma ile
gerceklestirimesi esasina dayaniyor olmasidir. Fakat NPC’de tetrahidrofuran,
hekzan, kloroform gibi su igermeyen organik mobil fazin kullaniimasi, su varliginda
¢ozunebilen nukleositler, nukleotitler, karbonhidratlar ve peptitler gibi biyokimyasal
orneklerin ayriminda dusuk verimli ayrimlar ve asimetrik pikler elde edilmesi gibi
zorluklar ¢ikarmaktadir. Bunun yerine HILIC'de asetonitril, metanol, etanol,
izopropanol gibi sulu fazda da kullanilabilen mobil fazlarin kullaniimasi bu sorunun

ustesinden gelmektedir [22,90].

En yaygin kullanim alanina sahip kromatografik mod olan ters faz sivi kromatografisi
modu igin, peptitler, glikopeptitler, oligontkleositler, sekerler, sakkaritler, suda
¢o6zunen vitaminler, nukleositler, nikleositler, nérotransmitter bilesikler, karboksilli
asitler, aminoasitler, proteinler, bazi dogal Grunler ve biyolojik 6rnekler vb. polar
bilesiklerin ayiriimasinda, sabit faz ile analit arasindaki polarlik farkindan
kaynaklanan zayif tutulma, dusuk alikonma faktori sonucuyla karsimiza
cikmaktadir ki bu da piklerin birbirinden ayrilmasinda énemli bir dezavantaja
dogurmaktadir. Bu polar bilesikler genomik, proteomik, farmakoloji, ziraat kimyasi
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gibi alanlarda buylik onem arz eden kimyasal yapilardir [86]. HILIC, ters faz
kromatografisinin bu dezavantajini ortadan kaldirmak igin en iyi adaylardan birisidir.
Ayrica HILIC, kltle spektrometresiyle uyumlu caligsabilmektedir ve HILIC — MS
sistemi karmasik polar orneklerin analizinde ginumuzde en populer teknik haline
gelmektedir [98].

HILIC modunda kullanilan kolonlar, gunumuzde ozellikle tibbi biyokimyasal
arastirma ve uygulamalar, ilag gelistirme, gida analizleri vb. birgok alanda ¢ok gesitli

analizlerin yapilabilmesi icin ticari olarak uretilmektedir [99].

HILIC modunda kullanilan sabit fazin hidrofilik 6zellige sahip olmasi gerekmektedir.
Bu da ancak yapiya eklenerek monolite hidrofiliklik kazandiracak bir ligand
varliginda ulagsmak mumkudndur [100]. HILIC modunda kullaniimak Uzere bir cok
farkh orijinde ve 6zellikte sabit faz sentezlenmistir. McCalley, bu sabit fazlardan
silika, amid, diol, zwitteriyonik ve ¢oklu mod (mixed-mode) bazli olanlarini polar
analitleri kullaranak sekil 2.9'da goéruldugu gibi ayni hareketli faz sartlarda analize
tabii tutmus ve alikonma faktorl, kademe yuksekligi gibi allkkonmaya bagli

Ozelliklerinin sabit fazlarin yapilarina bagli olarak degistigini gdzlemlemistir [101].
46
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Sekil 2.9. HILIC kromatografisi modunda 5 farkl sabit faz tirt kullanilarak yapilan analizler ile alinan
kromatogramlar. [101] Cikis sirasi : 1. fenol, 2. 2-naftalin silfonik asit, 3. p-ksilensulfonik asit 4.
kafein, 5. nortriptilin, 6. difenhidramin, 7.benzilamin, 8. prokainamid. Akis hizi: 1 mL/dak, ACN/su
orani:85/15 mL/mL + 5 mM amonyum format, pH: 3.0, izleme: DAD 215 nm
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Sabit faz yapisindaki polar gruplar hidrofilik (suyu seven) ozelliginden dolay! dusuk
su igerigine sahip (%5-40) hareketli fazdaki su molekullerini kendi bunyelerine
cekmekte ve bu molekullerin monolit ylzeyinde ince bir su tabakasi olusturmasi ile,
bu tabaka polar (hidrofilik) analitler ile daha guclu bir etkilesime girmektedir. Bu
etkilesim sonucunda daha polar olan analit bilesenleri kolonda daha uzun sure
alikonmakta, daha apolar yapidaki bilesenler de kolondan c¢ikarak daha 6nce
dedektdre ulasmakta ve pik olusturmaktadir [102,103]. Bu mekanizma sekil 2.10’da
gorsel olarak ifade edilmistir. HILIC igin alikonma mekanizmasinin, analitin kimyasal
yapisina, hareketli fazin kompozisyonuna, pH’'ina ve igerik Ozelliklerine gore

degistirilebilecegi ise Hao ve arkadaslari tarafindan detayl olarak irdelenmistir [95].

ANALITLER

HAREKETLI ORGANIK FAZ

KATI SABIT FAZ

INCE SU TABAKASI

Sekil 2.10. Hidrofilik etkilesim kromatografisi mekanizmasi

HILIC’te diger polar ¢dzlculere kiyasla (metanol, izopropanol vb.) dusik basingta
dusuk vizkosite, etkili ayirma ve daha keskin pikler elde edildigi igin dusUk derisimde
suyun yaninda yuksek derisimde asetonitriiden olusan hareketli faz olarak
kullaniimaktadir [90]. Hareketli fazdaki bu ylksek asetonitril derisimi (genel olarak
%60-95), yuksek organik faz anlamina gelmektedir ve bu sebeple kolonun
icerisinden hareketli fazin gegisi sirasinda ortaya ¢ikan geri basing daha dusuktur.
Dolayisiyla analiz sirasinda daha yuksek akis hizlarina gikilabilmekte, daha kisa

surede saglikli kromatografik ayrima ulasilabilmektedir [100].

Karatapanis ve arkadaslari farkli organik solvent tiplerinin hidrofilik 6zellikteki 6
vitaminin ayrilmasindaki etkilerini olgmek icin ayni sartlarda yaptiklar ¢alismada
sekil 2.11'de de gorulebilecegi gibi en iyi ayirim gucune asentonitril-su hareketli faz

bilesimi kullanildiginda ulagilabildigini gosterdiler [104].
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Sekil 2.11. Suda ¢o6zilen vitaminlerin kromatografik ayriminda hareketli fazda kullanilan farkli

organik cozeltiler ile alinan kromatogramlar [104] Organik ¢6zucu/su : 90/10 mL/mL + 10 mM
CH3COONH4,pH : 5.0, Akis hizi : 0.6 mL/dak, DAD : 272 nm

Hemstrédm ve Irgum’in yaptidi ¢alismada da [102], hareketli fazin su icerigi arttikgca
sulu tabakasi ile daha benzer hale geldigi, bu durumun mobil fazdaki ¢ézinen
maddenin kalma slresinin uzamasina ve bunun sonucunda alikkonma gucunde
azalmaya yol acgtigi, dolayisiyla, alikonma oraninin ¢6ztinen maddenin polaritesi ile
dogru orantili, hareketli fazin polaritesi ile ters orantili oldugu ve HILIC ayirma
modunda dusik su muhtevasina sahip hareketli fazlarin daha az kutuplu oldugu

ifade edilmigtir.

Bolim 2.2.2°de ifade edildigi Uzere, monolitik kolonlar, partiktl dolgulu kolonlara
gore ¢ok daha avantajli bir konumdadir. Bu durum hidrofilik etkilesim kromatografisi
uygulamalari igin de igin de gegerlidir. Horie ve arkadasglari tarafindan, HILIC modu
ile, partikil dolgulu ve monolitik kolonlarin sabit faz olarak kullanildigi analizler
sonucu her iki kolon tipinin kademe yuksekliklerini karsilastirilmis, monolitik

yapilarin, daha yuksek verime ulastigi gézlemlenmistir [106].
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2.6. Kromatografik Verimlilik Parametreleri

Sentezelenen kapiler monolitik kolonlarin sivi kromatografisinde sabit faz olarak
kullanildigi analizler sonucu elde edilen kromatogramlardan, monolitik kolonun
veriminin ve performansinin belirlenmesi ve farkli igeriklerle hazirlanan kolonlarla
kiyaslanmasi i¢in gerekli olan alikonma faktoru, teorik kademe sayisi, teorik kademe

yuksekligi, pik ¢ozunurlugu gibi boyutlu ve boyutsuz parametreler kullaniimaktadir.
2.6.1 Alikonma

Allkonma, sivi kromatografisi sisteminde hareketli fazin, cihaza belirli miktarda
enjekte edilen analit bilesimini sabit faza surtklemesi sonrasi sabit faz ile analitin
kimyasal 6zelliklerinden ileri gelen etkilesimler dolayisiyla olarak belirli surelerde
tutulmasi olarak ifade edilebilir. Analitin kolondan gecis hizi, sadece sabit fazla olan
etkilesimine degil, sabit fazin hareketli fazla olan dengesine de bagli olarak

degisiklik gostermektedir [98].

Sekil 2.12. Analitlerin monolitik kolon igerisindeki alikonma mekanizmasi

Sekil 2.12°de gorllebilecegi tizere bir analit karisiminda sabit faz ile etkilesimi daha
fazla olan analit kolonda daha fazla alikonulmakta, etkilesimi nispeten daha az olan

analit ise kolonu oncelikle terk edererek daha 6nce pik vermektedir.

Her bir analit tGrinln kolon igerisinde tutuldugu sire alikonma suresi (retention time,
tr) olarak ifade edilmistir. Bu sure yuzeyin hidrofilik veya hidrofobik 6zelliginden
kaynakli sabit faz — analit arasi molekuler etkilesimlere ve hareketli fazin igerigine

bagli olarak degsiklik gostermektedir [100].
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2.6.2. Alkonma Faktoru (k)

Alkonma faktora (k), sabit fazdan gegen bir analitin tutulma oranini ifade etmek igin
ortaya konulmus boyusuz bir parametredir. Alikonulma faktori esitlik 2.1 ile

hesaplanir.

k= (tg — to)/to (2.1)

Burada tr, sisteme enjekte edilen analitin, enjeksiyondan dedektbre ulasincaya
kadar olan sureyi ifade eder. to ise, sabit faz ile etkilesime girmeyen bir analitin

(toluen, tiyoure vb.) kolonda gecirdigi referans suresi olarak tanimlanir.
2.6.3. Teorik Kademe Sayisi (N) ve Teorik Kademe Yiiksekligi (h)

Teorik kademe sayisi ve teorik kademe yuksekligi, sentezlenen sabit faz ve ona
uygun hareketli faz varliginda kurulan sistem ile belirlenen analitlerin kromatografik
olarak ayrilma performanslarinin ve sabit fazin veriminin ortaya konmasi igin iki
onemli parametredir [100]. Bu parametreleri hesaplayabilmek icin, sekil 2.13'de
gOsterildigi gibi analiz sonucu elde edilen piklerden bazi de@erlere ulagsmak

gerekmektedir.

tR2

r 3
X

r 3
A J

V\é'l@ IH-”z

Sekil 2.13 Birbiri ardina gelen piklerde kromatografik verimlilik parametrelerinin hesaplanmasi igin

gerekli alikonma sureleri ve pik boyutlarinin gésterimi

En basit ifade ile teorik kademe sayisi, analitin sabit faz igerisindeki etkilestigi
noktalarin tumunu ifade etmektedir ve kolon verimi, esitlik 2.2 ile elde edilen bu sayi

ile dogru orantihdir [100].
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N = 5.54 ( i )2 (2.2)

Wi/

Burada W12 , analite ait elde edilen pikin yari yuksekligindeki genisligi olarak

tanimlanmaktadir.

Ayrica kolonun uzunlugunun artmasiyla da teorik kademe artis gostermektedir.
Kolon uzunluguyla (L), N degerinin iligkisi de esitlik 2.3'de ifade edilen teorik kademe

yuksekligi isminde yeni bir parametrenin ortaya ¢gikmasina neden olmustur.
h = (L/N) (2.3)
2.6.4. Pik Cozunurlugu (R)

Pik ¢ézunurligu (R), birbiri ardi sira pik veren iki analitin birbirinden ne kadar iyi
ayrildiginin bir élgusudur ve esgitlik 2.4 ile hesaplanir.

R = 2R 'Ry (2.4)

Wi+ Wo

Bu esitlige gore tr1 ve tr2 sirasiyla ardigik pik veren iki analitin alikonma surelerini,
W1ve W2 de bu piklerin taban genigliklerini sembolize etmektedirler. Elde edilen R
degerlerine gore bu piklerin ayirim ozelliklerini belilemek mumkundur. Buna gore
eger R deg@eri 1,5'tan buyuk ise ardigik bu iki pik birbirinden tam anlamiyla ayriimistir
denilebilir. Pik ¢ozunarlugu degerinin arttirlmasi igin kolon boyu buyultulebilecegdi
gibi, eger partiktl dolgulu bir sabit fazla ¢alisiliyorsa partikil boyutunu kugultmek,
monolitik bir yapida caligiliyorsa da yapinin gézenek ¢apini kigultmek gerekir [109].

2.6.5. Tekrarlanabilirlik

Kromatografik calismalarda sentezlenen sabit faz ile ayni analiz kosullarinda, arka
arkaya veya farkli zaman dilimlerinde alinmis kromatogramlardaki degism olarak
ifade edilmektedir. Ozellikle ticari olarak sentezlenen sabit fazlarin
tekrarlanabilirliginin yuksek olmasi beklenmektedir. Tekrarlanabilirlik yizde bagil
standart sapma (%BSS) adi verilen bir parametreye gore degerlendiriimektedir.
%4’altinda bir degerde olmasi istenen bu parametreye ulasilabilmesi de asagida
verien esitlik 2.5, 2.6 ve 2.7 ile mumkun olmaktadir [89].

__ IN;RT;

RT, T

(2.5)
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. . 2
Sp = \/ZNl (RT;—RTy) 2.6)
IN;—-1

%BSS = -2 2.7)

RT,

Bu esitliklere gore, RTn bir analit i¢in tekrarlanan analizlere gore ortalama alikonma
suresini, RTi, i no’lu analitin alikonma suresini, Ni, tekrarlanan analiz sayisini, SD,

standart sapmayi ifade etmektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Giris bélimiinde de ifade edildigi lizere, tez iki kisimda degderlendirilebilir. ik kisimda
nano-sivi kromatografisi sisteminde, hidrofilik ve hidrofobik formdaki analitlerin
kromatografik ayrimi amaciyla kullanilabilecek organik-silika (organosilikon) bazlh
kapiler monolitlerin yuksek bag yogunluguna ve analit alikonma suresinden
bagimsiz ayirma performansina sahip olacak bicimde sentezi yapiimistir. ikinci
olarak da her bir kolonunun belirli bir analit karigiminin ayrilmasinda gosterdigi
kromatografik performans izokratik modda izlenmistir. Bu ¢alisma hangi kolonun,
hangi tur analit karisiminin kromatografik ayriminda daha iyi bir performans

gOsterdigini tanimlamaktadir.

Capraz bag gorevi de goren POSS-MA ana monomeri ile hidrofilik ve hidrofobik
formdaki tiyol gruplu kromatografik ligand ve ¢apraz baglayicilarin varliginda tiyol-
en reaksiyonu ile, hidrofilik etkilesim kromatografisi ve ters faz kromatografisi igin
kullanilacak hidrofilik ve hidrofobik 6zellikte hibrid monolitlerin sentezi tek
basamakta gergeklestiriimistir. Calismada hem termal etki hem de fotoetki ile
monolitik kolonlarin sentezi yapilmig, bu kolonlarin da karakterizasyonu ve analit

ayirma performanslari incelenmistir.

Ters faz kromatografisi modunda kullaniimak Gzere hidrofobik o&zellikteki
organosilikon monolitlerin sentezi igcin monolit yapisinin tiyol gruplariyla
fonksiyonlandirilmasi amaciyla, molekul yapilari sekil 3.1’de verilen farkh karbon
zincir uzunluklarina sahip 1-oktadekantiyol (ODT), 1-oktantiyol (OT) ve 1-butantiyol
(BT) alifatik ligandlar ile 2-feniletantiyol (PET) aromatik ligandi kullaniimis,
bdylelikle hem zincir uzunluunun hem de aromatik-alifatik ligand degisiminin
ayirma performansina etkisi incelenmigtir. Ters faz kromatografisi modunda alkil
benzenlerin, polisiklik aromatik hidrokarbonlarin (PAH) ve fenol tlrevlerinin ayrimi

gerceklestirilmigstir.
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(A) HsC” > sH (B) CHy(CHy)eCH,SH

SH
(C) CHs(CHy,)16CH,SH (D)

Sekil 3.1. Ters faz kromatografisi (RPC) modunda kullanilan hidrofobik &zellikteki ligandlarin
molekiler yapilari (A) Bitantiyol — BT, (B) Oktantiyol — OT, (C) Oktadekantiyol — ODT, (D) 2-
feniletantiyol — PET

Hidrofilik etkilesim kromatografisi icin de sekil 3.2’de molekll yapilari verilen
merkaptosuksinik asit (MSA) ve glutatyon (GT) ligandlari ile polar yapili analitlerin

(nUkleositler, nukleotitler, organik asitler) ayrimi denenmistir.

SH
(A) 0 ® o 0 e
ONOH HO™ ™ N \)J\OH
O SH NH, o)
Sekil 3.2. Hidrofilik etkilesim kromatografisi (HILIC) modunda kullanilan hidrofilik 6zellikteki
ligandlarin molekdler yapilari (A) Mercaptosiksinik asit (B) Glutatyon

Monolit ¢bzeltisinin kompozisyonu, istenilen ylzey alanina, kromatografik ayirima
uygun geri basing degerlerine uygun gbézenekli kolon yapisini olusturmak agisindan
¢ok kritiktir. Bu yuzden sentezlerde mikrogdzenek yapici/makrogbznek yapici ve
monomer/gdzenek yapici oranlari ile yapiya tiyol-en katilmasiyla baglanan hidrofilik

veya hidrofobik 6zellikteki ligandlarin derisim dederleri degistirilmistir.

Her bir kolon icin, belirli analit karisimi kullanilarak, hareketli fazdaki asetonitril orani
ve hareketli faz akis hizinin degistiriimesi ile kromatografik performans incelemesi
yapilmistir. Bu inceleme her iki kromatografik mod ile farkh analit karisimlari igin ayri
ayri gerceklestiriimigtir. Elde edilen kromatogramlar kullanilarak her bir
kromatografik analiz i¢in pik ¢6zunurligu ve alikonma faktori degerleri
hesaplanmistir. Ayrica her iki kromatografik mod i¢in kromatografik performans, her
bir kolon igin kademe yuksekligi cinsinden tanimlanmistir. Her bir kolon i¢in, kademe
yuksekliginin hareketli faz gizgisel akis hizi ile degisimini gosteren Van-deemter

grafigi elde edilmigtir.
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Buna ilave olarak her bir monolit igin farkli hareketli faz asetonitril orani ve farkli akis
hizlari ile elde edilen kademe yuksekligi degerleri-alikonma faktorine kargi grafige
alinarak, uretilen monolitin kutle transfer 6zellikleri tanimlanmis ve kutle transfer
kisittamalarina neden olarak kromatografik verimi azaltan jel formunda gegici
mikrogozeneklilige sahip bolgelerin varligi arastiriimistir. Her bir monolitin alikonma
faktoriane bagh ayirma verimi davranisi gosterip/gostermedigi olusturulan grafiklerin
analizi ile belirlenmigtir. Boylece Uretilen molekiler kafes yapisina sahip
organosilikon tipi hidrofobik ve hidrofilik monolitlerin klasik polimer ve silika bazl

monolitlerden farki ortaya konmustur.

Sentezlenen monolitlerin karakterizasyonuna yonelik olarak da taramali elektron
mikroskopu ile (SEM) gértintilenmis, nano-sivi kromatografisi sisteminde akis hizi-
geri basing degeri iligkisi ortaya konmus, Elementel analiz ile S gruplu ligand igerigi
belirlenmis, monolitik yapinin gézenek boy dagihmi tayin edilmis ve c¢apraz

baglanma miktari degerleri bulunmusgtur.
3.1 Materyal

Monolit sentezinde hem ana monomer hem de ¢apraz baglayici olarak kullanilan
POSS metakrilat (POSS-MA) Hybrid Plastics, ABD’den, termal etki ile
polimerlegtirilen kolonlarda gapraz baglayici olarak kullanilan etilen dimetakrilat
(EDMA) ve silanlama ajani olarak kullanilan 3-trimetoksisililpropil metakrilat
(TMSPM) Sigma-Aldrich Co. LLC. A.B.D.’den temin edilmistir. Monolitin gézenekli
yapisini olusturan bilesenler n-propanol (n-PrOH) (BDH Chemicals Ltd., ingiltere),
1,4-butandiol (1,4 BD) (VWR International, Avustralya), n-dekanol (Dec-OH) (Merck
AG, Almanya), polietilenglikol 2000 (PEG 2000) (Sigma Chemical Co. A.B.D.’den),
polietilenglikol 400 (PEG 400) (Hopkin & Williams Limited, ingiltere), n-butanol,
etilen glikol ve amonyum hidroksit (Sigma-Aldrich Co. LLC. A.B.D.) istenilen
Ozellikteki monolit tirtine uygun olarak kullaniimistir. Silanizasyon igleminde kolon
icerisinden gecirilen sodyum hidroksit (NaOH) Riedel de Haen, Almanya’dan,
metanol (Me-OH), toluen ve hidroklorik asit (HCI) ise Sigma-Aldrich Co. LLC.
A.B.D.‘den temin edilmistir. Monolitlerin sentezlendikten sonra yilkanmasi ve analize
hazir hale getiriimesi i¢cin mutlak etanol (EtOH) (Merck AG, Almanya’dan) ve
kromatografik ¢calismalarda hareketli faz olarak (HPLC grade) asetonitril (ACN) ile
asetik asit (Sigma-Aldrich Co. LLC.’den) alindidi sekilde kullaniimistir. i¢ cap degeri
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100 mikron olan ultraviyole (UV) gecirgen kolonlar ile etrafi poliimid tabakasi ile
kapli termal kapiler kolonlar Polymicrotechnologies, A.B.D.'den alinmigtir.
Hidrofobik 6zellilkteki, tiyol gruplu ligandlardan 1-oktadekantiyol (ODT), 1-oktantiyol
(OT), 1-butantiyol (BT) ve 2-feniletantiyol (PET) Sigma-Aldrich Co. LLC. A.B.D.’den
saglanmis, hidrofilik 6zellikteki ligandlardan ise merkaptosuksinik asit (MSA) Aldrich
Chem. Co. WI,’den glutatyon (GT) ise yine Sigma-Aldrich Co. LLC. A.B.D.’den satin
alinmistir. Termal polimerizasyon icin baslatici olarak kullanilan 2,2'-azobis(2-
metilpropiyonitril) (AIBN) Glentham LSL. ingiltere, fotopolimerizasyon icin baslatici
olan 2,2-dimetoksi-2-fenilasetofenon (DMPA) ise Aldrich Chem. Co. WI'den
alinmigtir. Ayirimi yapilacak analitlerden benzen, toluen, tiyoure, floren, fenantren,
floranten, piren, katekol, 4-metoksifenol, 4-nitrofenol, 3-nitrofenol, p-toluik asit,
benzoik asit, 4-hidroksibenzoik asit, 4-klorobenzoik asit, 4-iyodobenzoik asit,
guanin, adenin, sitozin, timin, guanozin, sitidin, inosin, Uridin ve timidin Sigma-
Aldrich Co. firmasindan, etilbenzen, propilbenzen ve butilbenzen ise Merck AG,
Almanya’dan ithal edilmistir. Bunun yaninda tim islemlerde distile-deiyonize su

kullanilimistir.
3.2. Termal Polimerizasyon ile Monolit Sentezi

Termal baglatici ve 1si etkisiyle polimerizsyona tabii tutularak sentezlenen monolitik
kolonlar ana monomerin POSS-MA ve capraz baglayici olarak da EDMA’nin
kullanildigi1 yapilardir. Gozenek yapici sistem bilesenlerinin varhdinda, POSS-
MA’nin Uzerindeki metakrilat gruplarinin hem kendi aralarinda hem de EDMA'nIn
sahip oldugu metakrilat yapilariyla etkilesime girmesiyle capraz bagl monolitik yapi
olusmakta, tiyol-en reaksiyonu ile de istenilen 6zellikteki ligandin yapiya baglanmasi

tek basamakli basit bir proses ile gerceklestirilebilmektedir.

3.2.1. Termal Polimerizasyon Iile Sentezlenen Monolitik Kolonlar igin

Silanizasyon

Monolitik kapiler kolonun basarili bir bicimde sentezlenmesi ve kromatografik
analizde sorunsuz bir bigimde kullanilabilmesi icin ilk agamada monolitik yapinin
kolon i¢ geperlerine iyi bir bicimde tutunmasi sarttir. Kolonun sentezi 6ncesinde bu
tutunmay! saglamak amaciyla yapilan on igleme silanizasyon adi verilmektedir.
Silanizasyon igin ilk olarak, kullanilacak uzunluktaki kapiler kolon kesilmekte ve

kolon baglanti elemanlari yardimiyla, siringa pompasina baglanmakta ve icerisine
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0.2 M NaOH doldurulmus olan siringa yardimiyla 0,025 ulL/dak akis hizinda 90
dakika yikanmakta boylelikle, kolon i¢ yuzeyinde hidroksil (-OH) gruplarinin
olusumu saglanmaktadir. Ardindan, kalan sodyumun giderilmesi amaciyla, distile-
deiyonize su ile yine ayni akis hizinda 30 dakika yikanmaktadir. Devaminda, suyun
giderimi igin kapiler kolon azot tiplne baglanarak 30 dak sure ile azot gazina maruz
birakilmaktadir. Kolon i¢ yuzeyinde metakrilat gruplarinin olusarak, polimerizasyon
esnasinda bu metakrilat gruplari Gzerinden monolit yapisina kovalent bir baglanma
saglanmasi igin (sekil 3.3.) hacimce %50 TMSPM ve % 50 metanolden olugan
¢cozelti kolon igerisinden 30 dak sure ile gecirilmektedir. Gegirilen ¢ozelti icerisinde
kalacak sekilde iki ucu septum ile tikanan kolon, 20-24 saat suresince 50°C
sicakligindaki su banyosunda bekletiimektedir. Gergeklesen reaksiyon sonrasi,
reaksiyondan arta kalan maddelerin giderilmesi i¢in kolon 30 dak suresiyle metanol
ile yikkanmakta yine ayni sure de azot gazi gegcirilerek kolonun kurumasi
saglanmaktadir. Boylelikle kolon, monolit sentezi i¢cin hazir duruma gelmektedir.

Silanizasyon islemi igin kurulan sistemin fotografi sekil 3.4’de verilmistir.

\OH 50°C / 20-24 saat \0
i (CH,); - CO,(CH;) - C = CH,
OH ~
- o |
H,(CO54)Si-(CH,);-CO,(CH,)-C-CH, ~" " O(CH,)

TMSPM (3-Trimetoksisililpropilmetakrilat)

Sekil 3.3. Kapiler kolonun i¢ ylizeyinde yluzeye metakrilat gruplarinin baglanmasi amaciyla hidroksil

gruplar ile trimetoksisilil gruplari arasinda gergeklesen reaksiyon
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Sekil 3.4. Silanizasyon islemi i¢in kurulan sistemin fotografi (A) poliimid tabakasi ile kapli termal

kolon, (B) UV gegirgen kolon

3.2.2. Ters Faz Kromatografisi (RPC) Modunda Kullaniimak Uzere Termal

Polimerizasyon ile Monolit Sentezi

Ters faz kromatografisi modunda sabit faz apolar bir yapi iken, hareketli faz, organik
solventlerin bir veya birkacinin su veya bir tampon ¢ozelti ile karisimindan olusan
polar bir sividir [92]. Hidrofobik 6zellikteki ligandin tiyol-en kimyasinin
kullanilmasiyla capraz bagli gbzenekli yapi, ana monomer, gcapraz baglayici ve
gb6zenek vyapici sistem bilesenlerinin varliginda bu kromatografik modda

kullanilabilecek hibrid monolitik yapi sentezlenmektedir.

3.2.2.1. Poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitlerinin termal polimerizasyon ile

sentezi

Tiyol-en katilmasi ve hidrofobik ligand kullaniimaksizin, sadece serbest radikal
polimerizasyonu ile sentezlenecek Poli(POSS-MA-co-EDMA) monoliti i¢in, Sekil
3.5'te de gorulecedi Uzere 4 mL’lik cam bir deney tlipunin igerisine 6ncelikle
gdzenek yapici sistem bilesenleri (n-PrOH/1,4- bitandiol/PEG 2000) eklenmis ve
ultrasonik banyo yardimiyla homojenize edilmistir. Ardindan sirasiyla ana monomer
(POSS-MA), capraz baglayici ajan (EDMA) ve termal polimerizasyon basglaticisi
(AIBN) yine ayni tipe eklenerek bir kez daha sonikasyona tabii tutulmustur.
Homojen hale gelen monolit ¢ozeltisi, kolon icerinden 5 dakika sure ile gegirilerek,
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bolim 3.2.1.’de anlatilan silanizasyon isleminde oldugu gibi ¢ozelti kolon igerisinde

kalacak sekilde uglari septum ile kapatiimis ve 60°C’lik su banyosunda 20 ila 24

saat arasi bir surede polimerlestiriimigtir. Bu grupta yapilan deneylerin kosullari

Tablo 3.1’de verilmektedir.

Sekil 3.5. Poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitlerin termal polimerizasyon ile sentezi.

(A) monolit

¢ozeltisi bilesenlerinin homojen hale getirilmesi. (B) hazirlanan ¢ézeltinin siringa yardimiyla kolona

basilmasi. (C,D) iki ucu septum ile kapatilan kolonun su banyosuna yerlestiriimesi. (E) kolon i¢erisine

basilmadan arta kalan monolit ¢ozeltisinin polimerlesmenin gergeklesip gerceklesmediginin

anlasiimasi amaciyla kullaniimasi

Tablo 3.1. Farkh porojen sistemi (n-PrOH/1,4-BD/PEG 2000) bilesimleri kullanilarak termal

polimerizasyonla hazirlanan poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitlerin sentez kosullari (Polimerizasyon

sicakhgi: 60°C, Polimerizasyon siresi: 20-24 saat).

DENEY POSSMA  EDMA n-PrOH  14BD PEG 2000 AIBN
KODU (uL) (pL) (pL) (nL) (mg) (mg)
Al 200 200 1000 200 80 5
A2 200 200 1100 220 80 5
A3 200 200 1200 240 80 5
A4 200 200 1080 120 80 5
A5 200 200 1050 150 80 5
Al 200 200 1000 200 80 5
A6 200 200 663 397 40 5
A7 200 200 663 397 20 5
A8 200 200 663 397 0 5
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3.2.2.2. ODT bagh Poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitlerinin  termal

polimerizasyonu ve tiyol-en katilmasi ile sentezi

ODT bagh Poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitlerin sentezi igin éncelikle 4 mL’lik cam
deney tupu igerisine sirasiyla gbzenek yapici sistem bilesenlerinden, mikro gdézenek
yapici (n-PrOH), makrogozenek yapici (Dec-OH) ve polimerik gdézenek yapici (PEG
400) konularak ¢oézelti homojen hale gelinceye kadar sonikasyona tabii tutulur.
Hidrofobik 6zellikte ODT ligandi ¢ozeltiye eklenerek sicaklik etkisi ile sonikasyon
uygulanir. Isinan ¢ozeltinin oda sicakligina geri ddnmesi icin 10 dakika sogutulur ve
uzerine ana monomer (POSS-MA) ve capraz baglayici ajan (EDMA) eklenerek 5
dakika sure ile soniklenir. Son olarak termal baslatici da eklenen ¢bzelti homojenize
oluncaya kadar bir kez daha sonikasyona tabi tutulur ve hazirlanan monolit ¢ozeltisi
bir siringa yardimiyla kapiler kolon igerisine basilarak iki uctan septum yardimiyla
kapatilir. Hazirlanan kolon 60°C sicakliginda su banyosunda 20-24 saat arasi
polimerizasyona birakilir. Monolitik ¢ozelti bilesenlerinin kosullari tablo 3.2’de

verilmistir.

Tablo 3.2. Farkli ODT derisimi ve farkli monomer/gapraz baglayici (POSS-MA/EDMA) orani
kullanilarak termal polimerizasyonla hazirlanan ODT bagh poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitlerin

sentez kosullari (Polimerizasyon sicakligi: 60°C, Polimerizasyon suresi: 20-24 saat).

DENEY  POSS - EDMA n-PrOH 1,4BD IZES; oDT AIBN
KODU  MAGWL) () (W) @) o (mg)  (mg)
Bl 150 150 600 1400 80 0 5
B2 150 150 600 1400 80 50 5
B3 150 150 600 1400 80 75 5
B4 100 150 600 1400 80 50 5
BS 125 125 600 1400 80 50 5
B2 150 100 600 1400 80 50 5

3.2.3. Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi (HILIC) Modunda Kullanilmak Uzere

Termal Polimerizasyon ile Monolit Sentezi

Hidrofilik Etkilesim kromatografisi modu igin kullanilacak monolitlerin sentezi, ters
faz kromatografisi igin kullanilan yéntem ile benzerlik géstermektedir. Buradaki
farklihk HILIC modunda kullanilacak monolitler i¢in hidrofilik 6zellikteki ligandlarinin

kullaniimis olmasidir.
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3.23.1. MSA bagh poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitlerinin  termal

polimerizasyon ve tiyol-en katilmasi ile sentezi

Sentez kosullari tablo 3.3'te verilen ODT bagli Poli(POSS-MA-co-EDMA)
monolitlerin sentezi igin oncelikle 4 mL’lik cam deney tlipU igerisine sirasiyla
gOzenek vyapici sistem bilesenlerinden, mikrogozenek yapici (n-PrOH),
makrogozenek yapici (Dec-OH) ve polimerik gézenek yapici (PEG 400) konularak
¢Ozelti homojen hale gelinceye kadar sonikasyona tabii tutulur. Ana monomer
(POSS-MA) ve gapraz baglayici ajanin da eklenmesinden sonra ¢6zelti homojenize
edilerek Uzerine termal bagslatici (AIBN) de ilave edilir ve tekrar soniklenir. Son
olarak hidrofilik 6zellikli merkaptostksinik asit (MSA) ligandinin da eklendigi ¢ozelti,
kolon igerisine doldurularak, kolonun uglari septum yardimiyla kapatiimis ve 60°C
sicakligindaki su banyosunda 20-24 saat arasinda polimerize edilmistir. Deney

setinde tum sartlar sabi tutularak MSA’nin 3 farkli derigimi icin inceleme yapilmistir.

Tablo 3.3. Farkli MSA derisimi kullanilarak termal polimerizasyonla hazirlanan MSA bagli poli(POSS-
MA-co-EDMA) monolitlerin sentez kosullari (Polimerizasyon sicaklidi: 60°C, Polimerizasyon siresi:
20-24 saat).

DENEY POSS- EDMA  n-PrOH Dec-OH F;Eg; MSA  AIBN
KODU  MAGL) () () () o (mg)  (mg)
c1 150 150 1000 1000 80 100 5
c2 150 150 1000 1000 80 75 5
c3 150 150 1000 1000 80 50 5

3.3. Fotopolimerizasyon ile Monolit Sentezi

Bu tur monolitik kolonlar, bir fotobaslatici yardimiyla (DMPA) sentezlenmisgtir.
Fotopolimerizasyon ile sentezlenen monolitlerde POSS-MA sahip oldugu kafes orgu
yapisi sebebiyle hem ana monomer hem de capraz badlayici olarak gorev

yapmaktadir.

Bu yontemde baslaticinin aktif hale gegmesi, polimerizasyon ortaminin UV-igik
veren 300 W glctnde bir lambaya (Osram, Almanya) maruz birakilmasi ile
saglanmistir. UV eftkisi ile silika kapiler igerisinde polimerizasyon ise UV gecirgen
Ozellikteki kapiler kolonlarin kullaniimasiyla mimkun olmustur. Sentez sirasinda,

kapilerin UV 1siga maruz birakiimasi amaciyla sekil 3.6’da verilen sistem
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tasarlanmistir. UV 1sik gegirmez bir kabinin igerisine yerlestirilen bu sistemde,
icerisinde monolit ¢ozeltisi bulunan UV gegirgen kapiler kolon, bir doner tabla
Uzerine sabitlenmis, lamba, kolonun UV isidin tamamindan yararlanmasi g6z
onlinde bulundurularak uygun ag¢i ve wuzakliga goére konumlandiriimistir.
Polimerizasyonun baglamasindan hemen 6nce doner bir mekanizmaya bagl olan
tabla sabit bir hizla donduridimeye baslanmakta, kabinin kapisinin kapatiimasinin
ardindan da UV lamba yakilarak, bu tabla tGzerindeki kapilerin her yénden esit bir
miktarda 1131 almasi ve polimerlesmesi saglanmaktadir. Polimerizasyon slresine
bagli olarak lambanin fazla 1Isinmasina onlem olarak, sicaklik dlgim cihazi, devre

kesici ve 4 fandan olusan sicaklik kontrol sistemi sisteme dahil edilmistir.

't

Sekil 3.6. Fotopolimerizasyon ve tiyol-en katilmasi ile monolit sentezi i¢in tasarlanan polimerizasyon
dizenegi

3.3.1. Fotopolimerizasyon ile Sentezlenen Monolitik Kolonlar igin Silanizasyon

Monolitik kolonun sentezlenmesi ve kromatografik analizde sorunsuz bir bi¢cimde
kullanilabilmesi igin monolitik yapinin kolon i¢ ¢eperlerine iyi bir bigcimde
tutunmasinin elzem oldugu bolim 3.2.1.’de ifade edilmisti. Fakat UV etkisi ile
serbest radikal polimerizasyonu ve tiyol-en katilmasinin bir arada kullanildigi sentez

sonrasi kolon i¢ ¢ceperine baglanmanin yetersiz kaldigi, dolayisiyla hareketli fazin
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akisi esnasinda monoltik yapinin geperlerden kurtularak kolon igerisinden ¢iktigi
g6zlenmistir. Bu yuzden monolitik yapinin kolon i¢ geperine daha guglu baglanmasi
icin yeni bir silanizasyon islemi uygulanmistir. Bu silanizasyon iglemine gore, ilk
olarak istenilen uzunlukta UV gegirgen 6zellikteki kapiler kolon igerisinden siringa
pompasi yardimiyla 2 saat slresince 25 plL/dak hizinda 1 M NaOH c¢ozeltisi
gegirilmigtir. Ardindan NaOH ¢ozeltisi kolon igerisinde kalacak sekilde kolon iki
ucundan septum yardimiyla kapatilip 1 saat bu sekilde bekeltilmistir. Ardindan
septumlar kolonun ucundan cikartilarak, kolon distile-deiyonize su ile 30 dakika
boyunca ylkanmis ve yine ayni sure boyunca icinden azot gecirilirerek
kurutulmustur. Bu asamada, OH" gruplarinin kolon i¢ yuzeyinde iyi bir sekilde
olustugundan emin olmak adina silanizasyon isleminin bu kisma kadarki tum
islemleri tekrar edilmistir. Takiben akis hizi sabit kalmak sartiyla kolondan sirasiyla
30 dakika 1 M HCI, 20 dakika azot gazi ve 10 dakika toluen gegirilmistir. Son olarak,
tipki bélim 3.2.1°de anlatilan termal polimerizasyon igin silanizasyon isleminde
oldugu gibi kolon i¢ c¢eperinde metakrilat gruplarinin olusturulmasi ve
polimerizasyon esnasinda bu metakrilat gruplari Gzerinden monolit yapisina
kovalent bir baglanma saglanmasi i¢in bu kez hacimce %40 TMSPM ve %60
toluenden olusan ¢ozelti 10 dakika boyunca kolondan gegirilmis ve ¢ozelti kolon
icerisinde kalacak sekilde iki ucundan septumla kapatilip 20-24 saat tutulacagi su
banyosuna yerlestirilmistir. Reaksiyon sonrasi, kolonun monolit sentezinde
kullanilmak Uzere hazir hale gelmesi icin reaksiyondan arta kalan maddelerin
giderilmesi gereklidir. Bu amacgla kolon 10 dakika sureyle toluen ile yikanmakta yine

ayni sUre de azot gazi gegirilerek kolonun kurumasi saglanmaktadir.

3.3.2. Ters Faz Kromatografisi (RPC) Modunda Kullaniimak Uzere

Fotopolimerizasyon ve Tiyol-En Katilmasi ile Monolit Sentezi

Bu bdélimde hem c¢apraz baglayici hem de ana monomer olarak kullanilan POSS-
MA, ikili gbzenek yapisi sistem bilesenleri (n-bitanol/etilen glikol) ve fotobaslatici
DMPA’nin varliginda, farkli zincir uzunluguna sahip alkantiyol formundaki hidrofobik

ligandlarin (BT, OT, ODT) bagli oldugu monolitik yapilarin sentezi yapilmistir.
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3.3.2.1. Hidrofobik ligand (BT,OT,ODT,PET) bagh POSS-MA bazli monolitlerin

foto polimerzasyon ve tiyol-en katilmasi ile sentezi

Ters faz kromatografisi i¢in hidrofobik 6zellikteki POSS-MA bazli monolitler ayni
islem basamaklariyla sentezlenmistir. ilk olarak 10x75 mm boyularia sahip iki cam
deney tupu alinarak 1 ve 2 olarak numaralandirilir. 1. tipe sirasiyla mikrogozenek
yapici bilesen (n-blitanol) ve makrogdzenek yapici (etilen glikol) konularak vorteks
yardimiyla 5 dakika karigtirilir. Bu karigim igerisinden yaklagik olarak 100 pL
cekilerek 2. tupe aktarlir ve 1. tupteki kalan ¢ozeltinin igerisine monolitik yapiya
baglanmasi istenen hidrofobik ligand eklenir ve sicak ortamda sonikasyona tabii
tutulur. Ortamin homojenize olduguna emin olunduktan sonra c¢ozeltinin oda
sicakligina geri donmesi igin 10 dakika sure ile sogumaya birakilir. Ardindan
monolitin ¢apraz bagli ag yapisini olusturacak olan POSS-MA eklenerek ¢ozelti
homojen hale gelinceye kadar tekrar vortekslenir. 2. tipte beklettigimiz ¢ézetinin
Uzerine ise foto baglatici olan DMPA eklenerek 1sik almayan ortamda ¢ézUnmesi
saglanir. Son olarak yine isiksiz ortamda, gbézenek yapici sistem bilesenleri,
hidrofobik ligand ve monomer igeren 1. tlpteki ¢ozelti 2. tipe eklenir ve vorteks
kullanilarak tekrar homojenize edilir. Elde edilen monolit ¢ézeltisi 100 mikron i¢ ¢ap
degerine sahip 30 santimetre boyutundaki UV gegirgen kapiler kolon ¢ozeltisi
icerisinden siringa yardimiyla gecirilir ve ¢ozelti kapiler kolonun icerisinde kalacak
sekilde uclar kapatilarak sekil 3.6’daki sistemde doner tabla Uzerine dairesel
bicimde yerlestirilir. 60 devir/dakika hiza sahip doner sistem Gizerine UV 1s1k 7 dakika
sure ile verilerek, 1s1g1n kolonun her bir noktasina ulagmasi saglanir. Boylelikle kolon
icerisindeki monoltik yapinin daha homojen olmasina c¢alisiimis olur. Sentez
kosullari tablo 3.4’de ayrintili olarak verilmis, s6z konusu ligandlarin POSS yapisina

baglanma semasi da sekil 3.7.'de gdsterilmistir.
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Sekil 3.7. (A) Monomer ve cgapraz baglayici olarak kullanilan POSS-MA, tiyol gruplu hidrofilik
ligandlar molekul yapilari: (B) oktadekandiyol (ODT), (C) oktantiyol (OT), (D) bitantiyol (BT) ve (E)
2-feniletantiyol . (F) Ligandlarin orgonosilikon polimerik zincire baglanmasi.
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Tablo 3.4. Degisen ODT derisiminde, farkh ana monomer miktarinda, degisen mikrog6zenek

yapici/makrog6zenek yapici oraninda ve farkli karbon zinciri uzunluguna sahip hidrofobik ligandlarin

varliginda fotopolimerizasyonla hazirlanan ODT bagl poli(POSS-MA) monolitlerin sentez kosullari

(Polimerizasyon siresi: 7 dakika).

DENEY  POSS-MA  n-But-OH Eﬂ'keonl Ligand DMPA
KODU (uL) (uL) (uL) (mg) (mg)
D1 150 514 86 0 (ODT) 7.5
D10 150 514 86 25 (ODT) 7.5
D2 150 514 86 50 (ODT) 7.5
D3 150 514 86 75 (ODT) 7.5
D2 150 514 86 50 (ODT) 7.5
D4 165 514 86 50 (ODT) 7.5
D5 180 514 86 50 (ODT) 7.5
D6 150 484 116 50 (ODT) 7.5
D2 150 514 86 50 (ODT) 7.5
D7 150 544 56 50 (ODT) 7.5
D8 150 514 86 50 (BT) 7.5
D9 150 514 86 50 (OT) 7.5
D2 150 514 86 50 (ODT) 7.5

Yukaridaki alifatik yapidaki 3 tr hidrofobik ligandin yaninda, aromatik formdaki

PET'in

tiyol-en

kimyasi

yardimiyla monolitik yapilya baglandigi

sentezlenmistir. Sentez kosullari tablo 3.5’te gosterilmigtir.
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Tablo 3.5. Degisen PET derigsiminde, fotopolimerizasyonla hazirlanan PET bagh poli(POSS-MA)

monolitlerin sentez kosullari (Polimerizasyon suresi: 7 dakika).

DENEY  POSS-MA  n-But-OH EII:LGO”I PET DMPA
KODU (bL) (hL) L) (L) (mg)
D1 150 514 86 0 75
D10 150 514 86 25 75
D2 150 514 86 50 75

3.3.3. Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi (HILIC) Modunda Kullanilmak Uzere

Fotopolimerizasyon ve Tiyol-En Baglanmasi ile Monolit Sentezi

Bu bolimde hem capraz baglayici hem de ana monomer olarak kullanilan POSS-
MA, ikili gbzenek yapisi sistem bilesenleri (n-bitanol/etilen glikol) ve fotobaslatici
DMPA’'nin varhginda tek tiyol ucuna sahip hidrofilik ligandlarin (MSA, GT) tiyol-en
katlmasiyla yapiya baglanmigs  oldugu monolitik  kolonlarin  sentezi

fotopolimerizasyon ile gergeklestiriimistir.

3.3.3.1. Merkaptosiiksinik asit (MSA) bagh bagh POSS-MA bazli monolitlerin

foto polimerizasyon ve tiyol-en katilmasi ile sentezi

Hidrofilik 6zellikte bir ligand olan MSA’nin tiyol-en katiimasiyla yapiya baglandigi
monolitik kolonlarin sentezi temel olarak hidrofobik 6zellkteki ligandlarin var oldugu
monolitik yapilarin sentezlenmesiyle blyuk benzerlikler géstermektedir. Buna goére
oncelikle 10x75 mm boyularina sahip iki cam deney tupu alinarak olarak
numaralandirilir. 1. tlpe ikili gézenek yapici sistem bilesenleri (n-bltanol ve etilen
glikol) konularak 5 dakika vortekslenir. Vortekslenen bu karigim icerisinden 100 uL
cekilerek 2. tlipe aktarilir ve 1. tipte kalan ¢ozeltinin igerisine kafes 6rgl yapisindan
dolayl hem ana monomer hem de ¢apraz baglayici olarak gérev yapan POSS-MA
eklenir ve yine vorteks yardimiyla homojen bir ¢ozelti elde edilir. 2. tupte
beklettigimiz ¢dzetinin Uzerine ise foto bagslatici (DMPA) isik almayan ortamda
eklenir ve yine ayni ortamda ¢dzunmesi saglanir. Ardindan yine 1g1ksiz ortamda 1.
tUpteki ¢ozelti 2. tupe eklenir ve vorteks kullanilarak tekrar homojenize edilir. Son
olarak tek tiyol uclu hidrofilik bir ligand olan MSA da eklenerek bir kez daha vorteks

yardimiyla ¢ozulir. Elde edilen homojen monolit ¢ozeltisi 100 mikron i¢ cap degerine
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sahip 30 santimetre boyutundaki UV gecirgen kapiler kolon g¢ozeltisi igerisinden
siringa yardimiyla gegirilir ve ¢ozelti kapiler kolonun igerisinde kalacak sekilde uglari
kapatilarak sekil 3,6’daki sistemde doner tabla Uzerine dairesel bicimde yerlestirilir.
60 devir/dakika hiza sahip doner sistem Uzerine UV 1sik 7 dakika sure ile
polimerlestirilir. Bu polimerizasyon sonucu MSA’nin POSS yapisina tiyol grubu

uzerinden baglanmasiyla olusan ag yapisi sekil 3.8.’de verilmektedir.
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Sekil 3.8. (A) Monomer ve gapraz baglayici olarak kullanilan POSS-MA, (B) Tiyol gruplu hidrofilik
ligand olarak kullanilan MSA’'nin molekdler yapilari, (C) MSA’nin orgonosilikon polimerik zincire

baglanmasi.

MSA bagli poli(POSS-MA) kolonlarinin sentezi igin tablo 3.6’da verilen kosullara
goére toplam gbzenek vyapici hacmi sabit tutularak = mikrogbzenek

yapici/makrogdzenek yapici orani degisimlerinin incelenmesi hedeflenmistir.
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Tablo 3.6. Degisen mikrogdzenek yapici/makrogdzenek yapici oranlarinda, fotopolimerizasyonla

hazirlanan MSA bagli poli(POSS-MA) monolitlerin sentez kosullari (Polimerizasyon suresi: 7 dakika).

DENEY POSS-MA  n-But-OH gtl'l'keonl MSA DMPA
KODU L L m m
(pL) (pL) (ul) (mg) (mg)
F1 150 414 186 50 75
F2 150 464 136 50 75

3.3.3.2. Glutatyon (GT) bagh bagh POSS-MA bazli monolitlerin foto

polimerizasyon ve tiyol-en katilmasi ile sentezi

Glutatyon bagli monolitlerin fotopolimerizasyon ile sentezinde ilk olarak 10x75 mm
boyularina sahip iki cam deney tupu alinarak 1 ve 2 olarak numaralandirilir. 1. tipe
siraslyla mikrogézenek yapici bilesen (n-bltanol) ve makrogézenek yapici (etilen
glikol) konularak vortekslenir. Bu karisim igerisinden 100 pL cekilerek 2. tlpe
aktarilir ve 1. tlpe hidrofilik 6zellikteki glutatyon ligandi eklenir. Mevcut ¢dzeltide
glutatyonun ¢ézlinmesinde yasanan zorluklar nedeniyle ¢ozeltiye su ve amonyum
hidroksit ¢ozeltisi ilave edilmistir. Bu sirada 2. tipte bekletilen (n- butanol/etilen
glikol) karisiminin igerisine karanlik ortamda fotobaslatici eklenerek 5 dakika
boyunca ¢dziinmesi saglanmistir. Ardindan yine 1. tipe POSS-MA konularak ve
vortekslenerek ¢ozelti berrak, homojen bir faza donagstlirdimustir. Son asamada 1.
tupteki monomer, gdzenek yapici ve ligand fazindan olugsan ¢ozelti 2. tipe alinarak
baslatici ile bir araya getirilmis ve bir kez daha vortekslenerek monolit ¢ozeltisi elde
edilmistir. Monolit ¢ozeltisi, siringa yardimiyla kolona basiimis, kapiler kolonun
icerisinde kalacak sekilde uglari septum ile kapatilarak sekil 3.6’daki sistemde doner
tabla Uzerine dairesel bicimde yerlestiriimis ve UV 1sik altinda 7 dakika boyunca
polimerlestiriimistir. Polimerlesirme sonucu GT’nin POSS yapisina tiyol grubu
Uzerinden baglanmasiyla olusan ag yapisi sekil 3.9’da verilmektedir. Tablo 3.7°de

GT bagh monoltik kolonlarin sentez kosullari veriimektedir.
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Sekil 3.9. (A) Monomer ve gapraz baglayici olarak kullanilan POSS-MA, (B) Tiyol gruplu hidrofilik
ligand olarak kullanilan GT’nin molekiler yapilari, (C) GT’nin orgonosilikon polimerik zincire

baglanmasi.

Tablo 3.7. Degisen mikrogdzenek yapici/makrogézenek yapici oranlarinda, fotopolimerizasyonla

hazirlanan GT bagl poli(POSS-MA) monolitlerin sentez kosullari (Polimerizasyon suresi: 7 dakika).

DENEY POSS- But-OH gﬂ:(eonl GT Su AHT dorgi‘;ﬂ‘ DMPA
KODU  MA (uL L L L m
(ut)  (ub) (ul) () (ub) (ul) (mg)
G1 150 640 250 25 50 50 75
G2 150 710 180 25 50 50 75

3.4. Organosilikon Hidrid Monolitlerin Karakterizasyonu
3.4.1. Taramali Elektron Mikroskopu (SEM) ile Gorintiileme

Termal veya foto etki ile polimerleserek monolitik yapiyi olusturan monolit ¢ozeltisi
icerisindeki bilesenlerin miktarlarinin, turlerinin veya birbirleriyle arasindaki oranin

degisimi bu yapinin morfolojik 6zelliklerini ve igerisinde bulundugu kapiler kolonun
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ic ceperlerine olan tutunma davranisini etkilemektedir. Bu etkiyi incelemek igin, sekil
3.10B’de gosterilen taramali elektron mikroskobundan yararlaniimistir. (FEI, Quanta
200 FEG, ABD).

SEM ile istenilen 6zellikte goruntu alinmasi titiz bir 6rnek hazirlama proseduru ile
mumkundar. Buna goére, sentezlenen monolitik kapiler kolondan bir kesici
yardimiyla 10 mm uzunlugunda duzglin bir pargca kesilmis ve sekil 3.10A’da
gosterildigi sekilde yapiskanli 6rnek tablasina dik bir sekilde yerlestiriimigtir. SEM
cihazindaki drnek haznesine yerlestiriimeden hemen once, iletken 6zellikte olmayan
bdlgelerin de tatmin edici goruntusinin alinabilmesi igin 6rnek fiziksel buhar
biriktirme ydntemi kullanilarak plazma ortaminda 150 A kaliniginda altin ile
kaplanmistir. SEM cihazina bagli bir bilgisayar sayesinde oOrneklere yaklasma
uzakliklari, farkli boyutlarda alinacak goruntu 6zellikleri ayarlanmig ve goruntuler

kaydedilmistir.

Sekil 3.10. Kapiler monolit kolonlarin morfolojilerinin gériintilenmesi igin (A) hazirlanan érnekler, (B)

Quanta 200 FEG marka taramali elektron mikroskopu (SEM)
3.4.2. Brunauer, Emmett ve Teller (BET) Cihazi ile Ozgiil Yiizey Alani Tayini

Temel olarak ¢alisma prensibi azot adsorpisyon/ desorpsiyon yontemine dayanan
BET cihazi, sentezlenen monolitlerin gozeneklilik Ozelliklerine gore degisiklik
gOsteren 6zgul ylzey alanlarini 6lgmek ve degisen monolit ¢ozeltisi igerigine gore
bu alanin degisikliklerini incelemek amaciyla kullaniimaktadir. Mevcut ¢alismada
sekil 3.11’de de gorseli bulunan ABD yapimi Quantachrome Nova 2200 cihazindan
faydalanilimigtir.
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BET icin 6rnek hazirlama proseduriunde termal ve foto etki ile sentezlenen monolitler
icin farkhliklar mevcuttur. Termal polimerizasayonla yapilan monolit sentezinde
10x75 mm boyutlarinda cam deney tupunde 1s1 etkisi ile 20-24 saat sure ile
polimerlegtirilerek rijit bir blok yapiya donusen ¢ozelti, cam tup dikkatlice kirillarak
icerisinden alinirken, foto polimerizasayonla yapilan monolit sentezinde, monolitik
¢ozelti bir petri kabi icerisine dokulerek bu sekilde 7 dakika sure ile UV i1s1ga maruz
birakilmaktadir ve polimerik yapi spatul yardimiyla petri kabindan kazinmaktadir.
Her iki tir yontemle de elde edilen kati monolitik yapilar, bir havan yardimiyla toz
haline getiriilmekte ve etanolle yikanarak yaklasik 80°C’lik sicakliga sahip etuvde 1
gun sure ile kurutulmaktadir. Kurutulan toz halindeki polimerler BET cihazinin 9x150
mm boyutlarinda cam 6rnek bdlmesine yerlestirilerek dnce 6 saat boyunca vakum
altinda degaz iglemine tabi tutulur. Ardindan da cihaza bagli bilgisayar yardimiyla

ornege uygun olcum programi segilerek analiz gerceklestiriimektedir.

Sekil 3.11. Monolitlerin 6zgul ylzey alani tayinini gergeklestiren Quantachrome Nova 2200 model
BET cihazi.

3.4.3. Gapraz Bag Yogunlugu Tayini

Foto etki ile sentezlenen monolitik kapiler kolonlarin yapisindaki capraz bag
olusumu ve yogunlugunun belirlenmesi i¢cin mekanik testler, sekil 3.12’de gorseli
verilen malzeme test cihazi (Zwick Z010) ile gerceklestiriimigtir. 10x75 mm

boyutlarindaki cam deney tupu igerisinde UV 1sik altinda polimerlestirilip tup
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icerisinden ¢ikarilan kati monolitik blok silindir haline getiriimekte ve cihazin paralel
iki kademesi arasina yerlestirilen bu silindirik yapi bu kademelar tarafindan 5
mm/dakika hiz ile sikistirlmaktadir. Sikistirma sirasinda silindirik polimer yapisinin
Uzerine uygulanan standart kuvvet degeri (f) c¢apraz bad yogunlugu

hesaplamalarinda kullaniimak Gzere alinmigtir.

Sekil 3.12. Monolitlerin gapraz bad yogunlugunun belirlenmesi igin yapilan mekanik testlerde

kullanilan Zwick Z010 model malzeme test cihazi

Monolitik yapinin gapraz bag yodunluguna ulagmak icin oncelikle esitlik 3.1 baz
alinarak olgulen f (MPa) degerinden ve cihazin sikistirma miktarindan (AL) yola

cikilarak elastiklik moduli (G) degerine ulasilir.

1

f=G (a — _) (3.1)

a,Z
Buradaki a degeri, esitlik 3.2 de de gorulebilecegi Uzere cihazin sikistirma miktari

ve silindirik polimerin ilk uzunlugunun orani olan boyutsuz bir degerdir.

AL
a= — (3.2)
Lik

1\7IC olarak sembolize edilen gapraz baglar arasi molekil agirligina da esitlik 3.3’ten

ulasihr.

1 2
G = IV%RT('-()Zm)E(l?Zr)E (3.3)
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Bu esitlikte,
P : Kuru polimerin yogunlugu (kg/m3)

R : Evrensel gaz sabiti (8,3145 j/mol.K)

T : 298 (K)
Silindirik érneklerin hazirlandigi andaki hacim fraksiyonu (9,,) asagidaki esitlik 3.4
ile bulunur.
w,
—=1+p |(-2) -1 (3.4)
Oar kuru
Burada,
Wyas Orneklerin analiz edildigi andaki agirhgi (g)

Wieurw : Kuru 6rneklerin agirliklari (g)

Son olarak mol/cm? biriminde tanimlanan g¢apraz bag yogunlugu (9, ) ise esitlik 3.5

ile hesaplanmistir.
(3.5)

3.4.4. Gozenek Boy Dagilimi Tayini

Foto etki ile polimerize edilen monolitlerde gdzenek boy dagihmi ifadesi ve ortalama
g6zenek boyutu dagiliminin tespiti civa porozimetresi yontemi ile sekil 3.10’da
gorseli verilen Quantachrome Corporation, Poremaster 60 model cihaz ile

gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.13 Civa porozimetresi yontemi ile gézenek boy dagilim tayininin ve gézenek boy dagilim

degerinin 6lgildigu Quantachrome Corporation, Poremaster 60 model cihaz

Bilgisayar konrolli cihazda, distk basing (50 psi'ya kadar) ve ylksek basing
(55.000 psi'ya kadar) galisiimak Uzere iki drnek haznesi mevcuttur ve 0.004-200 um
araliginda gozenek boyutu olgumu yapilmakta ve intrizyon ve ekstrizyon verileri

elde edilmektedir.
3.4.5. Ligand igerigi Tayini

Foto etki ile ve Tiyol-en katiimasiyla baglanan hidrofilik veya hidrofobik ozellikteki
tiyol gruplu ligandlarin yapiya ne kadar baglandiklarinin tespiti icin sekil 3.14’de
gorseli verilen Elementel Analiz cihazi (Thermo Scientific, Flash 2000 model) ile

ligandin tiyol grubu igerisindeki kuikirtiin % agirlik cinsinden olgiimesi saglanmigtir.

Kukurtan % agirlik cinsinden olgulen degeri kullanilarak sirasiyla esitlik 3.6, 3.7, 3.8

ve 3.9 yardimiyla monoltin sahip oldugu tiyol gruplu ligand igerigine ulasiimistir.

. .. .. “ Ligand agirhk ytzdesi
0 =
Ligand yiikleme verimi (% agirlik) 2% Kantitatif verim (3.6)
. “ .. . .y Muw 1
Ligand agirlik yiizdesi (hesaplanan) = %Kiikiirtgeneysel X ﬁ (3.7)
W KuRur
0 . . . _ M ligand
% Kantitatif Verim = (3.8)
M ligand + Mposs-ma
% Kantitatif Verim x Ligand Yiikleme Verimi]
Tiyol ligand icerigi (mmol ligand/g monolit) = szga“d (3.9)
p
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Burada,

Muw ligand : tiyol u¢lu grubun molekudl agirhgi (g)

Muw kikart = kKUkUrtn molekdl agirhgr (g)

% KUKUrt geneysel - Ornegin cihaz yardimiyla élgtilen agirlikga kikart yuzdesidir
Migand : tiyol gruplu ligandin polimerizasyon karigimi igerisindeki kitlesi (g)
Mposs-ma : POSS-MA'nin polimerizasyon karisimi igerisindeki kutlesi (g)

% Kantitatif verim : ligandin tamami polimerik yapiya ylklendiginde polimerik yapi icerisinde

elde edilecek ligand agirlik yluzdesidir.

M, : monolit kitlesi (g)

*

A
3. ‘4‘. 5

s o

'd

Sekil 3.14. Monolitik yapiya baglanan ligand igeriginin tayini i¢in kullanilan Thermo Scientific, Flash

2000 model elementel analiz cihazi

3.5. Nano-Sivi Kromatografisi Sistemi ile Gergeklestirilen Monolitlerin Akis

Davranisi ve Kromatografik Performansi Deneyleri

Calisma mekanizmasi bolim 2.1.2’de anlatilan ve sekil 3.15'te gorseli verilen
Ultimate 3000 marka (Dionex Technologies, Munih, Almanya) nano-sivi
kromatografisi sistemi kullanlarak degisen parametrelere goére monolitin akis
davranigi ile HILIC ve RPC modlarinda belirli analit karigimlarinin ayrim

performasinin incelenmigtir.
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Sekil 3.15. Sentezlenen monolitlerin akis davranisi ve kromatografik performansi igin kullanilan

Ultimex 3000 marka nano sivi kromatografisi cihazi

3.5.1. Nano Sivi Kromatografisi Sisteminde Geri Basing Deneyleri

Monolit ¢ozeltisi icerisindeki her bir bilesenin farkli miktarlarda veya tlrlerde
kullanimi olusan monolitin morfolojisini dolayisiyla nano-Ic sistemine baglanmasinin
ardindan monolitik yapinin igerisinden belirli bir akis hizinda gegen hareketli fazin
sistemde yarattigi geri basing degerini de etkilemektedir. Bu etkilenmenin ne
duzeyde oldugu ve degisen monolit gozeltisi bilesen miktarlarinin geri basinca olan

etkisinin incelenmesi amacglanmistir.

Foto ve termal etki ile sentezlenen ve nano-Ic sisteminde sabit faz olarak kullanilan
monolitik kolonlarin hidrofobik ve hidrofilik 6zelligine gore hareketli faz oranlari
secilmigtir. (hidrofilik kolonlar i¢in %95 ACN / %5 su, hidrofobik kolonlar i¢in %50
ACN / %50 su). Secilen oranlar ile hazirlanan hareketli faz ¢ozeltisi, belirli akis
hizlarinda basin¢g degeri yaratacak bir sabit faz bagh olmaksizin nano-lc
sisteminden gecrilmis ve sadece sistemin yarattigi geri basing degeri not edilmigtir.
Ardindan sisteme baglanan kolonun, 60 dakika boyunca 6zelligine uygun hareketli
faza sartlanmasi saglanmis ve farkli akis hizlarindaki geri basing degerleri
kaydedilmistir. Degerler sistemin ve kolonun birlikte olusturdugu geri basing
degerleri oldugundan, her bir akis hizi igin mevcut degerden sistemin olusturudugu
basing deg@eri gikartilarak yalnizca kolonun geri basing degerlerine ulagiimig ve akis
hizina karsilik grafige alinmistir.
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3.5.2. Nano Sivi Kromatografisi Sisteminde Ters Faz Kromatografisi Deneyleri

Ters ters kromatografisinde (RPC) izokratik modda kullaniimak Gzere sentezlenen
hidrofobik 6zellikteki monolitik kolonlar, polimerizasyon sonrasi, gézenek yapici
solventlerin uzaklastiriimasi amaciya yaklasik 2 saat boyunca saf etanol ile basing
150 bari gegmeyecek bir akis hizinda yikanmistir. Ardindan ters faz kromatografisi
icin belirlenen hacimce %0.05 asetik asit iceren bir ACN/su oranindaki hareketli faz

¢Ozeltisi ile 60 dakika sure boyunca sartlanmigtir.

Calisma kapsaminda, ters faz kromatografisinde tiyol gruplu ODT, OT, BT ve PET
ligandlarinin bagh oldugu organosilikon monoltik kolonlar ile molekuler yapilari sekil
3.16’ da verilen 3 tur analit grubunun (alkilbenzenler, fenol tlrevleri ve ¢ok halkall
aromatik bilesikler) kromatografik ayrim c¢alismalari yapiimigtir. Vialler igerisinde
hazirlanan analit karigimlari, nano-Ic sisteminde otodrnekleyici kismindaki uygun
bolmeye yerlestirilmigtir. Analiz baslatildigi zaman, bir igne bu boélme icerisinden 0.1
uL hacmindeki analit karisimini gekmekte ve hareketli faz akigi yardimiyla sabit faza
gondermektedir. Karisimdaki her bir analit, sahip oldugu 6zellige bagl olarak sabit
faz igerisinde farkl surelerde alikonulur. Dolayisiyla farkli zamanlarda sabit fazi terk
eden analitler, 45 nL akis hlcresi hacmine sahip diyot sirali dedektore ulasarak
uygun dalga boyunda optik sinyaller olusturur. Bu olugsan sinyaller, sisteme bagli

bilgisayarda pik olarak goruntulenmektedir.

CHs " o
A C U ©/\CH3 @/\/C 5

Benzen Toluen Etil Benzen Propil Benzen Biitil Benzen
~ O O
5 CH;
i : T ~ W=
(B) H:N" “NH, = —
Tiyolre Toluen Naftalin Floren Fenantren Floranten Piren
OH

A OH /@/OH @,OH /@,ou Q/
(C) ~on o ONT S NO,

Katekol 4-Metoksifenol Fenol 4-Nitrofenol 3-Nitrofenol

Sekil 3.16. Ters faz kromatografisi modunda ayrimi yapilan analit gruplari (A) alkilbenzenler, (B) cok

halkali aromatik hidrokarbonlar, (C) fenol tirevleri
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Kromatografik analizde c¢ogunlukla 1.0 uL akis hizina kadar hareketli faz
kullaniimistir. Bu akis hizlarindan biri segilerek farkli ACN/su oranlarindaki elde
edilen kromatogramlar karsilagtirimis ve optimum ayrimin saglandigi kosullarda
farkh akis hizlarinda analiz tekrarlanmistir. Elde edilen kromatogramlardan ifade
edildigi gibi alikonma faktérli, kademe yuUksekligi ve pik ¢dzunurligu gibi

kromatografik analiz parametrelerine ulasiimistir.

3.5.3. Nano Sivi Kromatografisi Sisteminde Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi

Deneyleri

Hidrofilik etkilesim kromatografisinde izokritik modda kullaniimak tUzere sentezlenen
hidrofilik 6zellikteki hibrid monolitik kolonlar, ters faz kromatografisinde kullaniimak
Uzere sentezlenen hidrofobik 6zellikteki hibrid monolitik kolonlarla benzer sekilde
kullaniimistir. Farkh olarak yapilan 6n c¢alismalarda ACN/su hareketli fazinda
istenen saglikli ayrimin gerceklesmediginin gozlenmesi Uzerine uygun pH’da ACN/

amonyum asetat tamponu hareketli faz olarak kullaniimistir.

HILIC calismasi kapsaminda da molekul yapilar sekil 3.17°de verilen 3 grup analit

turd ile kromatografik ayrim amaclanmigtir.
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Sekil 3.17. Hidrofilik etkilesim kromatografisi modunda ayrimi yapilan analit gruplari (A) nikleositler,

(B) niklectitler, (C) organik asit turevleri
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Sentezlenen hidrofilik 6zellikteki monolitler, polimerizasyon sonrasi gdzenek yapici
solventlerin ve polimerlesmeyen yapilarin uzaklastiriimasi amaciyla yaklagik 2 saat
boyunca saf etanol ile basing 150 bari gegmeyecek bir akis hizinda yikanmistir.
Analit karisimlari vialler igerisinde hazirlanarak, nano-Ic nin otoornekleyici
bolmesine yerlestiriimektedir. Analizin baglamasiyla otodrnekleyici ignesi uygun
bolmeye yerlestirilen vial igcerisinden 0.1 uL hacmindeki analit karigimini gekmekte
ve sisteme enjekte etmektedir. Bundan sonra ters faz kromatografisi i¢in verilen

yontem aynen uygulanarak kromatografik analiz stirduaralmustar.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA
4.1. Termal Polimerizasyon ile Monolit Sentezi ve Karakterizasyonu

4.1.1. Poli(POSS-MA-Co-EDMA) Monolitlerinin Termal Polimerizasyon ile

Sentezi Ve Karakterizasyonu

Caligmanin ilk asamasinda n-PrOH/1,4 BD/PEG 2000’den olusan gbzenek yapici
sistem varliginda POSS-MA’nin ana monomer, EDMA’nin ¢apraz baglayici olarak
kullanildigi 100 mikron i¢ gcaph Poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitler sentezlenmistir.
Bu deneyleri tablo 3.1’de goériuldigu Uzere 3 farkli grupta kategorize etmek
mimkindir. ilk grupta gdézenek yapici solvent/monomer orani degistirilerek, bu
degisimin kolon morfolojisine ve hareketli faz gecirgenlik degerine olan etkisinin
incelenmesi amacglanmistir. Bu amagla, farkh gbézenek vyapici sistem
bilesenleri/monomer oraninda sentezlenen monolitlerin taramali  elektron

mikroskopu ile alinan gorseller karsilastiriimistir. (Sekil 4.1)

Sekil 4.1. Farkh gézenek yapici solvent/monomer oranlari ile sentezlenen poli(POSS-MA-co-EDMA)
monolitlerin SEM fotograflari. Gézenek yapici sistem: n PrOH/BD/PEG-2000. Gézenek yapici
solvent/monomer orani (mg/mg): (A) 2.64, (B) 2.89, (C) 3.13, Ust sira: 2000X, Alt sira: 8000X.

sekil 4.1’den de gorilebilecegi Uzere gdzenek yapici solvent/monomer oraninin
artmasi ile agregat boyutu dolayisiyla da gozenek boyutu artmaktadir. Bu gozlem

ile artan gézenek boyutunda monoltik yapinin hareketli faza olan direncinin diserek
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daha kolay hareketli faz akigina sebep olmasi ongoérulmektedir. Geri basing
deneyleri sonucunda elde edilen akis hizi-geri basing grafigi gdz 6nune alindiginda
(Sekil 4.2) artan gdzenek yapici solvent/ monomer oraninin artmasiyla olusan geri
basing dususu ve tablo 4.1'de verilen artan gecirgenlik dederleri ile azalan 6zgul
yuzey alani bu 6ngoruaylu dogrulamaktadir. Elde edilen grafikte dogrusal bir
degisimin olmasi olugsan monolitik yapinin artan akis hizi, dolayisiyla artan basing

karsisinda dayanikli oldugunun bir ispatidir.

180 1 Gozenek yapici solvent/monomer

(mg/mg)
150 - ® 264
120 ® 2.89

3.13
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w
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Sekil 4.2. Farkh gézenek yapici solvent/monomer oranlari ile sentezlenen poli(POSS-MA-co-EDMA)
monolitlerin geri basing-akis hizi egrileri. Gézenek yapici sistem: n-PrOH/BD/PEG-2000. Kolon
uzunlugu: 300 mm, Kolon i¢ ¢api: 100 um, Mobil faz: 50/50 mL/mL ACN/su.

Tablo 4.1. Farkli gézenek yapici /monomer oranlari ile sentezlenen poli(POSS-MA-co-EDMA)

monolitlerin 6zgul ylizey alanlari ve gecirgenlik degerleri

Gozenek yapici

Deney Kodu solvent / monomer Ozgiil Yuzzey Alani Gegzlrgenllik
(m*/g) (m?)x10
(mg/mg)
Al 2.64 229.2 6.1
A2 2.89 130.0 7.9
A3 3.13 67.8 17.8

ikinci grup deneyleri olarak mikogdzenek yapici/makrogézenek yapici oraninin
degistirildigi  monolitlerin morfolojisi ve akis davraniglarinin  karsilastiriimasi

amagclanmistir. Buna gore, sekil 4.3'te SEM goruntulerinde verildigi gibi, mevcut
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oranin artmasi agregat, dolayisiyla da goézenek boyutunun azalmasina neden
olmustur. Azalan gbzenek boyutunun, artan geri basing ve 6zgul yuzey alani ve
azalan gegcirgenlik degeri olarak karsimiza ¢ikmasi beklenir. Sekil 4,3’'teki akisa
karsi, geri basing deg@erlerinin c¢izildigi grafikte ve tablo 4,2’de verilen 6zgul ylzey

alani ve gegirgenlik de@erleri bu beklentiyi kargilamaktadir.

Sekil 4.3. Farkli mikrogdzenek yapici/makro gdzenek yapici oranlari ile sentezlenen poli(POSS-MA-
co-EDMA) monolitlerin  SEM fotograflari. Goézenek yapici sistem: n-PrOH/BD/PEG-2000.
mikrogézenek yapici/makro gézenek yapici orani (mg/mg): (A) 3.92, (B) 5.49, (C) 7.06. Ust sira:
2000X, Alt sira: 8000X
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Sekil 4.4. Farkli mikrogézenek yapici/makro gdzenek yapici oranlari ile sentezlenen poli(POSS-MA-
co-EDMA) monolitlerin geri basing-akis hizi egrileri. Gézenek yapici sistem: n-PrOH/BD/PEG-2000.
Kolon uzunlugu: 300 mm, Kolon i¢ ¢api: 100 um, Mobil faz: 50/50 mL/mL ACN/su.

Tablo 4.2. Farkli mikrogdzenek yapici/makro gézenek yapici oranlari ile sentezlenen poli(POSS-

MA-co-EDMA) monolitlerin 6zgiil yiizey alanlari ve gegirgenlik degerleri

Mikrogo6zenek

Deney Kodu yapici / Ozgiil Yiizey Alani Gegirgenlik
makrogo6zenek (m?/g) (m?)x10%
yapici (mg/mg)

Al 3.9 229.2 6.1
A5 55 3154 1.5
A4 7.1 320.0 0.8

Uglincti grup deneylerde ise polimerik makrogézenek yapici ajan (PEG 2000)
derisiminin degisiminin monolit morfolojisine ve akis davranisina etkisi incelenmistir.
Sekil 4,5'de verilen SEM fotograflari, sekil 4,6'da verilen akis hizina kargi geri basing
grafigi ve tablo 4.3’te verilen 6zgul yuzey alani-gegirgenlik verileri gbz 6nune
alindiginda PEG 2000’nin degisiminin incelenen degisimlere dikkate deger bir
etkisinin olmadigi gorulmustuar. Birinci ve ikinci grup deneyleri géz 6nune alindiginda
morfolojiye ve akis karakteristigine mikro ve makrogdzenek yapici oraninin ve

g6zenek yapici derisiminin daha ¢ok etki ettigi sonucuna ulagiimistir.
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Sekil 4.5. Farkl polimerik gdézenek yapici (PEG-2000) derisimleri ile sentezlenen poli(POSS-MA-co-
EDMA) monolitlerin SEM fotograflari. Gézenek yapici sistem: n-PrOH/BD/PEG-2000. Polimerik
gézenek yapici (PEG-2000) derisimi (mg/mL gézenek yapici): (A) 0, (B) 18.6, (C) 36.6. Ust sira:
2000X, Alt sira: 8000X
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Sekil 4.6. Farkli polimerik gbzenek yapici (PEG-2000) derigimleri ile sentezlenen poli(POSS-MA-co-
EDMA) monolitlerin geri basing-akis hizi egrileri. Gdzenek yapici sistem: n-PrOH/BD/PEG-
2000.Kolon uzunlugu: 300 mm, Kolon i¢ ¢api: 100 um, Mobil faz: Mobil faz: 50/50 mL/mL ACN/su
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Tablo 4.3. Farkli polimerik gbzenek yapici (PEG-2000) derigimleri ile sentezlenen poli(POSS-MA-

co-EDMA) monolitlerin 86zgul ylizey alanlari ve gegirgenlik degerleri

Polimerik gozenek

Deney Kodu yapici derigimi Ozgiil (T#Zz/;g/ Alani G(?ﬁzi;)?fglljk
(mg/mL)
A8 0 6.9 12.4
A7 18.6 9.8 10.7
A6 36.6 13.5 9.7

41.2. ODT bagh Poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitlerinin  termal

polimerizasyon ve tiyol-en katilmasi ile sentezi ve karakterizasyonu

Ana monomer olarak POSS-MA’nin, capraz baglayici olarak da EDMA’nin
kullanildigi, tiyol-en katilmasi ile hidrofobik 6zellikteki 18 karbonlu ODT ligandinin
baglandigi Poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitik yapisinin sentezi iki grup deney
setine ayrilmistir. Ligand olmayan ve sadece serbest radikal polimerizasyonu ile
sentezlenen monolitten farkli olarak, polimerizasyon c¢ozeltisi igerisinde
¢ozunmeyen PEG 2000 yerine, PEG 400 kullaniimistir. Ayrica ayni problemin
¢6zumune yonelik olarak, makrogdzenek yapici olarak gorev yapan 1,4 butandiol

yerine bu deney grubunda n-dekanol kullaniimistir.

ilk deney grubunda, ODT derisiminin monoltik yapiya etkisi incelenmistir. Sekil
4,7’de SEM goruntuleri verilen monolit yapisinda artan ODT derigimi ile agregat
boyutunun azaldi§i, bununla beraber gbézenek boyutunun kiguldugu
gozlenebilmektedir. Azalan gbozenek boyutu, hareketli faz gecisini
zorlastiracagindan geri basing degerinin artacagi ongorulebilir. Sekil 4.8'de akis
hizina kargi geri basing degerinin goruldugu grafikte bu 6ngoéru acgik bir bigimde
dogrulanmistir. Mobil faz gecirgenlik degerinde artan ODT derigimi ile gbézlenen

azalma, monolitin gozeneklilik oraninda azalmayi gosteren bir diger kanittir.
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Sekil 4.7. Farkh ODT derigimleri ile sentezlenen ODT bagli poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitlerin
SEM fotograflari. Goézenek yapici sistem: n-PrOH/Dec-OH/PEG-400. ODT derigsimi (mg/mL
monomer): (A) 0, (B) 183.2, (C) 274.7. Ust sira: 2000X, Alt sira: 8000X
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Sekil 4.8. Farkli ODT derisimleri ile sentezlenen ODT bagli poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitlerin
geri basing-akis hizi egrileri. Gézenek yapici sistem: n-PrOH/Dec-OH/PEG-400. Kolon uzunlugu:
300 mm, Kolon i¢ ¢api: 100 um, Mobil faz: 50/50 mL/mL ACN/su.
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Tablo 4.4. Farkli ODT derigimleri ile sentezlenen poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitlerin 6zgul ylzey

alanlar ve gegcirgenlik degerleri.

Bl 0.0 79.7 9.7
B2 183.2 41.0 4.4
B3 274.7 18.3 1.3

ikinci deney grubunda ise polimerizasyon ¢ozeltisi icerisinde monomer / gézenek
yapici orani degisikligi ile tg farkh kolon sentezlenmistir. Monomer fazinin artisindan
dolayl agregat ve gézenek boyutu azalmasi sekil 4,9’daki SEM gortntilerinden
anlasilabilmektedir. G6zenek boyutunun azalmasindan kaynaklanan hareketli fazin
gegisinin zorlanmasi, artan geri basing olarak karsimiza ¢ikmaktadir (sekil 4.10).
Tablo 4.5’te monolitin azalan gozeneklilik degerine baglh olarak, gegirgenlik

degerinde azalma gozlenmektedir.

Sekil 4.9. Farkh monomer /gézenek yapici oranlari ile sentezlenen ODT bagli poli(POSS-MA-co-
EDMA) monolitlerin SEM fotograflari. Gézenek yapici sistem: n-PrOH/Dec-OH/PEG-400. Monomer
/gbzenek yapici orani (mg/mg): (A) 0,12, (B) 0,15, (C) 0,18. Ust sira: 2000X, Alt sira: 8000X
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Sekil 4.10. Farkli monomer faz/gdzenek yapici oranlari ile sentezlenen ODT bagl poli(POSS-MA-
co-EDMA) monolitlerin basing-akis hizi egrileri. Gézenek yapici sistem: n-PrOH/Dec-OH/PEG-400.
Kolon uzunlugu: 300 mm, Kolon i¢ ¢api: 100 um, Mobil faz: 50/50 mL/mL ACN/su.

Tablo 4.5. Farkli monomer/gézenek yapici oranlari ile sentezlenen poli(POSS-MA-co-EDMA)

monolitlerin 6zgul ylzey alanlar ve gegirgenlik degerleri

Monomer / gézenek

Deney Kodu yapici solvent Ozgul Yuzzey Alani Gegzlrgenllik
(m?/g) (m?)x10
(mg/mg)
B4 0.12 17.7 37.5
B5 0.15 31.7 25.6
B2 0.18 41.0 4.4

41.3. MSA Bagh poli(POSS-MA-Co-EDMA) Monolitlerinin  Termal

Polimerizasyonu ve Tiyol-En Katilmasi ile Sentezi ve Karakterizasyonu

Termal polimerizasyon ve tiyol-en katilmasi yontemlerinin birlikte kullanimiyla
hidrofilik 6zellikteki monolitlerin sentezlenmesi igin tiyol gruplu ligand olan
merkaptosuksinik asit (MSA) kullaniimistir. Sekil 4.11°de sentezlenen monolitlerin
SEM fotograflari incelendiginde bariz bir morfolojik degisim yorumunun yapiimasi
zordur. Bu yuzden bu degisimin olup olmadidinin ispati igin éncelikle ilgili monolite

ait akis hizi /geri basing iligkisini veren grafige basvurulmustir.(sekil 4.12) Bu grafige
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gore artan MSA derisimi, geri basing degeri ile orantildir. Geri basing degerinin
artiyor olmasi, hareketli faza kargi direncin arttigini, bu durumun da monolit
gegirgenligini azalttigini gdstermektedir. Tablo 4,6’daki gecirgenlik verileri bu
beklentimizi dogrular niteliktedir. Yine ayni tablodan gézlemlenebilecegi tzere MSA
derisimi ile 6zgul ylzey alanindaki artis ise buylk olasilikla ortalama gbzenek
boyutunun azalmasindan kaynaklanmaktadir.

Sekil 4.11. Farkli MSA derisimleri ile sentezlenen MSA baglh poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitlerin
SEM fotograflari. Gdézenek yapici sistem: n-PrOH/Dec-OH/PEG-400. MSA derisimi (mg/mL
monomer): (A) 183.1, (B) 274.7, (C) 366.3. Ust sira: 2000X, Alt sira: 8000X
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Sekil 4.12. Farkli MSA derisimleri ile sentezlenen MSA bagli poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitlerin
basing-akis hizi egrileri. Gézenek yapici sistem: n-PrOH/Dec-OH/PEG-400. Kolon uzunlugu: 300
mm, Kolon i¢ ¢api: 100 um, Mobil faz: 95/5 ACN/su (mL/mL).

Tablo 4.6. Farkli MSA derisimleri ile sentezlenen poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitlerin 6zgll ylzey

alanlari ve gecirgenlik degerleri

ey Kata MSAduta 0o Voo Ml Gonguont
C3 183.1 30.2 1.1
Cc2 274.7 54.0 0.8
C1 366.3 89.0 0.7

4.2. Fotopolimerizasyon ile Monolit Sentezi ve Karakterizasyonu

Termal polimerizasyon ve tiyol-en katilmasiyla sentezlenen monolitlerin nano-sivi
kromatografisi sisteminde sabit faz olarak kullanildigi 6n ¢alismalarda s6z konusu
monolitlerin mekanik dzelliklerinin ve ayirma davranisinin kromatografik galisma igin
yetersiz kaldigi, gozlenmistir. Bu sorunun ¢ézumu i¢in monolitik kolonun termal etki
yerine foto etki ile sentezlenmesine karar verilmistir. Bu karar ile serbest radikal
uretim hizi arttirllarak hem sentez suresini kisaltmak hem de daha kararli ve rijit bir

monolitik yapinin elde edilmesini saglamak amaglanmisgtir.
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421. Ters Faz Kromatografisi (RPC) Modunda Kullaniimak Uzere
Fotopolimerizasyon ve Tiyol-En Baglanmasi ile Monolit Sentezi ve

Karakterizasyonu

Ters faz kromatografisinde kullanilmak Uzere fotopolimerizasyon ile monolitik
yapinin olusturulmasi ve tiyol-en katiimasiyla hidrofobik ozellikteki ligandlarin
monoltik yapiya katilmasi esasina dayanan sentezde, POSS-MA kafes o6rgu
yapisindan ileri gelen 6zelligi nedeniyle hem ana monomer hem de ¢apraz baglayici
gorevi yapmistir. Gozenekli yapinin olusturulmasi batanol ve etilen glikol'den olugan
ikili gozenek yapici sistem ile saglanmistir. Monolite hidrofobisite kazandirmasi
amaciyla, alkantiyol olarak adlandirilan farkli karbon zincir uzunluklarina sahip
alifatik ligandlar ile (BT, OT, ODT), aromatik PET ligandinin kullanildigi monoltik

yaplilarin sentezi ve karakterizasyonu gergeklestirilmigtir.

4.2.1.1. ODT bagh poli(POSS-MA) monolitlerinin fotobaslaticili serbest radikal

polimerizasyonu ve tiyol-en katilmasi ile sentezi ve karakterizasyonu

Ters faz kromatografisinde kullaniimak tzere ODT ligandi ile modifiye edilen ve
fotopolimerizasyon ile tiyol-en katilmasinin birlikte kullanimiyla hidrofobik 6zellikteki

monolitik kolonlarin sentezi yapiimigtir.

ilk asamada, ODT nin olmadigi durumda ve 3 farkli ODT derisimi kullanilarak toplam
4 monolit sentezlenmistir. Sentezlenen monolitik kolonlarin morfolojileri sekil
4.13'deki SEM goruntuleri ile verilmektedir. Buradan goéruldigu gibi agregat
boyutunda dikkate deger bir degisim olmadigi sonucuna varabiliriz. Monolitik
kolonlarin goézeneklilik 6zellikleri icin énemli bir parametre olan gbézenek boy
dagihmi sekil 4.14’te verilmektedir. ODT’nin bulunmadigdi ve 203.3 mg/mL derisime
sahip oldugu iki farkl durumda monolit gézenek boy dagiliminin yaklasik 500-5000
nm arasinda degistigi gozlemlenirken 406.6 mg/mL ODT derisimine sahip monoltte

bu dagilimin yaklasik 20-5000 nm araliginda bir degere dustugu gorulebilmektedir.
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Sekil 4.13. Farkli ODT derigimleri kullanilarak, fotopolimerizasyon ve tiyol-en katiimasi ile
sentezlenen ODT bagh-POSS-MA bazli monolitlerin SEM fotograflari. ODT derisimi  (mg/mL
monomer): (A) 0, (B) 203.3, (C)406.5, (D) 609.8. Ust sira: 2000X, Alt sira: 8000X
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Sekil 4.14. Farkli ODT derigimleri kullanilarak, fotopolimerizasyon ve tiyol-en katiimasi ile

sentezlenen ODT bagli poli(POSS-MA) monolitlerinin genel gézenek boyut dagilimlari.

ODT olmaksizin ve farkl ODT derisiminde toplam 4 monolitin sekil 4.15’te akis hizi-
geri basing grafiginde, 406.5 mg/mL derisime kadar monolitlerin geri basing
degerlerinde bir kayda deger degisiklik goérilmemektedir. Fakat 609.8 mg/mL
derigimi i¢in geri basing degerinin yaklasik 3-4 kat arttigi fark edilmektedir. Bu durum
SEM sonuglarina bakarak sdylenen en yuksek derisimli monolitin agregat

boyutunun daha disuk oldugu gézlemimizi desteklemektedir.
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Sekil 4.15. Farkli ODT derigsimleri kullanilarak, fotopolimerizasyon ve tiyol-en katilmasi ile
sentezlenen ODT bagh poli (POSS-MA) monolitlerin geri-basing/akis hizi iligkisi. Kolon: 300 mm x
100 um i¢ gap, Mobil faz: 75/25 ACN/su (mL/mL).

Degisen ODT derisimlerinde tablo 4.7’de verilen 6zgul ylzey alani degerlerini
kargilastirildiginda, ODT olmaksizin sentezlenen monolitin en ylksek 6zgul
yuzeyine sahip olmasi ve artan ODT derigimi ile 6zgul yuzey alaninin distugu ifade
edilebilir. Bu da ODT ligandinin kullaniminin monolit gdzenekliliginde azalmaya
neden oldugu yorumuyla aciklananbilir. Monolit gozenekliligindeki dugus ile
gegirgenlik degerinin de dusecegi beklentisi olusmakta ve tablo 4.7°’de verilen

gegirgenlik degerleri bu beklentimizi dogrulamaktadir.

Monolitik yapinin sahip oldugu ¢apraz bag yogunlugunun karsilastiriimasi igin de
yine tablo 4.7’deki verilerden faydalaniimistir. Buna gére ODT kullaniminin ¢apraz
bag yodunlugunu arttirdigi sonucu ¢ikarilabilir. Bu da ODT’nin, POSS-MA’nin vinil
gruplar arasindaki ¢apraz baglanma reaksiyonunun daha verimli bir bigimde
gerceklesmesine yardimci oldugu yorumuna ulagsmamizi saglar. Bunun diginda da
ayni tablodan yola c¢ikilarak tiyol yapili bir ligand olan ODT’nin derisiminin

artmasiyla, monolitin tiyol igeriginin artmasi sasirtici degildir.
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Tablo 4.7. Farkh ODT derigimleri ile sentezlenen ODT bagl poli(POSS-MA) monolitlerinin
karakterizasyon parametre degerleri

. Ozgiil g ,
Deney ODT derigimi Yiizey Gegirgenlik ‘?a'?'az B,a g _lepj_
(mg/mL > 14 Yogunlugu Igerigi
Kodu Alani (m#)x10 3
monomer) (m2/g) (mol/cm?)  (mmol/g)

D1 0 227.0 4.3 0.85x10® 0

D10 203.25 35.9 3.9 6.20x10° 0.39

D2 406.5 52.7 3.5 3.63x10° 0.75

Deney planinin ikinci agsamasinda bu kez sabit ODT derigiminde Ug farkli monomer
(POSS-MA) /gbzenek yapici oranlari kullanilan monolitik kolonlar sentezlenmistir.
Bu oranin artmasiyla agregat ve gézenek boyutunun azaldigi sekil 4.16’de verilen
SEM fotograflarinda goérulebilmektedir. Fakat genel gézenek boyutu dagiliminin
belirgin bir bicimde degismedigi sekil 4.17°deki gbzenek boyutu dagihm grafidi ile
sdylenebilir.

Sekil 4.16. Farkh monomer/gézenek yapici oranlari kullanilarak, fotopolimerizasyon ve tiyol-en
katilmasi ile sentezlenen ODT bagli poli(POSS-MA) monolitlerinin SEM fotograflari. ODT derisimi:
50/600 mL ODT/mL gbzenek yapici. Monomer/gdzenek yapici orani derigimi (mg/mg): (A) 0.29, (B)
0.32, (C) 0.35. Ust sira: 2000X, Alt sira: 8000X
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Sekil 4.17. Farkli monomer/gézenek yapici oranlari kullanilarak, fotopolimerizasyon ve tiyol-en
katilmasi ile sentezlenen ODT bagl poli(POSS-MA) monolitlerinin gézenek boyut dagihimlari. ODT
derisimi: 50/600 mL (ODT/mL gbzenek yapici).

Polimerizasyon c¢o6zeltisi icerisinde monomer fazinin hacminin artmasi, olusan
monolitin gézenekliginin azalmasina neden olmakta bu da monolitin hareketli faza
karg! bir akis direnci yaratmasi sonucunu dogurarak sekil 4.18’de goruldugu gibi
daha yuksek monomer derisiminde daha yUksek geri basin¢g degerleri elde
edilmesine neden olmaktadir. Bahsedilen akis direnci, tablo 4.8'de verilen
gegirgenlik degerinin de azalmasi demektir. Yine ayni tabloda artan monomer
derigimine kargilik artan 6zgul yuzey alani degerleri ise, sekil 4.17’de verilen
g6zenek boyutu dagilim grafiginin sol kismindaki dusuk goézenek boyut bdlgesi
icerisinde en yuksek monomer derisine sahip (0.35 mg/mg) monolitik kolonun diger

kolonlara gore bu duguk gozeneklere sahip olmasi ile agiklanabilir.

Tablo 4.8'de de goruldugu gibi bu grup deneyleri ile sentezlenen monolitlerin gapraz
bag yodunlugu degerlerleri artan monomer fazi ile iligkili degildir. Bunun diginda yine
tablo 4.8’de gorulebilecegi Uzere tiyol igeriginin kritik bir degisime ugramamasi tiyol

gruplu ligand derigiminin sabit tutulmasi nedeniyle beklenen bir durumdur.
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Sekil 4.18. Farkli monomer derisimleri kullanilarak, fotopolimerizasyon ve tiyol-en katiimasi ile
sentezlenen ODT bagli poli(POSS-MA) monolitlerinin geri-basing/akis hizi iligkisi. Kolon: 300
mmx100 um i¢ ¢ap, Mobil faz: 75/25 ACN/su (mL/mL).

Tablo 4.8. Farkli monomer/gézenek yapici oranlari ile sentezlenen ODT bagh poli(POSS-MA)

monolitlerin karakterizasyon parametre degerleri

Ozgill Capraz Bag Tiyol
Deney  Monomer/gozenek  Yiizey Gegirgenlik < - s
5 14 Yogunlugu Igerigi
Kodu yapici (mg/mg) Alani (m#)x10 3
(m2/g) (mol/cm?®)  (mmol/g)
D4 0.29 52.7 3.5 3.63x10° 0.75
D2 0.32 55.2 2.8 7.94x10° 0.72
D5 0.35 80.8 1.8 3.40x10° 0.68

Deney planinin Ggincl asamasinda degisen mikrogézenek yapici/makrogdzenek
yapici oranlari ile sentezlenen monolitik yapilarin 6zellikleri ele alindi. Artan oran ile
yapinin mikrogozenekliliginin artmasi, agregat ve gozenek boyutunun ise
azalmasini beklentisini ifade etmek mumknudir. $ekil 4.19'da bahsi gecen
monolitlerin SEM goruntilerine bakarak, bu beklenti nitel olarak dogrulanmaktadir.
Sekil 4.20’deki gozenek boyutu dagilimi grafigi goéz 6nune alindiginda artan toplam
g6zenek yapici miktari sabit kalmak sartiyla mikrogézenek miktarinin artmasi

gozenek dagihminin daha kuguk boyutlara kaydigini gostermektedir.
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Sekil  4.19. Farkli  mikrogbzenek vyapici/makrogézenek vyapici oranlari  kullanilarak,
fotopolimerizasyon ve tiyol-en katilmasi ile sentezlenen ODT bagl (POSS-MA) monolitlerinin SEM
fotograflari. ODT derisimi: 50/600 mL ODT/mL gbdzenek yapici. N-butanol/etilen glikol derigimi
(mg/mg): (A) 3.04, (B) 4.35, (C) 7.10. Ust sira: 2000X, Alt sira: 8000X
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Sekil  4.20. Farkli mikrogbzenek vyapici/makrogdzenek vyapici oranlari  kullanilarak,
fotopolimerizasyon ve tiyol-en katilmasi ile sentezlenen ODT bagli poli(POSS-MA) monolitlerinin

g6zenek boyut dagilimlari. ODT derigimi: 50/600 mL ODT/mL gbzenek yapici.

Sekil 4.21’de verilen akis hizi-geri basing grafigine gdére mikrogdzenekliligin
artmasiyla agregat boyutunun kuagulmesi ve gozenek dagiliminin daha kuguk
boyutlara dogru kaymasi geri basing degerinin belirgin bir bigcimde artmasi ile

sonuc¢lanmaktadir.
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Tablo 4.9'da goruldugu Uzere mikrogozenekliligin artigi 6zgul yuzey alaninin artigi
ve gecirgenligin azalmasiyla ayni yonde ilerlemektedir. Bu da kuglk boyutlara dogru
kayan goézenek dagiliminin bir sonucudur. Yine ayni tabloda tiyol gruplu ODT
derisiminin sabit tutulmasi sebebiyle elde edilen tiyol igerigi degerlerinde kayda
deger bir degisim gozlenmemektedir. Fakat capraz bad yogunlugu artan
mikrogozeneklilik ile artis gostermektedir. Bu durum monolitik yapiyl olusturan
polimerizasyon reaksiyonunun n-bitanoliin artmasiyla daha verimli gergeklestigini

dusundurmektedir.
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Sekil 4.21. Farkli  mikrogbzenek vyapici/makrogézenek vyapici oranlari  kullanilarak,
fotopolimerizasyon ve tiyol-en katilmasi ile sentezlenen ODT bagh poli(POSS-MA) bazli monolitlerin

geri-basing/akis hizi iligkisi. Kolon: 300 mmx100 um i¢ ¢cap, Mobil faz: 75/25 ACN/su (mL/mL).

Tablo 4.9. Farkh mikrogdzenek yapici/makrogdzenek yapici oranlari kullanilarak sentezlenen ODT

bagh poli(POSS-MA) monolitlerinin karakterizasyon parametre degerleri

Ozgiil Capraz Bag Tiyol
Deney  Monomer/gdzenek  Yiizey Gegirgenlik o N P
> 14 Yogunlugu Icerigi

Kodu yapici (mg/mg) Alani (m#)x10 3

5 (mol/cm?3)  (mmol/g)
(m</g)

D6 3.1 4.7 8.0 4.69x10-5 0.74
D2 4.4 52.7 3.5 3.63x10-5 0.75
D7 7.1 85.4 0.4 8.76x10-5 0.77
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4.21.2. Farkh alkantiyol ligandlari bagh poli(POSS-MA) monolitlerinin
fotobaslaticili serbest radikal polimerizasyonu ve tiyol-en katilmasi ile sentezi

ve karakterizasyonu

Bu deney setinde, monomer, gdzenek yapici sistem bilesenlerin turleri ve miktarlari
sabit kalmak sartiyla 1-butantiyol (BT), 1-oktantiyol (OT) ve 1-oktadekantiol
(ODT)'un varliginda sentezlenen monolitik kolonlarin morfolojik 6zellikleri ve akis

kararakterstikleri incelenmis ve karsilastiriimistir.

Sekil 4.22’de verilen SEM fotograflarinda ligand karbon sayisinin artisi ile agregat
boyutunda belirgin bir degisim oldugunu sdylemek zordur. Monolitlerin gézenek
dagihm egrileri ise sekil 4.23’te verilmektedir. Sekil 4.24°de verilen akis hizi/geri
basing grafiginde artan ligand zincir uzunlugunun, geri-basing degerinde azalmaya
neden oldugu goérulmektedir. Bu durum BT varliginda monolit gozenekliliginde
azalma olustugu sonucunu ortaya cikarmaktadir. Sekil 4.23’te verilen gdzenek

dagilim egrileri bu yormu destekler niteliktedir.

Sekil 4.22. Farkli alkantiyol ligandlar kullanilarak, fotopolimerizasyon ve tiyol-en katiimasi ile
sentezlenen alkantiyol bagh poli(POSS-MA) bazli monolitlerin SEM fotograflari. Alkantiyol derigimi:
50 mg/mL monomer. Alkantiyol tiri: (A) 1-butantiyol (BT), (B) 1-oktantiyol (OT), (C) 1-oktadekantiyol
(ODT). Ust sira: 2000X, Alt sira: 8000X.
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Sekil 4.23. Farkh alkantiyol ligandlari kullanilarak, fotopolimerizasyon ve tiyol-en katiimasi ile
sentezlenen alkantiyol bagh poli(POSS-MA) bazli monolitlerin gézenek boyut dagilimi. Alkantiyol

derisimi: 50 mg/mL monomer.
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Sekil 4.24. Farkli alkantiyoller kullanilarak, fotopolimerizasyon ve tiyol-en katilmasi ile sentezlenen
alkantiyol bagli poli(POSS-MA) bazli monolitlerin geri-basing/akis hizi iligkisi. Kolon: 300 mmx100
um i¢ ¢cap, Mobil faz: 75/25 ACN/su (mL/mL).

Tablo 4.10’da verilen degerlere bakildiginda, BT'den ODT’ye dogru azalan bir 6zgul
yuzey alani ve artan bir gecgirgenlik siralamasinin olustugu gorulebilmektedir. Ayrica
tum monolitlerin saglikh bir kromatografik ayrim saglayacak 6zgul yuzey alani
degerlerine (> 50m?/g) sahip oldugunu vurgulamak dogru olur. Mevcut tablodan

yapacagimiz bir baska ¢ikarim ise ¢apraz bag yogunlugunun, ligandin karbon zincir
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uzunluguna gore degismedigidir. Ayrica BT ve OT’nin mevcut oldugu monolitlerdeki
tiyol ligand icerigi ODT’ye gore daha yuksektir. Bu da duguk karbon sayisina sahip
BT ligandinin gbzenek vyapici sistem icerisindeki yuksek c¢ozunarlugu ile

aciklanabilir.

Tablo 4.10. Farkli alkantiyoller kullanilarak sentezlenen alkantiyol bagli-POSS-MA bazli monolitlerin

karakterizasyon parametre degerleri

Ozgiil L .
Deney Alkantivol Tiirii Yiizey Gegirgenlik %a'?’azl B?g ilef_JJ_
Kodu antiyol Turi Alani (M2)xX10% ogunlugu gerigi
(m2g) (mol/cm3)  (mmol/g)
D8 BT(4 karbonlu) 70.1 0.5 2.68x10° 0.92
D9 OT(8 karbonlu) 67.1 2.1 5.65x10° 1.12
D2 ODT (18 karbonlu) 52.7 35 3.63x10-5 0.75

4.2.1.3. PET bagh poli(POSS-MA) monolitlerinin fotobasglaticili serbest radikal

polimerizasyonu ve tiyol-en katilmasi ile sentezi ve karakterizasyonu

Bu deney setinde aromatik formda bir hidrofobik ligand olan PET’in artan
derigimlerde kullaniminda monolitin morfolojik yapisinda ve akis karakteristiginde
meydana gelen degisimlerin incelenmesi hedeflenmistir. Fakat bu monolitler ile
yapilan 6n ¢alismalar monolitlerin kromatografik kullanim igin gok uygun olmadigini
gOstermigtir. Sekil 4.25’de verilen SEM goruntilerinden elde edilen ilk izlenim artan
PET derisiminin agregat boyutunda artisa neden olmasidir. Bu artig, gdozeneklilik
oraninin artmasi, sekil 4.26 de goriulebilecegi gibi hareketli faza olan direncin
azalmasi dolayisiyla gecirgenligin artmasi sonucuyla karsimiza ¢ikmaktadir (tablo
4.11). Ayni yonde 6zgul yuzey alaninda da bir azalmanin olugstugu not edilmesi

gereken bir dzelliktir.
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Sekil 4.25. Farkh PET derigimleri kullanilarak, fotopolimerizasyon ve tiyol-en katiimasi ile

sentezlenen PET bagh poli(POSS-MA) monolitlerinin SEM fotograflari. PET derigimi

monomer): (A) 0, (B) 406.5, (C) 609.8. Ust sira: 2000X, Alt sira: 8000X.
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Sekil 4.26. Farkh PET derigimleri kullanilarak, fotopolimerizasyon ve tiyol-en katiimasi ile

sentezlenen PET baglh poli(POSS-MA) monolitlerinin geri-basing/akis hizi iligkisi. Kolon: 300
mmx100 um i¢ ¢ap, Mobil faz: 75/25 ACN/su (mL/mL).
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Tablo 4.11. Farkh PET derigimleri kullanilarak sentezlenen PET baglh poli(POSS-MA) monolitlerinin

Ozgul ylzey alanlari ve gegirgenlik degerleri

Deney Kodu (PPEEI'-I/-rr?g;Ig:rTeIr) Ozgiil (Yr: 27993' Alani G(t:ngzi;gfglljk
(mg/mL)
D1 0 227.0 4.3
El 407 21.1 9.2
E2 610 0.4 25.1

Bu sonuglar, aromatik tiyol gruplu ligandlarin, alifatik benzerlerinden daha dugsuk
tiyol-en katilmasi performasina sahip oldugunu gostermektedir. Alifatik formdaki
ligandlara kiyasla her iki PET derigimi ile elde edilen monolitlerin 6zgul yutzey
alanlarinin ve hareketli faza karsi direnglerinin dislik olusu ters faz
kromatografisinde basarili kromatografik ayrim yapabilme sansini ortadan

kaldirmaktadir.

4.2.2. Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi (HILIC) Modunda Kullanilmak Uzere
Fotopolimerizasyon ve Tiyol-En Baglanmasi ile Monolit Sentezi ve

Karakterizasyonu

Hidrofilik  etkilesim kromatografisi modunda kullanilacak sabit fazlarin
fotopolimerizasyon ile sentezinde, POSS-MA kendine 6zgu kafes 6rgu yapisindan
ileri gelen 6zelligi nedeniyle hem ana monomer hem de ¢apraz baglayici gorevi
yapmistir. Gozenekli yapinin olusturulmasi da butanol ve etilen glikolden olusan ikili
g6zenek yapici sistem ile saglanmistir. Monolitin hidrofilik 6zelligini saglayan tek
tiyol gruplu ligandlar ise merkaptosuksinik asit (MSA) ve glutatyon (GT) olarak
secilmigtir. Bu bolumde bu iki ligandin kullanimiyla sentezlenen monolitik kolonlarin

karakterizasyonu verilmektedir

4.2.2.1. MSA bagh poli(POSS-MA) monolitlerinin foto polimerizasyon ve tiyol-

en katilmasi ile sentezi ve karakterizasyonu

MSA’nin tiyol-en katilmasi ile monolit yapisina baglanmasiyla hidrofilik 6zellikte
monolitik kolonlarin senteziyle ilgili 6n ¢alismalarda, monomer fazinin (POSS-MA)
derisiminin, gézenek yapici bilesenlerin (n-butanol/etilen glikol) toplam miktarlarinin
ve MSA derisimi degisiminin monolit ¢ozeltisinde ¢ozunme problemlerine sebep
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oldugunun gozlenmesiyle bu degerlerin sabit tutulmasi kararlastiriimigtir. Bu amagla
yapilan deneylerde yalnizca mikrogdzenek yapici / makrogdzenek yapici orani
degistiriimistir. iki farkli mikrogézenek yapici/makrogézenek yapici orani ile
sentezlenen monolitlerin SEM fotograflari sekil 4.27°de verilmistir. Burada belirgin
bir agregat veya gozenek boyutu degiskligi gorunmemesine ragmen sekil 4.28’de
verilen gbzenek boyutu dagiminda artan mikrogozenek yapici solvent derigiminde
g6zenekliligin azaldigi goralmektedir. Daha saglikli bir sonuca ulasabilmek igin sekil
4.29’da verilen akis hizina kargi geri basing grafigine basvurulmustur. Bu grafige
gore toplam porojen miktari sabit kalmak sartiyla, mikrogézenek yapici derisiminin
artmasiyla monolitin hareketli faza olan direncinin arttigi, buna paralel olarak geri

basing degerinin de arttigi gdézlenmistir.

Sekil  4.27. Farkli  mikrogbzenek vyapici/makrogézenek vyapici oranlari  kullanilarak,
fotopolimerizasyon ve tiyol-en katiimasi ile sentezlenen MSA bagl poli(POSS-MA) monolitlerin SEM
fotograflar. MSA derisimi: 50 mg MSA/600 mL gbézenek yapici, Mikrogézenek yapici solvent/
Makrogdzenek yapici solvent (mg/mg): (A) 1.6 , (B) 2.5. Ust sira: 2000X, Alt sira: 8000X.
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Sekil 4.28. Farkli mikrogbzenek vyapici/makrogbzenek yapici oranlari  kullanilarak,
fotopolimerizasyon ve tiyol-en katilmasi ile sentezlenen MSA bagli poli(POSS-MA) bazli monolitlerin
SEM fotograflari. MSA derisimi: 50 mg MSA/600 pL gbézenek yapici.
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Sekil  4.29. Farkli mikrogdzenek vyapici/makrogdzenek yapici oranlari  kullanilarak,
fotopolimerizasyon ve tiyol-en katilmasi ile sentezlenen MSA bagl poli(POSS-MA) bazli monolitlerin
geri-basing/akis hizi iligkisi. Kolon: 300 mmx100 um i¢ ¢gap, Mobil faz: 92/8 pH 8 ACN/ 100 mM asetat
tamponu (mL/mL).

Tablo 4.12'deki veriler incelenecek olunursa, artan mikrogbzenek vyapici
/makrog6zenek yapici oranlarinda 6zgul yuzey alani artarken gegirgenlik
azalmaktadir. Sekil 4.29’da verilen geri basing degerleri g6z énlne alindiginda bu
durum artan mikrog6zenekliligin dogal sonucudur. Yine ayni tablodaki ¢apraz bag

yapisinin ve tiyol igeriginin de bahsi gecen oran ile birlikte belirgin bir bigcimde arttigi
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gorulmektedir. Bu sonug da POSS-MA’nin ve MSA ligandinin, sentez sirasinda
mikrogozenek yapici solvent olarak kullanilan n-butanol igerisinde daha iyi
¢6zundlgunu ve daha yiksek verimle bir tiyol-en katiimasi  olustugunu

dusundurmektedir.

Tablo 4.12. Farkh mikrogézenek / makrogézenek yapici oranlari kullanilarak sentezlenen MSA bagli

poli(POSS-MA) monolitlerin karakterizasyon parametre degerleri

. . Ozgiil L .
Deney Mlkrogozer_!ek Yiizey Gegirgenlik Qa"!’az B? 9 -T'yPJ.
yapici/makrogozenek 5 14 Yogunlugu Icerigi
Kodu Alani (m?)x10 3
yapici (mg/mg) (m2/g) (mol/cm?®)  (mmol/g)
F1 1.60 59.3 2.6 0.70x10° 0.63
F2 2.50 106.6 2.2 2.81x10° 0.85

4.2.2.2. GT bagh poli(POSS-MA) monolitlerinin fotopolimerizasyon ve tiyol-en

katilmasi ile sentezi ve karakterizasyonu

GT’nin tiyol-en katiimasi ile monolit yapisina baglanmasiyla hidrofilik 6zellikte
monoltik kolonlarin senteziyle ilgili 6n ¢alismalarda, homojen bir monolit gozeltisinin
eldesinin glutatyon derisiminin 0.028 mg/mL gbzenek yapici degerini agmadigi
durumda elde edilebilecegi gorulmustir. Buna gore bolim 4.2.2.1°de ifade edilen
MSA ligandi ile sentezlenen monolitik kolonlardaki yaklagsimin benzeri uygulanmis
ve yalnizca mikrogézenek vyapici/makrogézenek yapici oraninin degisiminin

monolitin morfolojisine ve akis karakteristigine olan etkisi incelenmistir.

Bu deney setinde sentezlenen iki monolitik kolonun SEM fotograflari sekil 4.30’da
verilmistir. Buna goére maksimum GT derisiminde, 2.87 mg/mg mikrogdzenek
yapici/makrogdzenek yapici orani ile sentezlenen monolitik blogun kolon ig
ceperlerine daha kolay tutundugu goriimustir. Sekil 4.31°de verilen gdzenek boy
dagihmi grafigi g6z o6ndne alindiginda da artan mikrogbzenek yapici
/makrogbzenek yapici orani ile birlikte gbézenek boy dagilimi, makrogdézenek ve

mezogbzenek olmak Uzere iki gbzenekli dagihm formuna donutstigu goérulmastur.
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Sekil  4.30. Farkli  mikrogbzenek vyapici/makrogézenek vyapici oranlari  kullanilarak,
fotopolimerizasyon ve tiyol-en katilmasi ile sentezlenen GT bagli poli(POSS-MA) monolitlerin SEM
fotograflari. GT derisimi: 0.028 mg/mL gdzenek yapici solvent, N-butanol/etilen glikol derisimi
(mg/mg): (A) 1.86 (B) 2.87. Ust sira: 2000X, Alt sira: 8000X.
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Sekil 4.31. Farkh mikrogézenek vyapici / makrogdzenek yapici oranlari kullanilarak,
fotopolimerizasyon ve tiyol-en katiimasi ile sentezlenen GT bagli poli(POSS-MA) monolitlerinin

g6zenek boyut dagilimlari. GT derisimi: 25 mg/890 uL gézenek yapici solvent.

Mikrogbzenek yapici / makrogdézenek yapici oraninin artmasi tablo 4.13’te

goruldugu gibi gecirgenligin azalmasina neden olmaktadir. Bu durum da sekil
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4.32°de gorulen artan geri basing davranigindan kaynaklanmaktadir. GT bagl
monolitlerin mikrogézenekliliginin artiginin tiyol icerigine bagli olmadigi da Tablo
4.13’den goérulmektedir. Bu durum monolit Gzerindeki tiyoltin kaynagi olan GT ligand

miktarinin sabit tutulmus olmasiyla iliskilendirilebilir.

400 7 Mikrogdzenek yapici/makrogdzenek yapici
(mg/mg)

300 A ® 1.86
® 2.87

200

Geri basing (bar)

100
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Sekil 4.32. Farkli  mikrogbzenek vyapici/makrogézenek vyapici oranlari  kullanilarak,
fotopolimerizasyon ve tiyol-en katilmasi ile sentezlenen GT bagh poli(POSS-MA) bazli monolitlerin
geri-basing/akis hizi iligkisi. Kolon: 300 mmx100 um i¢ ¢ap, Mobil faz: 92/8 pH 8 ACN/ 100 mM asetat

tamponu (mL/mL).

Tablo 4.13. Farkh mikrogézenek / makrogdzenek yapici oranlari kullanilarak sentezlenen GT bagli

poli(POSS-MA) monolitlerinin karakterizasyon 6zellikleri

. . Ozgiil L .
Deney Mlkrogozer_!ek Yizey Gegirgenlik ‘?a'?raz B? 9 _lepj_
yapici/makrogoézenek > 14 Yogunlugu Icerigi
Kodu Alani (m?)x10 2
yapici (mg/mg) (m2/g) (mol/lcm?®)  (mmol/g)
G1 1.86 210 1.6 2.51x10° 0.37
G2 2.87 220 1.3 2.44x10° 0.36

4.3. Termal Polimerizasyon ve Tiyol-En Katilmasi ile Sentezlenen POSS-MA

Bazli Monolitler ile Ters Faz Kromatografisi Caligmalari

Termal polimerizasyon ile bir ligand olmaksizin sentezlenen poli(POSS-MA-co-
EDMA) kolon ile ODT igeren ve termal polimerizasyonun ve tiyol-en katiimasi ile

sentezlenen kolonun ters faz kromatografisi metodunda istikrarl bir akis davranigi
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gOstermedigi, sistemde tikanmalarin ve akig kesintilerinin  yasandigi
g6zlemlenmistir. Tikanma sorununun yagsanmasi, kolonun sahip oldugu geri basing
deg@erinin Uzerine c¢ikarak kromatografik calisma sirasinda analizin sistem
tarafindan otomatik olarak durdurulmasina yol acmistir. Bu dedisken kolon
davranisi, monolitik yapinin yeterince rijit olmadigi seklinde yorumlanabilir. Mekanik
bir yetersizlik seklinde ifade edilebilecek bu durumun, termal etkinin polimerizasyon
sirasinda serbest radikal olusumunda yetersiz kalmasindan kaynaklandigi

soylenebilir.

Termal polmerizasyon ile Uretilen poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitin kromatografik
ayrimda yetersiz kaldigi, sekil 4.33’te degisen ACN/su oranlarinda ve sekil 4.34’te
degisen hareketli faz akis hizlari igin verilen ©6rnek kromatogramlarda
gorunmektedir. Burada benzenden baglayarak ilk 5 alkilbenzen homologu analit
karigimi olarak kullaniimigtir. Ancak her iki sekil de de alinan kromatogramlarin

higbirinde kromatografik ayrim gézlenmemistir.

i W Ll L it L L LA Al e U0 A Al A A Al s L A R L g U i Ul i ) L i

0 30 60 O 20 40 0Q 15 30
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Sekil 4.33. Termal etki ile sentezlenen poli(POSS-MA-co-EDMA) monoliti kullanilarak, ters faz
kromatografisi modunda, farkli mobil faz bilesimleri ile alkilbenzenlerin ayrimi i¢in elde edilen érnek
kromatogramlar. Deney kodu: A8. Asetonitril/su: (A) 50/50, (B) 60/40, (C) 80/20, Akis hizi:0,5 ulL/dak,
UV-dedektdr, 214 nm. Kolon: 300 mm x 100 um i¢ ¢ap.
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Sekil 4.34. Termal etki ile sentezlenen poli(POSS-MA-co-EDMA) monoliti kullanilarak, ters faz
kromatografisi modunda farkli akis hizlari ile alkilbenzenlerin ayrimi icin elde edilen 6rnek
kromatogramlar. Deney Kodu: A8. Asetonitril/su: 60/40%, Akis hizlan : (A) 0.25 ulL/dak, (B) 0.50
pL/dak, (C) 0.75 uL/dak UV-dedektdr, 254 nm. Kolon: 300 mm x 100 um i¢ ¢cap

Termal polimerizasyon ve tiyol-en katilmasi metoduyla sentelenen ODT badgli
poli(POSS-MA-co-EDMA) icin de 6ngoérimuizin desteklenmesi amaciyla ters faz
kromatografisi yapiimistir. Sekil 4.35'te de goruldugu uzere poli(POSS-MA-co-
EDMA) monolit ile elde edilen sonuglara kiyasla daha iyi bir kromatografik davranis

eldesine karsin elde edilen ayrimin yeterli oldugunu sdylemek mumkun degildir.

U 24
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Sekil 4.35. ODT bagh poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitinin kullanilarak, ters faz kromatografisi
modunda alkilbenzen tlrevlerinin ayrimi igin elde edilen 6rnek kromatogram. Deney kodu : B2,
Asetonitril/su: 60/40 (mL/mL), Akis hiz1:0.8 pL/dak, UV-dedektdr, 214 nm. Kolon: 300 mm x 100 um
ic cap. Cikis sirasi: (1) benzen, (2) toluen, (3) etilbenzen, (4) propilbenzen, (5) bitilbenzen.

Elde edilen bu sonuglarin 1siginda termal polimerizasyonun saglikli  bir
kromatografik ayirim yapilabilmesi igin gerekli 6zelliklere sahip monolitik kolonlarin
eldesinde yetersiz kaldigi gorulmus ve alternatif olarak polimerizasyonda foto etki

kullaniimasi gerektigi dusunulmuagtur.
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4.4. Termal Polimerizasyon ve Tiyol-En Katilmasi ile Sentezlenen Monolitler

ile Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi Caligsmalar

Termal polimerizasyon ve tiyol-en katilmasi yontemiyle sentezlenen hidrofilik
Ozellikteki MSA bagh poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitik kolonlarin hidrofilik
etkilesim kromatografisi modunda izokratik olarak incelenmesi igin, nukleosit
karigimlarinin ayrilmasi hedeflenmistir. Fakat s6zu edilen kolonlar sisteme takilarak
yuksek ACN icerigine sahip (%95) hareketli faz gegiriimeye baglanmasinin ardindan
kolonda tikanma ve akis kesintilerinin yagandigi, ve geri basincin kontrolsuz artisi
ile kromatografik analizin sistem tarafindan duruduruldugu gozlenmistir. Hareketli
faz kompozisyonunun degistiriimesinin de sonucu degistirmediginin gértlmesi ile
termal polimerizasyon ve tiyol-en katilmasi ile tretilen MSA bagli poli(POSS-MA-co-
EDMA) monolitlerin hidrofilik etkilesim kromatografisi modunda kullaniimasindan
vazgegcilmistir. Bunun yerine fotopolimerizasyon ve tiyol-en katilmasi ile Gretilen
monolitlerin  sentezine ve HILIC modunda kromatografik incelenmesine

yonelinmigtir.

4.5. Fotopolimerizasyon ve Tiyol-En Katilmasi ile Sentezlenen POSS-MA Bazl

Monolitler ile Ters Faz Kromatografisi Caligmalari

4.5.1. Farkli Monomer/Gozenek Yapici Oranlarina Sahip ODT Bagl poli(POSS-

MA) Monolitler ile Alkilbenzenlerin Kromatografik Ayrimi

Fotopolimerizasyon ve tiyol-en katiimasiyla sentezlenen monolitlerin kromatografik
performans  incelenmesine  oncelikle  ODT ligandi  varliginda  farkl
monomer/gdézenek yapici oranlari ile Uretilen monolitler kullanilarak alkilbenzen
tirevlerinin - ayrimi ¢alismalariyla  baslanmistir.  Sekil  4.36'da  farkl
monomer/gdzenek yapici oranlari ile sentezlenen monolitler ile sabit akis hizinda,
degisen ACN/su oranlari ile alinan kromatogramlar gorulebilmektedir. Buna gore en
iyi kromatografik ayirrmin 0.29 mg/mg monomer/gézenek yapici oraniyla
sentezlenen kolona ait oldugu goérilmektedir. Artan ACN/su orani ile piklerde

kuyruklanma (tailing) davranisi gézlenmektedir ki bu istenmeyen bir durumdur.
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Sekil 4.36. Farkli monomer/gézenek yapici oranlari ile sentezlenen ODT bagl-poli(POSS-MA)
monolitler icin hareketli faz ACN derigiminin degisimi ile alinan kromatogramlar. ODT derisimi: 406.5
mg/mL monomer. Monomer/gézenek yapici orani (mg/mg): (A) 0.29, (B) 0.32, (C) 0.35. Kolon: 300
mm x 100 um i¢ ¢ap. Akis hizi: 0.5 uL/dak, Hareketli faz: ACN+Su + % 0.05 AAc, ACN/su oranlari
(mL/mL) kromatogramlar tzerinde gosteriimektedir, UV dedektdr, 214 nm, Kolondan ¢ikis sirasi: 1.

benzen, 2. toluen, 3. etilbenzen, 4. propilbenzen, 5. bitilbenzen.

Sekil 4.36'da verilen kromatogramlardan yola gikilarak birbiri ardi sira pik veren iki
analitin birbirinden ne kadar iyi ayrildiginin bir 6lgtsu olan pik ¢ozunurligu degerleri
bulunabilmektedir. (tablo 4.14) Fakat piklerin birbirinden en iyi sekilde ayrilmasinin
yaninda toplam analiz suresinin de uzun olmamasi kritik bir dneme sahiptir.
Kisacasi en kisa slUrede en etkin ayirma ana hedefimizi olusturmaktadir. Bu yluzden
en kisa analiz suresinde en yuksek pik ¢ozunurligu degerlerine karsihk gelen
ACN/su oranina dikkat edilmistir. Tablo 4.14’deki degerlere bakilacak olursa
sirasiyla 70/30, 75/25 ve 65/35 ACN/su oranina sahip kromatogramlarin bu sarti

sagladigi gorulmektedir.
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Tablo 4.14. Farkh monomer/gézenek yapici oranlar ile sentezlenen ODT bagl poli(POSS-MA)

monolitler igin hareketli fazda farkli ACN/su oranlari ile elde edilen pik ¢ézunurlik degerleri.

Monomer/gozenek yapici orani: 0.29 mg/mg

ACN/su (vIv) R,, R,, R,. R,
65/35 2.43 3.07 4.55 5.08
70/30 1.53 1.86 2.82 3.70
75125 1.40 1.70 2.78 3.61
80/20 1.23 1.41 2.24 3.08
90/10 0.64 0.82 1.22 1.86

Monomer/gozenek yapici orani: 0.32 mg/mg

ACN/su (v/v) R, R, R, R,
60/40 3.82 4.38 5.75 6.84
70/30 1.64 1.76 2.80 3.77
75/25 1.61 1.66 2.60 3.13
80/20 1.39 1.47 2.20 2.93
90/10 0.79 0.88 1.27 1.48

Monomer/gozenek yapici orani: 0.35 mg/mg

ACN/su (v/Iv) R R R R
21 32 43 54
60/40 2.24 2.60 3.54 4.40
65/35 2.04 2.34 3.17 411
70/30 1.34 1.47 2.34 3.06
75/25 1.16 1.33 1.93 2.43
80/20 1.12 1.13 1.85 2.25

Analiz suresinin temel belirleyici parametresi olan alikonma faktéri de yine sekil
4.36’daki kromatogramlardan elde edilmis ve degisen hareketli faz ACN
konsantasyonuna kargi grafige gegcirilmistir (sekil 4.37). Buna gore, ayrimi yapilacak
alkilbenzenler en polar olandan en apolar olana dogru artan alikonma faktort ile
siralanmigtir. Sabit bir ACN konsantrasyonu dikkate alindiginda % 70 ACN
konsantrasyonu degerine kadar butin kolonlar ile tatminkar kromatografik

ayrimlarin elde edildigi sdylenebilir.
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Sekil 4.37. Farkh monomer/gdzenek yapici oranlar ile sentezlenen ODT bagh poli(POSS-MA)
monolitlerde alikonma faktérinin hareketli fazdaki ACN derisimi ile degisimi. Monomer/gézenek
yapici orani (mg/mg): (A) 0.29, (B) 0.32, (C) 0.35.

Sekil 4.38'de degisen farkh monomer/gbzenek yapici oranlarinda ACN
konsantrasyonuna karsilik gelen kademe yuksekligi degerleri verilmektedir. Buna
gore istenilen en dusuk kademe yuksekligi degerine 0.29 ve 0.32 mg/mg
monomer/gdézenek yapici oraniyla sentezlenen monolitler ile ulasildigi ve 0.35
mg/mg orani ile sentezlenen monolitte kademe yuksekliginin artarak kolon

performansini dusurdugu soylenebilir.
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Sekil 4.38. Farkli monomer/gézenek yapici oranlari ile sentezlenen ODT bagh poli(POSS-MA)
monolitlerde kademe ylksekliginin ACN derigimi ile degisimi. Monomer/gézenek yapici orani
(mg/mg): (A) 0.29, (B) 0.32, (C) 0.35.

Takiben her kolon i¢in en uygun ACN/Su orani segilerek, akis hizi taramasi yapilmis
ve farkl akis hizlarinda elde edilen kromatogramlardan (sekil 4.39), tablo 4.15'de
verilen pik ¢dzunurligu degerlerine ulasiimistir. Bu sonuglara gore artan akis hizi
pik ¢ozunurlGgunde bir azalmaya neden olarak piklerin birbirine yaklagmasina
sebep olmaktadir. Ayrica artan monomer/gézenek yapici oraninda da belirgin bir

pik ¢6zunurligu disuslinun goézlendigi gérulmektedir.

93



(A)

(B)

Akis hizi (uL/dak)

1.50 VA A

125 i 1 S
1.00 MA AL A
0.75
0.50
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dak)
Akis hizi (uL/dak)
12 3 ﬁ ;
a2 1L
1.00 - ’PU/\"J s'-“\_."{ \‘Li/ "-\‘
0.75
0.50 A N\
—— A NN N e
0 5 10 15 20 25

Zaman (dak)

94




(©)

Akis hizi (uL/dak)

2
103 a4 5
1.00

0 5 10 15 20 25 30 35
Zaman (dak)

45

Sekil 4.39. Farkh monomer/gézenek yapici oranlari ile sentezlenen ODT baglipoli(POSS-MA)
monolitler i¢in hareketli faz akis hizinin degisimi ile alinan kromatogramlar. ODT derisimi: 406.5 mg
ODT/mL monomer. Monomer/gdzenek yapici orani (mg/mg): (A) 0.29, (B) 0.32, (C) 0.35. Kolon: 300
mm x 100 um i¢ ¢ap. Hareketli faz: ACN+Su + % 0.05 AAc, Hareketli fazda ACN/su hacimsel orani
(mL/mL): A) 70/30, B) 75/25, C) 65/35. Akis hizlari (uL/dak) kromatogramlar Uzerinde

gosterilmektedir, UV dedektdr, 214 nm, Kolondan ¢ikis sirasi: 1. benzen, 2. toluen, 3. etilbenzen, 4.

propilbenzen, 5. bitilbenzen.
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Tablo 4.15. Farkli monomer/gdézenek yapici oranlari ile sentezlenen ODT bagli-poli(POSS-MA)
monolitler igin farkl hareketli faz akis hizlari ile elde edilen pik ¢éztintrlik degerleri

Monomer/g6zenek yapici orani : 0.29 mg/mg

Akis hizi (uL/dak) R R R R

21 32 43 54
0.10 1.63 2.00 3.02 4.26
0.25 1.62 1.91 2.88 3.93
0.50 1.54 1.86 2.82 3.71
0.75 1.47 1.76 2.56 3.55
1.00 1.45 1.66 2.47 3.20
1.25 1.41 1.62 2.41 3.18
1.50 131 1.60 2.33 3.15

Monomer/gézenek yapici orani : 0.32 mg/mg

Akis hizi (uL/dak) R, R, R, R,
0.10 1.68 1.95 2.74 3.20
0.25 1.63 1.93 2.66 3.18
0.50 1.61 1.66 2.60 3.13
0.75 1.42 1.65 2.51 3.10
1.00 1.41 1.56 2.50 3.07
1.25 1.40 1.54 2.46 3.05

Monomer/g6zenek yapici orani : 0.35 mg/mg

Akis hizi (uL/dak) R R R R

21 32 43 54
0.10 2.13 2.46 3.44 4.71
0.25 2.11 2.34 3.12 3.98
0.50 2.04 2.21 3.05 3.85
0.75 1.83 2.13 2.75 3.61
1.00 1.12 1.30 1.93 2.47

Akis hizinin arttinlmasiyla kademe ylksekliginde yani kolonun ayirma
performansinda meydana gelen degiskliginde incelenmesi amaclanmigtir. farkh
monomer/gdzenek yapici oranlari ile sentezlenen monolitlerin kademe yuksekligine
kargi dogrusal akis hizi grafikleri Sekil 4.40’ta verilmektedir. 0.29 mg/mg degeri ile

sentezlenen monolit i¢in, dogrusal akis hizinin degismesi ile kademe yuksekliginde
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bariz bir degisim olmamigtir. 0.35 mg/mg oranina ¢ikildiginda ise artan hareketli faz
akis hizinda kademe yuksekliginin bariz arttigi gortlmektedir. Bu durum, artan
monomer derisimi ile, birim monomer kutlesine gore daha az gozenek yapici
kullanilmasi sonucu, monolit yapisinda mikrogozenekli bolgelerin olusmasi ve
olusan bu bodlgelerin yuksek kutle transferi direnci nedeniyle ayirma veriminin

dusmesi seklinde aciklanabilir.
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Sekil 4.40. Farkh monomer/gézenek yapici oranlar ile sentezlenen ODT bagli-poli(POSS-MA)
monolitlerde kademe yiiksekliginin dogrusal akis hizi ile degisimi. ODT derigsimi: 406.5 mg ODT/mL
monomer. Monomer/gézenek yapici orani derisimi (mg/mg): (A) 0.29, (B) 0.32, (C) 0.35.

4.5.2. Farkli ODT Derigimlerine Sahip ODT Bagl poli(POSS-MA) Monolitler ile

Alkilbenzenlerin Kromatografik Ayrimi

Bu baslik altinda farkli ODT derisimleri ile sentezlenen monolitik kolonlarin ters faz
kromatografisinde izokratik modda alkilbenzen turevlerini ayrima performansinin
incelenmesi amaclanmistir. Farkli ODT derigimi ile sentezlenen monolitik kolonlar
kullanilarak degisen hareketli farkli ACN derisimleri ile alinan kromatogramlar sekil
4.41’de bunlardan hesaplanan pik c¢ozunurligu degerleri ise tablo 4.16'da
verilmigtir. Buradan goruldugu gibi ODT’nin olmadigi kogullarda POSS-MA bazli
monolitlerin  kromatografik ayrimi olmamakta ve kromatogram birbirinden
ayrilamayan piklerin toplamindan olusan tek bir pik olarak gozukmektedir. Artan
ODT derisimi ile sentezlenen monolitler kullanilarak alnan farkh ACN
konsantrasyonlarindaki  kromatogramlara ve pik ¢ozunarluk degerlerine
bakildiginda ODT derisiminin artmasiyla piklerin birbirinden ayrilmasinin
kolaylastigi sonucu c¢ikarilabilir. Bu ylizden en iyi kromatogramlarin sekil 4.41C’de

verilenler oldugunu sdylemek dogru olur.
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Sekil 4.41. Farkli ODT derisimleri ile sentezlenen ODT bagh poli(POSS-MA) monolitler igin hareketli
fazdaki ACN derisiminin degisimi ile alinan kromatogramlar. Monomer/gézenek yapici orani: 0.29
mg/mg. ODT derisimi (mg ODT/mL monomer): (A) 0, (B) 203.3, (C) 406.5. Kolon: 300 mm x 100 um
ic ¢cap. Akis hizi: 0.5 pl/dak. Hareketli fazz ACN+Su + % 0.05 AAc, ACN/su oranlari (mL/mL)
kromatogramlar tGzerinde gosterilmektedir, UV dedektdr, 214 nm, Kolondan ¢ikis sirasi: 1. benzen,

2. toluen, 3. etilbenzen, 4. propilbenzen, 5. batilbenzen.

Tablo 4.16. Farkli ODT derigimleri ile sentezlenen ODT bagh poli(POSS-MA) monolitler icin pik
¢6zunurliginin hareketli fazdaki ACN/su orani ile degisimi.

ODT derisimi (mg/mL monomer) : 203.3

ACN/su (%v/v) R, R,, R, R,
50/50 4.43 4.66 5.57 5.81
60/40 2.54 2.92 4.12 4.60
65/35 2.26 2.66 3.62 4.35
70/30 1.59 2.01 2.61 3.48
80/20 1.11 1.37 1.97 2.46

ODT derigimi (mg/mL monomer) : 406.5

ACN/su (%v/v) R, R, R, R,
65/35 2.43 3.07 4.55 5.08
70/30 1.53 1.86 2.82 3.70
75/25 1.40 1.70 2.78 3.61
80/20 1.23 1.41 2.24 3.08
90/10 0.64 0.82 1.22 1.86
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Sekil 4.42’de alikonma faktori- ACN derisimi grafikleri iki farkli ODT derisimi ile
sentezlenen monolit igin verilmektedir. Tablo 4.16’da verilen pik ¢ozunarlik
degerleri de dikkate alindiginda en ylksek ODT derisimli monolitik kolonun ayirma
icin daha iyi bir secenek oldiugu goériimektedir. Sekil 4.43’te verilen kademe
yuksekligi degerlerinin yiksek ODT derigimi ile sentezlenen monolit igin daha dusuk

oldugu ve dolayisiyla bu monolitin ayirma performansinin daha iyi oldugu

soylenebilir.
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Sekil 4.42. Farkh ODT derisimleri ile sentezlenen ODT bagli poli(POSS-MA) monolitlerde alikonma
faktdérinin ACN derisimi ile degisimi. Monomer/gézenek yapici orani derigimi: 0.29 mg/mg. ODT
derisimi (mg/mL monomer): (A) 203.3, (B) 406.5.
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Sekil 4.43. Farkh ODT derisimleri ile sentezlenen ODT bagli poli(POSS-MA) monolitlerde kademe
yuksekliginin ACN derigimi ile degisimi. Monomer/gézenek yapici orani: 0.29 mg/mg. ODT derisimi
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(mg ODT/mL monomer): (A) 203.3, (B) 406.5.

Farkli ODT derisimlerinde (203.3 mg/mL ve 406.5 mg/mL) sentezlenen monolitik
kolonlar ile hareketli fazin akis hizinin degistiriimesiyle alinan kromatogramlar ve bu
kromatogramlardan yola ¢ikilarak hesaplanan pik ¢ozunurlik degerleri sirasiyla
sekil 4.44 ve tablo 4.17°de verilmistir. Buna goére, hareketli faz akis hizinin artisi, pik
¢ozunurlik degerlerinde kritik bir degisiklige neden olmaksizin analizin suresini
azaltmaktadir ki bu kromatografik yonden énemli bir avantajdir. Sabit akis hizi g6z

onune alindiginda ise yuksek ODT derigsimine sahip kolonun pik ¢ézunurlGginun
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daha ylUksek oldugu ve yuksek ODT derigimi ile sentezlenen kolonun yuksek bir

ayirma verimine sahip oldugu gorulmektedir.
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Sekil 4.44. Farkli ODT derisimleri ile sentezlenen ODT bagh poli(POSS-MA) monolitler igin hareketli
faz akis hizinin degisimi ile alinan kromatogramlar. ODT derigimi (mg ODT/mL monomer): (A) 203.3,
(B) 406.5. Kolon: 300 mm x 100 Um i¢ ¢cap. Hareketli faz ACN/su: orani: 70/30 mL/mL, Hareketli faz:
ACN/Su + % 0.05 AAc, Akis hizlari kromatogramlar Gizerinde gdsterilmektedir, UV dedektdr, 214 nm,

Kolondan ¢ikis sirasi: 1. benzen, 2. toluen, 3. etilbenzen, 4. propilbenzen, 5. bitilbenzen.
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Tablo 4.17. Farkli ODT derigimleri ile sentezlenen ODT bagh-poli(POSS-MA) monolitler i¢in pik

¢6zunurligindn akis hizi ile degisimi.

ODT derigimi : 203.3 mg/mL monomer

Akis hizi (pL/dak) R, R, R, R,
0.10 1.64 2.06 3.10 4.03
0.25 1.62 2.00 3.05 3.89
0.50 1.59 1.98 2.57 3.46
0.75 1.53 1.88 2.54 3.12
1.00 1.50 1.75 2.44 3.05
1.25 1.37 1.57 2.31 2.81

ODT derisimi : 406.5 mg/mL monomer

Akis hizi (uL/dak) R, R, R, R,
0.10 1.63 2.00 3.02 4.26
0.25 1.62 191 2.88 3.93
0.50 1.54 1.86 2.82 3.71
0.75 1.47 1.76 2.56 3.55
1.00 1.45 1.66 2.47 3.20
1.25 141 1.62 241 3.18
1.50 1.31 1.60 2.33 3.15

Sekil 4.44’de verilen kromatogramlar icin elde edilen kademe yuksekliginin dogrusal
akis hizi ile degisimini gosteren Van-Deemter grafikleri sekil 4.45’te verilmistir. Artan
ODT derisimi ile kademe vyuksekliginin duslis gostermesi kromatografik
performansin arttigi manasina gelmektedir. Ylksek ODT derigsiminde (406.5
mg/mL) bitln analitler igin sabit akis hizinda, disuk kademe yuksekligi, artan akis
hizinda da bagil olarak daha az degisen kademe yuksekligi davranigi elde edilmigtir.
Akis hizinin arttirlmasiyla kademe yuksekliginin belirgin bir degisime ugramamasi
kolonun alikonma suresinden bagimsiz kolon verimi davranisina uygun oldugunu
gostermektedir. Bu durum monolitin sentezinde POSS-MA’nin hem monomer hem

de capraz baglayici olarak gorev almasindan ileri gelmektedir.
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Sekil 4.45. Farkh ODT derisimleri ile sentezlenen ODT bagli-poli(POSS-MA) monolitlerde kademe
yuksekliginin dogrusal akis hizi ile deg@isimi. ODT derisimi (mg/mL monomer): (A) 203.3, (B) 406.5.

4.5.3. Farkh Alkantiyol Ligand Tiurleri (BT, OT, ODT) Bagh poli(POSS-MA)

Monolitler ile Alkil Benzenlerin Kromatografik Ayirimi

Bu bdlimde daha dusuk karbon zincir uzunluguna sahip hidrofobik ligandlar olan
BT(C4) ve OT(Cs)'nin varhginda sentezlenen organosilikon monolitik kolonlarin da
analiziyle, ligandin karbon zinciri uzunlugunun, kolonun kromatografik ayirma
performansina olan etkisinin ortaya konmasi hedeflenmektedir. Ug farkli ligand tir

ile sentezlenen kolonlarin sabit faz olarak kullaniimasiyla, farkli hareketli faz ACN/su
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oranlarinda elde edilen kromatogramlar sekil 4.46'da ve bu kromatogramlar
yardimiyla hesaplanan pik ¢ozunurligu degerleri de tablo 4.18’de verilmigtir. Hem
kromatogramlar hem de sabit ACN/su oraninda blyuk bir degisiklik gdstermeyen
pik ¢ozunurluk degerleri her bir ligand varliginda sentezlenen kolonlar ile saglikli

kromatografik ayrimlarin yapilabildigini gostermektedir.
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Sekil 4.46. Farkh hidrofobik ligand tirleri ile sentezlenen alkantiyol ligand bagli poli(POSS-MA)
monolitler kullanilarak farkli ACN/Su oranlari ile alinan kromatogramlar. Monomer/gézenek yapici
orani: 0.29 mg/mg, Ligand derisimi: 406.5 mg ligand/mL monomer. Kolon: 300 mm x 100 um i¢ ¢ap.
Akis hizi: 0.5 pl/dak. Hareketli fazz ACN+Su + % 0.05 AAc, ACN/su oranlari (mL/mL)
kromatogramlar Gzerinde gdsterilmektedir, Hidrofobik ligand turt: (A) ODT, (B) OT, (C) BT, UV
dedektér, 214 nm, Kolondan ¢ikis sirasi: 1. benzen, 2. toluen, 3. etilbenzen, 4. propilbenzen, 5.

butilbenzen.

107



Tablo 4.18. Farkh hidrofobik ligandlar bagl poli(POSS-MA) monolitler i¢in pik ¢6zUnurliginin
hareketli fazdaki ACN/Su orani ile degigimi.

Hidrofobik Ligand : ODT (Cis)

ACN/su (%v/v) R, R, R, R,
65/35 2.43 3.07 4.55 5.08
70/30 1.54 1.86 2.82 3.70
75125 1.40 1.70 2.78 3.61
80/20 1.23 1.41 2.24 3.08

Hidrofobik Ligand : OT (Cs)

ACN/su (%v/v) ”n - 43 54
40/60 7.14 8.22 8.58 10.10
50/50 4.70 5.51 6.72 7.48
55/45 2.99 3.72 4.85 6.15
60/40 2.63 3.47 4.57 5.43
70/30 1.54 191 2.99 3.74

Hidrofobik Ligand : BT (Ca)

ACN/su (%VIv) R,, R,, R,. R,
50/50 6.54 4.96 4.52 5.57
60/40 2.32 2.89 3.62 4.42
65/35 2.17 2.67 3.57 4.25
70/30 1.43 1.61 2.37 2.90
80/20 0.82 0.88 1.20 1.44

Sekil 4.47°de ACN derisiminin alikonma faktora ile degisim grafikleri verilmektedir.
Bu grafiklere gore sabit ACN oraninda alikonma faktoriinde belirgin bir degisiklik
g6ze capmamaktadir. Fakat sekil 4.48’de kademe yuksekligi-ACN derisimi grafikleri
en dusik kademe yuksekligi dolayisiyla en ylksek kolon veriminin ODT ile

sentezlenen monolit ile kolondan elde edildigini gostermektedir.
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Sekil 4.47. Farkli hidrofobik ligand turleri ile sentezlenen alkantiyol bagh poli(POSS-MA) monolitler
icin alikonma faktoriiniin hareketli fazdaki ACN derisimi ile degisimi. Tiyol gruplu hidrofobik ligand:
(A) ODT (B) OT (C) BT.
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Sekil 4.48. Farkli hidrofobik ligand tirleri ile sentezlenen alkantiyol bagh poli(POSS-MA) monolitler
icin kademe yuksekliginin hareketli fazdaki ACN derisimi ile degisimi. Tiyol gruplu hidrofobik ligand:
(A) ODT, (B) OT, (C) BT

Farkl karbon zincir uzunluguna sahip hidrofobik ligandlar ile sentezlenen monoltik
kolonlar ile hareketli fazin akis hizinin degistiriimesiyle elde edilen kromatogramlar
ve hesaplanan pik ¢ozunurluk degerleri sirasiyla sekil 4.49'da ve tablo 4.19'da
verilmigtir. Pik ¢ozunurlik degerleri ile ligand karbon zincir uzunlugu ararsinda
dogrudan bir korelasyon olmamasina ragmen, butin ligandlar ile ¢alisilan akis

hizlarinda tatminkar kromatografik ayrimlarin elde edildigi sdylenebilir.
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Sekil 4.49. Farkh hidrofobik ligandlar bagl poli(POSS-MA) monolitler igin hareketli faz akis hizinin
degisimi ile alinan kromatogramlar. Kolon: 300 mm x 100 OUm i¢ ¢ap. Hareketli faz ACN/Su orani
(mL/mL): (A) 70/30, (A) 55/45, (C) 65/35. Hareketli fazz ACN+Su + % 0.05 AAc, Akis hizlari
kromatogramlar Uzerinde gdsterilmektedir. Tiyol gruplu hidrofobik ligand: (A) ODT (B) OT (C) BT.

UV dedektér, 214 nm, Kolondan ¢ikis sirasi: 1. benzen, 2. toluen, 3. etilbenzen, 4. propilbenzen, 5.

butilbenzen.
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Tablo 4.19. Farkli hidrofobik ligandlar bagl-poli(POSS-MA) monolitler i¢in hareketli faz akis hizinin

degisimi ile alinan kromatogramlar ile hesaplanan ¢ézinurlik degerleri.

Hidrofobik Ligand : ODT (Cis)

Akis hizi (uL/dak) R, R, R, R,
0.10 1.63 2.00 3.02 4.26
0.25 1.62 1.91 2.88 3.93
0.50 1.54 1.86 2.82 3.71
0.75 1.47 1.76 2.56 3.55
1.00 1.45 1.66 2.47 3.20
1.25 1.41 1.62 2.41 3.18
1.50 1.31 1.60 2.33 3.15

Hidrofobik Ligand : OT (Cs)

Akis hizi (pL/dak) R, R, R, R,
0.10 3.08 3.96 5.22 6.88
0.25 3.03 3.77 5.06 6.59
0.50 2.99 3.72 4.85 6.15
0.75 2.97 3.66 4.77 5.63
1.00 2.94 3.56 4.65 5.23

Hidrofobik Ligand : BT (Ca)

Akis hizi (uL/dak) R, R, R, R,
0.10 2.35 3.02 3.84 4.95
0.25 2.30 2.70 3.70 4.42
0.50 2.17 2.67 3.57 4.25
0.75 2.01 2.56 3.21 3.86

BT, OT ve ODT’nin varhginda sentezlenen Ug¢ farklh monoltik kolonun hareketli faz
akis hizinin kademe yuksekligine karsi gizilen grafikleri Gzerinden (sekil 4.50) sabit
bir akis hizi ve analit tiru segilerek yapilan degerlendirmede, BT ve ODT’nin daha
dusuk kademe sayilarina sahip oldugu ve hareketli faz akis hizi ile kademe
sayisinda kayda deger bir degisim olmadidi gértlmustar. Bu durum kolonlarin
alikonma sulresinden bagimsiz ayirma performansinin bir sonucudur. Bu ¢ikarimi

desteklemek adina, kademe yiksekliginin alikonma faktori ile degisimini gosteren
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yeni grafikler olusturulmus (sekil 4.51), kademe yuksekliginin, alkonma faktoruyle

degisim egilimi gostermedigi ortaya konmustur.
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Sekil 4.50. Farkli hidrofobik ligand turleri ile sentezlenen alkantiyol bagh poli(POSS-MA) monolitler
icin kademe yiksekliginin dogrusal akis hizi ile degisimi. Tiyol gruplu hidrofobik ligand: (A) ODT (B)
OT (C) BT.
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Sekil 4.51. Farkli hidrofobik ligand turleri ile sentezlenen alkantiyol bagh poli(POSS-MA) monolitler
icin kademe yiksekliginin alikonma faktoru ile degisimi. Tiyol gruplu hidrofobik ligand: (A) ODT (B)
OT (C) BT.

4.5.4. ODT Bagl poli(POSS-MA) Monolitler ile Fenollerin Kromatografik Ayrimi

Fotopolimerizasyon ve ODT’nin tiyol-en katiimasi ile sentezlenen monolitler ile ters
faz kromatografisi modunda fenol turevlerinin kromatografik ayrimi yapilmigtir. Bu
ayrimin saglanabilmesi icin 6nceki bolumlerde alkilbenzen ayriminin yapildigi
kolonlar icerisinde en iyi kromatografik performansa sahip olan ve monomer/

g6zenek yapict orani 0.29 mg/mg, ODT derisimi 406.5 mg/mL degerleri ile
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sentezlenen monolitik kolon kullaniimistir. Bu kolon ile farkli ACN/su oranlarinda
alinan kromatogramlar ve bu kromatogramlar yardimiyla hesaplanan pik ¢ézunuk
degerleri sirasiyla sekil 4.52’de ve tablo 4.20’de verilmigtir. Buna gére ACN
derigiminin %35 ve daha diuguk oldugu durumlarda saglikli bir ayirnm saglanmistir.
Fenol ve turevlerinin, alkil benzene gore daha hidrofilik bilegikler olmasi saglikli bir
ayirim icin hareketli fazin iceriginde daha yuksek su konsantrasyonun varligi ile

mumkun olmaktadir.
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Sekil 4.52. Fenollerin kromatografik ayriminda ODT bagli poli(POSS-MA) monolit icin ACN
derisiminin degisimi ile alinan kromatogramlar. ODT derisimi: 406.5 mg ODT/mL monomer.
Monomer/gbézenek yapici orani: 0.29 mg/mg. Kolon: 300 mm x 100 um i¢ ¢ap. Akis hizi: 0.5 pL/dak,
Hareketli fazz ACN+Su + % 0.05 AAc, ACN/su oranlari (mL/mL) kromatogramlar uzerinde
gOsterilmektedir, UV dedektér, 214 nm, Kolondan g¢ikis sirasi: 1. Katekol, 2. 4-metoksifenol, 3. fenol,

4. 4-nitrofenol, 5. 3-nitrofenol.
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Tablo 4.20. Fenollerin kromatografik ayriminda ODT bagl poli(POSS-MA) monolit icin pik

¢6zunurliginidn hareketli fazdaki ACN derisimi ile degisimi

ACN/su (%v/v) R21 Rs2 Ras Rs4
15/85 10.52 3.02 12.16 1.90
25/75 5.35 3.00 7.01 1.80
30/70 2.29 1.96 3.95 1.62
35/65 2.86 2.46 3.89 1.56
40/60 2.30 211 2.84 0.93
50/50 1.32 1.41 0.89 0.75

Fenol ayriminda alikonma faktdérinin ACN derisimi ile degisimi sekil 4.53'de
verilmistir. Bu grafiklerde ilk géze carpan durum, ACN derisiminin artmasiyla
analitlerin alikonma faktorlerinin birbirine yaklasmasidir. Ayrica sekil 4.54’de
kademe yuksekligi degerlerinin artan ACN konsantrasyonu ile dustugu
g6zlenmektedir. sekil 4.52'deki kromatogramlar ve tablo 4.20’deki pik ¢cozunurligu
degerleri g6z 6nlne alndiginda %35 ve altindaki ACN derigimlerinde saglikli ayrim
oldugu gorilmektedir. Bu bilgilerin 1s1ginda bu kolon igin en uygun ACN derigimi

degerinin %35 olduguna karar verilmigtir.
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Sekil 4.53. Fenollerin kromatografik ayriminda ODT bagh poli(POSS-MA) monolit i¢in alikonma
faktériinin ACN derisimi ile degisimi. ODT derisimi: 406.5 mg ODT/mL monomer. Monomer/gézenek
yapici orani: 0.29 mg/mg.
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Sekil 4.54. Fenollerin kromatografik ayriminda ODT bagh poli(POSS-MA) monolit igin kademe
406.5 mg ODT/mL monomer.

yuksekliginin  ACN derisimi ile degisimi.

Monomer/gbézenek yapici orani: 0.29 mg/mg.

ODT derisimi:

Bir sonraki asamada en uygun deger olarak secilen 35/65 ACN/su hareketli faz

orani sabit tutularak akis hizi taramasi yapilmistir. Bu tarama ile elde edilen

kromatogramlar ve bu kromatogramlar kullanilarak hesaplanan pik ¢dzunUrluk

degerleri sekil 4.55 ve tablo 4.21°de verilmistir. Burada taramasi yapilan tim akis

hizlarindaki kromatogramlar tatminkar pik ¢ozunurlik degerleri ile elde edilmis ve

fenollerin kromatografik ayrimi gerceklestiriimigtir.

Akig hizi (pL/dak)
0.50 1 23 45
— J N
0.40 NA AN
— J\\\J N AN A AN
\
0.30 N
N A N AN AN/ NV -
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Zaman (dak)

Sekil 4.55. Fenollerin kromatografik ayriminda ODT bagh poli(POSS-MA) monolit igin farkl hareketli

faz akis hizinin degisimi ile alinan kromatogramlar. Kolon: 300 mm x 100 um i¢ ¢ap. Hareketli faz

ACN/Su orant:

35/65 mL/mL, Hareketli faz: ACN/su + % 0.05 AAc, Akis hizlari kromatogramlar

Uzerinde g0sterilimektedir. UV dedektdr, 214 nm, Kolondan ¢ikis sirasi: 1. Katekol, 2. 4-metoksifenol,

3. fenol, 4. 4-nitrofenol, 5. 3-nitrofenol.
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Tablo 4.21.Fenollerin kromatografik ayriminda ODT bagh-poli(POSS-MA) monolit i¢in farkli hareketli
faz akis hizlari ile elde edilen pik ¢dzunurligu degerleri

Akis hizi (uL/dak) R, R, R, R,
0.1 4.30 3.46 5.40 2.26
0.2 4.00 3.35 4.82 214
0.3 3.84 3.22 4.50 1.84
0.4 3.37 2.90 4.34 1.62
0.5 2.86 2.46 3.95 1.54

Sekil 4.56’da ve sekil 4.57'de artan akis hizi veya alikkonma faktora ile kademe
yuksekliginde dikkate deger bir degisiklik olmamaktadir. Bu durum ylksek alikonma

surelerinde dahi kolon ayirma performansinin azalmadigini gostermektedir.
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Sekil 4.56. Fenollerin kromatografik ayriminda ODT bagli-poli(POSS-MA) monolit icin kademe
yuksekliginin dogrusal akis hizi ile degisimi. ODT derisimi: 406.5 mg ODT/mL monomer.

Monomer/gézenek yapici orani: 0.29 mg/mg.
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Sekil 4.57. Fenollerin kromatografik ayriminda, ODT bagli-poli(POSS-MA) monolit i¢in kademe
yuksekliginin allkonma faktérii ile degisimi. ODT derigimi: 406.5 mg ODT/mL monomer.
Monomer/gbézenek yapici orani: 0.29 mg/mg. UV dedektor, 214 nm, Kolondan ¢ikis sirasi: 1. Katekol,

2. 4-metoksifenol, 3. fenol, 4. 4-nitrofenol, 5. 3-nitrofenol.

4.55. ODT Bagh poli(POSS-MA) Monolitler ile Cok Halkali Aromatik

Bilesiklerin Kromatografik Ayrimi

Fotopolimerizasyon ve ODT'nin tiyol-en katilmasiyla sentezlenen monolit ile ters
faz kromatografisi modunda ¢ok halkali aromatik bilesiklerin (PAH) de kromatografik
ayrimlari gergeklestirilmistir. Bu calisma da fenol ayriminda oldugu gibi 0.29 mg/mg
monomer gozenek yapici orani ve 406.5 mg/mL ODT derisimi ile sentezlenen
monolitik kolon kullanilmistir. ilk olarak sabit akis hizinda yapilan ACN taramasi ile
elde edilen kromatogramlar sekil 4.58’de gorulmektedir. Mevcut kromatogramlara
ve tablo 4.22’de verilen pik ¢6zunUrlik degerlerine gore, hareketli fazda ACN
derigsiminin  %70-90 oldugu durumda tatmin edici kromatografik ayirim
saglanmaktadir. Hatirlanacagi Uzere ayni kolon sartlarinda, fenollerin ayrilmasi igin
%20-35 alkilbenzenlerin ayrilmasi i¢in  %40-70, c¢ok halkalh aromatik
hidrokarbonlarin ayriimasi igin de %70-90 araliginda hareketli faz ACN
konsantrasyonuna ihtiya¢c duyulmaktadir. Bunun sebebi, polar olan fenollerden,
apolar olan PAH’lara gegiste analitin kolonda tutulmasi icin ACN’ye daha ¢ok ihtiyag
duyulmasidir. Sonug olarak genis polarite skalasindaki analit tirinin ayrilabilmesi

sabit fazin iyi bir kromatografik performansa sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.58. Cok halkali aromatik bilesiklerin kromatografik ayriminda ODT bagli poli(POSS-MA)
monolit igin hareketli fazdaki ACN derisiminin degisimi ile alinan kromatogramlar. ODT derigimi:
406.5 mg ODT/mL monomer. Monomer/gézenek yapici orani: 0.29 mg/mg. Kolon: 300 mm x 100
um i¢ cap. Akis hizi (pL/dak): 0.5, Hareketli faz: ACN+Su + % 0.05 AAc, ACN/su oranlari (mL/mL)
kromatogramlar Gzerinde gdsterilmektedir, UV dedektdr, 214 nm, Kolondan ¢ikis sirasi: 1. tiyolre,

2. toluen, 3. naftalin, 4. floren, 5. fenantren, 6. florenten, 7. piren.

Tablo 4.22. Cok halkali aromatik bilesiklerin kromatografik ayriminda ODT bagh poli(POSS-MA)

monolit igin pik ¢ozinarliginin hareketli fazdaki ACN derigimi ile deg@isimi.

ACN/su (%v/v) R21 R32 Ras Rsa Res R
60/40 13.63 6.03 7.31 3.57 4.27 2.06
70/30 8.86 4.14 541 3.42 3.56 2.00
80/20 5.65 2.95 3.42 2.58 3.06 1.86
85/15 5.37 2.72 3.21 2.33 2.90 1.71
90/10 4.14 2.05 2.30 2.10 2.21 1.60

Cok halkali aromatik bilesiklerin ayirrmida alikonma faktérinin ACN derisimi ile
degisimi sekil 4.59'da verilmistir. Bu grafige goére artan ACN, yani azalan su
derigsiminde analitlerin alikonma faktoru degerleri birbirine ¢ok yaklasmakta ve
analitler birbirinden saglikli bir bigcimde ayrilamamaktadir. Hem sekil 4.58'deki
kromatogramlar ve tablo 4.22'deki pik ¢ozunurluk degerleri dikkate alinarak en
uygun ACN/su orani olarak 85/15 mL/mL segilmistir.
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Sekil 4.59. Cok halkali aromatik bilesiklerin kromatografik ayriminda ODT bagli poli(POSS-MA)
monolit i¢in alikonma faktérinin hareketli fazdaki ACN derisimi ile degisimi. ODT derisimi: 406.5

mg/mL. Monomer/g6zenek yapici orani: 0.29 mg/mg.

Hareketli fazdaki ACN/su oraninin kolonun ayirma performansina etkisi ise sekil
4.60’daki grafikten incelenebilir. Buna gore artan ACN derigimi ile kademe yuksekligi

azalmakta dolayisiyla kolonun ayirma performansi artmaktadir.
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Sekil 4.60. Cok halkali aromatik bilesiklerin kromatografik ayriminda ODT bagl poli(POSS-MA)
monolit igin kademe yiksekliginin hareketli fazdaki ACN derigimi ile degisimi. ODT derigimi: 406.5
mg ODT/mL monomer. Monomer/gézenek yapici orani: 0.29 mg/mg.

Bir sonraki asamada en iyi hareketli faz ACN/su orani olarak segilen 85/15
varliginda akig hizi taramasi yapilmistir(Sekil 4.61). Ardindan pik ¢6zunurluk
degerleri hesaplanmistir (tablo 4.23). Buna gore 0.5-1.5 ulL/dak arahdindaki akis
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hizlarinda ayrimin basariyla gerceklestirildigi gorulmektedir. Ayrica pik ¢ozunurluk

degerleri de bu degerlendirmeyi dogrular niteliktedir.

Akis hizi (uL/dak)
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Sekil 4.61. Cok halkali aromatik bilesiklerin kromatografik ayriminda ODT bagli-poli(POSS-MA)
monolit igin farkli hareketli faz akis hizlari ile alinan kromatogramlar. ODT derigimi: 406.5 mg
ODT/mL monomer. Monomer/gbézenek yapici orani: 0.29 mg/mg. Kolon: 300 mm x 100 OUm i¢ ¢ap.
Hareketli faz ACN/Su orani 85/15 mL/mL, Hareketli fazz. ACN+Su + % 0.05 AAc, Akis hizlari
kromatogramlar tzerinde gosteriimektedir. UV dedektdr, 214 nm, Kolondan ¢ikis sirasi, Kolondan

cikis sirasi: 1. tiyolre, 2. toluen, 3. naftalin, 4. floren, 5. fenantren, 6. florenten, 7. piren.

Tablo 4.23. Cok halkali aromatik bilesiklerin kromatografik ayriminda ODT bagh poli(POSS-MA)

monolit igin pik ¢6zUnarlagunun akis hizi ile degisimi.

?:Ii? dI;LZ)I Ra1 Ra2 Ras Rs4 Res R7s
0.1 5.73 2.82 3.43 2.72 3.17 2.29
0.25 5.69 2.77 3.32 2.61 2.95 2.00
0.5 5.37 2.72 3.21 2.33 2.90 1.71
0.75 4.65 2.32 3.03 2.20 2.65 1.65

1 4.54 2.03 2.56 2.15 2.47 1.61

Hareketli faz akis hizina karsihk kademe ylksekligi grafigine (sekil 4.62)
bakildiginda, artan akis hizinda kademe yuksekliginin arttigi gorulmektedir. Bu
grafikte fenol ve alkilbenzenlerin ayirimi igin ¢izilen benzerlerine kiyasla daha

yuksek kademe yuksekligi degerleri elde edilmistir. Bu durum apolar formdaki
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ODT’nin, apolar formdaki PAH homologlari ile diger analitlere kiyasla daha fazla

etkilesiminden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.62. Cok halkali aromatik bilesiklerin kromatografik ayriminda ODT bagli poli(POSS-MA)
monolitinin kademe ylksekliginin dogrusal akis hizi ile degisimi. ODT derigimi: 406.5 mg ODT/mL

monomer. Monomer/gézenek yapici orani: 0.29 mg/mg.

Cok halkali aromatik hidrokarbonlarin ayirirminda alikonma faktdrine karsilik,
kademe yuksekligi degerlerinin verildigi sekil 4.63’deki grafige bakildiginda,
alikonma faktértnin artigi ile, kademe yuksekliginde 6nemli sayilabilecek bir artis

olmadigdi gorulmektedir.
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Sekil 4.63. Cok halkal aromatik bilesiklerin kromatografik ayriminda, ODT bagli-poli(POSS-MA)
monolit i¢in kademe yuksekliginin alikonma faktort ile deg@isimi. ODT derisimi: 406.5 mg/mL
monomer. Monomer/gdézenek yapici orani: 0.29 mg/mg. Kolon: 300 mm x 100 um i¢ ¢ap. UV
dedektdr, 214 nm, Kolondan c¢ikis sirasi: 1. tiyolre, 2. toluen, 3. naftalin, 4. floren, 5. fenantren, 6.

florenten, 7. piren
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4.6. Fotopolimerizasyon ve Tiyol-En Katilmasi ile Sentezlenen Monolitler ile

Hidrofilik Etkilesim Kromatografisi Calismalari

4.6.1. MSA Bagh poli(POSS-MA) Monolitler ile Niikleositlerin Kromatografik
Ayrimi

MSA bagh poli(POSS-MA) kolonlarinin hidrofilik etkilesim kromatografisinde sabit
faz olarak kullanildigi galismalarda Ug farkl analit grubu (nikleositler, nukleotitler,
organik asit turevleri) ile gahgsilmigtir. Nukleosit karigiminin ayrilmasi i¢in yapilan

calismalarda ACN/amonyum asetat tampon ¢ozeltisi kullaniimigtir.

Ik olarak hareketli fazda tampon derisiminin kromatografik performansa etkisinin
Olcllmesi amaciyla sabit bir hareketli faz bilesiminde ve akis hizinda nikleositlerin
ayirimi yapilmistir. Bu amacla elde edilen kromatogramlar ile degisen tampon
derisiminin kolonun kademe ylksekligine etkisi sekil 4.64’te ve pik ¢ozinurlGgu
degerleri ise tablo 4.24’te verilmektedir. En dliguk kademe yuksekligi 100 mM
tampon c¢ozetisi ile elde edilmis ve deneylerde bu derisim degeriyle hazirlanan

hareketli fazlar kullaniimistir.
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Sekil 4.64. A) Nukleositlerin kromatografik ayriminda MSA bagli poli(POSS-MA) monoliti igin farkli
amonyum asetat tampon derigimleri ile alinan kromatogramlar. Cikis sirasi: 1. timidin, 2. uridin, 3.
inosin, 4. sitidin, 5. guanozin. B) Kademe yiuksekliginin amonyum asetat tampon derigimi ile degisimi.
Analit: timidin. Kromatografik kosullar: Kolon: 100 um i.¢. x 300 mm uzunluk, Hareketli faz: 90/10
mL/mL ACN/amonyum asetat tamponu, pH: 8.0, Akis hizi: 1 uL/dak, izleme: DAD, 254 nm.
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Tablo 4.24. Nuikleositlerin kromatografik ayriminda MSA bagh poli(POSS-MA) monoliti i¢in pik

¢6zunurliginin tampon derisimi ile degisimi.

o—y e R R
0 3.11 4.06 3.70 4.13

100 3.52 5.18 3.82 5.65

200 4.47 6.27 4.27 6.56

Sekil 4.65’te farkli pH degerlerine sahip hareketli fazlarla alinan kromatogramlar
verilmektedir. Kromatogramlar ve bu kromatogramlardan elde edilen pik ¢ézunarlik
degerleri (tablo 4.25) incelendiginde artan pH degerlerinde piklerin birbirinden
ayrildi§i fakat analiz slresinin uzadigi gorulmektedir. sekil 4.65’te pH’in artisinin
kademe yuksekliginde bir disuse yol agmasi sebebiyle, uygun pH degeri, 8 olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.65. (A) Nukleositlerin kromatografik ayriminda MSA bagl poli(POSS-MA) monolitinin farkli
hareketli faz pH degerleri ile alinan kromatogramlar, Cikis sirasi: 1. timidin, 2. uridin, 3. inosin, 4.
sitidin, 5. guanozin, (B) Kademe yuksekliginin hareketli faz pH degeri ile degisimi, Analit: timidin.
Kromatografik kosullar: Kolon: 100 um i.¢. x 300 mm uzunluk, Hareketli faz: pH 8, 90/10 mL/mL
ACN/amonyum asetat tamponu, Akis hizi: 1 uL/min, izleme: DAD, 254 nm.
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Tablo 4.25. Nuikleositlerin kromatografik ayriminda MSA bagh poli(POSS-MA) monoliti i¢in pik

¢6zunarliginun hareketli faz pH degeri ile degisimi

pH R21 R32 R43 R54
6 1.37 2.50 4.58 -

7 2.77 4.50 4.28 3.31
8 4.05 5.87 3.65 5.65

Nukleositlerin ayirimi igcin en uygun hareketli faz bilesiminin pH=8de ACN/100mM
amonyum asetat tamponu olarak segilmesinin ardindan farkh ACN/tampon
oranlarinda analizler tekrarlanmigtir. Bu analizler ile elde edilen kromatogramlar ve
pik ¢co6zunUrlGgu dederleri sirasiyla sekil 4.66A’da ve tablo 4.26’da verilmigtir. Buna
gbre artan ACN derisiminde piklerin birbirinden ayriimasi HILIC modunun
mekanizmasindan ileri gelen kolon davranisinin bir sonucudur. Bu ¢ikarimi sekil
4.66B’de birbirinden uzaklasan alikonma faktoru degerleri dogrulamaktadir. Artan
ACN derisimi iyi bir pik ¢oztnurligi saglamakta fakat analiz suresini uzatmaktadir.
Bu yuzden nUkleositlerin ayrimi icin en uygun ACN/100 mM amonyum asetat

tamponu orani 90/10 mL/mL olarak secilmistir.

ACN/tampon orani (mL/mL)
84/16 A 24 - o B
| - timidin
86/14 M [ =20 1 = oridin
- S 16 - inosin
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928 | | ¢ I 4
0 5 10 15 20 78 80 82 84 86 88 90 92 94 96 98
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Sekil 4.66. A) Nukleositlerin kromatografik ayriminda MSA bagh poli(POSS-MA) monoliti i¢in
ACN/100 mM amonyum asetat tamponu oranlari ile alinan kromatogramlar. Cikis sirasi: 1. timidin,
2. uridin, 3. inosin, 4. sitidin, 5. guanozin. (B) Alikonma faktoriiniin hareketli fazdaki ACN derigimi ile
degdisimi. Kromatografik kosullar: Kolon: 100 um i.¢. x 300 mm uzunluk, ACN/ 100 mM amonyum
asetat tampon orani: degisken, pH: 8.0, Akis hizi: 1 ulL/dak, izleme: DAD 254 nm.
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Tablo 4.26. Nukleositlerin kromatografik ayriminda MSA bagh poli(POSS-MA) monoliti i¢in pik

¢6zunurliginin ACN/amonyum asetat orani ile degisimi.

ACN/Tampon R R R

orani (v/v) 2 % 43
86/14 3.22 3.75 0.61
88/12 4.16 4.23 1.70
90/10 4.75 5.10 3.19
92/8 6.07 7.15 5.36
94/6 7.94 10.11 11.21
96/4 9.82 11.53 12.06

Bir sonraki asamada pH=8’de 90/10 mL/mL ACN/100mM amonyum asetat tamponu
oraninda akis hizi taramasi yapiimistir. Bu tarama ile elde edilen kromatogramlar
ve bu kromatogramlardan hesaplanan artan pik ¢ozunurligu degerleri sekil 4.67A
ve tablo 4.26’da verilmistir. Sonugcta akis hizinin artmasiyla analiz siresi kisalmakta
ve pik ¢ozunurlik degerleri azalmaktadir. Sekil 4.67B’de verilen akis hizina karsi
kademe yuUksekligi grafiginde artan akis hizinda analitlerin alikonma suresinin
azalmasi ve monolit-analit etkilesiminin daha kisa slirede gergeklesmesi sebebiyle

kademe yuksekliginin artmasi beklenilen bir durumdur.
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Sekil 4.67. A) Nikleositlerin kromatografik ayriminda MSA bagli poli(POSS-MA) monoliti igin dedisen
hareketli faz akis hizlari ile alinan kromatogramlar. Cikis sirasi: 1. timidin, 2. uridin, 3. inosin, 4.
sitidin, 5. guanozin. (B) Kademe yiksekliginin akis hizi ile degisimi. Kromatografik kosullar: Kolon:
100 um i.¢. x 300 mm uzunluk, ACN/100 mM amonyum asetat tamponu orani: 90/10 mL/mL, pH:
8.0, izleme: DAD 254 nm.

Tablo 4.27. Nuikleositlerin kromatografik ayriminda MSA bagh poli(POSS-MA) monoliti i¢in pik

¢6zUnurligindn hareketli faz akis hizi ile degisimi

Akis hizi R R R R

(uL/dak) 2 32 43 54
0.10 7.27 9.51 6.43 10.84
0.25 5.63 8.61 6.23 8.96
0.50 4.62 7.12 5.05 7.22
0.75 4.24 6.04 3.88 6.10
1.00 3.89 5.58 3.59 5.43
1.50 3.33 4.66 3.06 4.85
2.00 2.54 3.72 2.45 4.07

4.6.2. MSA Bagh poli(POSS-MA) Monolitler ile Niikleotitlerin Kromatografik
Ayrimi

MSA bagh hidrofilik 6zellikteki poli(POSS-MA) monolitler ile ikinci agamada nikleik
asitlerin temel yapitasi olan nikleotitlerin ayrimi ¢alismasi yapilmistir. Buna goére

ACN/100mM amonyum asetat tamponu ile pH 7’de hareketli fazdaki ACN
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derisiminin degistigi kromatogamlar (sekil 4.68A) ve pik ¢ozunurlugu degerleri (tablo
4.28) verilmigtir. Artan ACN derisimi ile alikonma faktorinun artigi sekil 4.68B’de
gOrulmektedir. Buna gére ACN derisiminin artmasi, piklerin birbirinden iyi bir bicimde
ayrilmasini saglamakta fakat birbirinden uzaklasan alikonma faktoér degerleri analiz
suresinin uzamasina neden olmaktadir. Bu iki durumdan yola c¢ikilarak en uygun

hareketli faz derigimi 90/10 mL ACN/100mM asetat tamponu olarak segilmigtir.

ACN/tampon orani (mL/mL
\ DR
[ m 5 4 timin
8812 .}L\_N\_ ':. = adenin
- S 4 sitozin
90/10 bl 5 - guanin
. LI N N § N B S © 3 A
T E
92/8 ] \ g2 -
1 2 <
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94/6 N
! T T T 1 O
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Zaman (dak) ACN derigimi (% mL/mL)

Sekil 4.68. A) Nikleotitlerin kromatografik ayriminda MSA bagh poli(POSS-MA) monoaliti igin farkh
ACN/100 mM amonyum asetat tamponu oranlari ile alinan kromatogramlar. Cikis sirasi: 1. timin, 2.
adenin, 3. sitozin, 4. guanin. (B) Alikonma faktérinin hareketli fazdaki ACN derisimi ile degisimi.
Kromatografik kosullar: Kolon: 100 pm i.¢. x 300 mm, ACN/100 mM amonyum asetat tamponu orant:

degdisken, pH: 7.0, Akis hizi: 1 pL/dak, izleme: DAD 254 nm.

Tablo 4.28. Nikleotitlerin kromatografik ayriminda MSA bagli poli(POSS-MA) monoliti i¢in pik

¢6zunurltgindn farkh ACN/100 mM amonyum asetat tamponu oranlari ile degisimi

Soramti R Ris
86/14 3.22 3.75 0.61
88/12 4.16 4.23 1.70
90/10 4.75 5.10 3.19
92/8 6.07 7.15 5.36
94/6 7.94 10.11 11.21
96/4 9.82 11.53 12.06
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90/10 mL ACN/100mM asetat tamponunun pH 7’ye getiriimesiyle hazirlanan
hareketli faz ile nukleotitlerin analit olarak kullanimiyla farkh akig hizlarinda kolon
performansi incelenmistir. Bu amagla elde edilen sekil 4.69A’daki kromatogramlar
ve bu kromatogramlardan elde edilen ve tablo 4.29'da verilen pik ¢6zUnUrlik
degerlerine bakildiginda, artan hareketli faz akis hizlarinda daha dusuk pik
¢Ozunurligu degerlerinin elde edildigi gorulmektedir. Bu durum sekil 4.69B’de
goéruldugu gibi kademe yuksekliginin akis hiziyla artisini agiklamaktadir. Yine ayni
grafikte farkh analitlerin kademe vyUksekligi degerlerinin birbirine yakin oldugu
gorulmektedir. Buda sentezlenen kolonun alikonma suresinden bagimsiz ayirma

performansina isaret etmektedir.

Akis hizi (uL/dak)
2.00 A B
- 10 1 .
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Sekil 4.69. A) Nukleotitlerin kromatografik ayriminda MSA bagli poli(POSS-MA) monoliti i¢in farkl
hareketli faz akis hizlari ile alinan kromatogramlar. Cikis sirasi: 1. timin, 2. adenin, 3. sitozin, 4.
guanin. (B) Kademe yiksekliginin akis hizi ile degisimi. Kromatografik kosullar: Kolon: 100 um i.¢. x
300 mm uzunluk, ACN/100 mM amonyum asetat tamponu orani: 90/10 mL/mL, pH: 7.0, izleme: DAD
254 nm.
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Tablo 4.29. Nukleotitlerin kromatografik ayriminda MSA bagh poli(POSS-MA) monoliti i¢in pik

¢6zunurligindn hareketli faz akis hizi ile degisimi

R R R

Akis hizi (uL/dak) 21 32 43
0.10 6.55 7.72 5.88
0.25 6.32 8.24 5.60
0.50 6.26 6.86 4.63
0.75 511 6.15 3.74
1.00 4.75 5.10 3.19
1,50 3.83 4.61 2.96
2.00 3.30 3.93 2.36

4.6.3. MSA Bagli poli(POSS-MA) Monolitler ile Organik Asitlerin Kromatografik
Ayrimi

MSA bagll poli(POSS-MA) monolitler ile organik asitlerin kromatografik ayirimi
calismalarinin hemen basinda tipki nukleosit ve nikleotit ayirimlarinda oldugu gibi
bir 6n ¢alisma yapilmis ve hareketli faz igin pH 7 ve ACN/100mM amonyum asetat
tamponu kullanimi secilmistir. Secilen bu sartlarda ACN oraninin degistiriimesiyle
elde edilen kromatogramlar ve bu kromatogramlardan elde edilen pik ¢ézunarlik
degerleri sirasiyla sekil 4.70A’da ve tablo 4.30’da verilmistir. Buna gore en uygun

ACN/asetat tamponu orani olaak 98/2 mL/mL segcilmistir.
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ACN/tampon orani (mL/mL) A 2.5 7 ¢ 4-iodobenzoik acid B
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Sekil 4.70. (A) Organik asitlerin kromatografik ayriminda MSA bagli poli(POSS-MA) monoliti igin
hareketli fazdaki farkli ACN derisimleri ile alinan kromatogramlar. (B) kademe yuksekliginin dogrusal
akis hizi ile degisimi. Cikis sirasi: 1. p-toluik asit, 2) benzoik asit, 3) 4-hidroksibenzoik asit, 4) 4-
klorobenzoik asit, 5) 4-iyodobenzoik asit. Kromatografik kosullar: Kolon: 100 pum i.¢. x 300 mm
uzunluk, Hareketli faz: ACN/ amonyum asetat tamponu, pH: 7.0, Akis hizi: 1 pL/dak, izleme: DAD
254 nm

Tablo 4.30. Organik asitlerin kromatografik ayriminda MSA bagli poli(POSS-MA) monoliti igin pik

¢6zunurliginin ACN/amonyum asetat orani ile degisimi.

ACN/tampon R R R R
21 32 43 54
orani
96/4 1.35 1.23 3.75 2.54
98/2 1.64 2.77 3.57 3.11
99/1 1.37 4.01 1.69 2.64

ACN/asetat tamponu orani olarak secilen 98/2 mL/mL ile yapilan akis taramasinda
(sekil 4.71A) artan akis hizinda beklenildigi gibi azalan pik ¢ozunurligu degerlerine
sahiptir (Tablo 4.31) Ayrica Sekil 4.71B’de kademe yuksekligi bu artistan ancak
sinirh bir bicimde etkilenmektedir. Bu da akis hizi dedisiminin kolonun performansi
uzerine olumsuz bir etki yaratmadigini ortaya koymaktadir. Dolayisiyla organik asit

analitlerinin ayrimi basariyla saglanabilmektedir.
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Sekil 4.71. A) Organik asitlerin kromatografik ayriminda MSA bagli poli(POSS-MA) monoliti igin farkh
hareketli faz akis hizlari ile elde edilen kromatogramlar. Cikis sirasi: 1. p-toluik asit, 2) benzoik asit,
3) 4-hidroksibenzoik asit, 4) 4-klorobenzoik asit, 5) 4-iyodobenzoik asit. (B) Kademe yuksekliginin
akis hizi ile degisimi. Kromatografik kosullar: Kolon: 100 pm i.¢. x 300 mm uzunluk ACN/100 mM

amonyum asetat tamponu orani: 98/2 v/v, pH: 8.0, izleme: DAD 214 nm.

Tablo 4.31. Organik asitlerin kromatografik ayriminda MSA bagli poli(POSS-MA) monoliti igin pik

¢6zUnurligindn hareketli faz akis hizi ile degisimi

ﬁ:ﬁ? dl;lkz)l Ry Ry Ry Res
0.10 3.77 5.51 6.33 5.62
0.25 2.15 411 4.77 4.16
0.50 1.97 3.59 4.23 3.62
0.75 1.78 3.19 3.67 3.51
1.00 1.64 2.77 3.57 3.11
1,50 1.50 2.26 2.82 2.29
2.00 1.14 2.03 2.57 2.24

MSA bagli poli(POSS-MA) monolitinin kullanilarak uygun hareketli faz 6zelliklerinde
nukleositlerin, nukleotitlerin ve organik asitlerin ayiriminda, s6z konusu kolonlarin
calismanin ana amaclarindan biri olan “alikonma suresinden bagimsiz kolon verimi”
Ozelligine sahip oldugunun desteklenmesi igin her bir analit grubu igin alikonma

faktoranun kademe yuksekligi ile degisimi sekil 4.72’de birarada degerlendirilmistir.
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Buna gore nikleotit ve organik asit grafiklerinde alikonma faktorunun artmasiyla
kademe yuksekliginin dnemli bir degisiklige ugramamasi allkonmadan bagimsiz
kolon performansina isaret etmektedir. NuUkleosit grafigi icin durum biraz farkh
olmakla birlikte 2.1 mm/s dogrusal akis hizi degerine kadar bu 6zellik gegerlidir. Bu
yuzden nano-Ic ile yapilan tim analizlerde 2.0 mm/s azami akig hizi olarak

belirlenmistir.

A 100 - U(mm/s) B 100

C 100 - *+ 43
_ 80 A
£ 60 -
&
3 40 -
=1
>
1] .
g 20
[ a=ezzaz
$ -
x : 0 T T T L]
Alikonma faktorii (k) 0 0.5 1 1.5 2

Sekil 4.72. MSA bagli poli(POSS-MA) monoliti ile hidrofilik etkilesim kromatografisi modunda farkl
hirofilik molekullerin izokratik ayriminda kademe ylUksekliginin alikonma faktoru ile degisimi. Analit
gruplari: (A) Nukleosidler, ACN/100 mM amonyum asetat tamponu: 90/10 v/v, pH 8.0, (B)
Nukleotidler, ACN/100 mM amonyum asetat tamponu: 90/10 v/v, pH 7.0, (C) Organik asitler,
ACN/100 mM amonyum asetat tamponu: 98/2 v/v, pH 7.0.

4.6.4. GT Bagh poli(POSS-MA) Monolitler ile Niikleositlerin Kromatografik
Ayrimi

Hidrofilik etkilesim kromatografisi modunda glutatyonun (GT) ligand olarak
kullanildigi monolitik kolonlarda kromatografik analiz ¢alismalari yapilmigtir.
Fotopolimerizasyon ile monolitik yapinin olusturuldugu ve tiyol-en katilmasiyla da
GT’nin yapiya baglandigi monolit ile nikleosit, nikleotit ve organik asitlerin ayrimi
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amaclanmistir. Yapilan On c¢alismalarda sadece nukleositlerin ayrilmasi igin

gerceklestirilen analizlerde saglikli kromatogramlar elde edilebilmigtir.

Bu durum, nikleositin diger analit gruplarina goére daha yuksek hidrofilik 6zellige
sahip olmasindan ileri gelmektedir. Yuksek hidrofilisite monoltik yapiyla olan yuksek
etkilesimin de kaynagini olusturmaktadir ki bu sayede uygun alikonma sureleri ile
yeterli pik ¢ozunuarligunde bir ayinm saglanmaktadir. NUkletotit ve organik astilerde
boylesi bir etkilesimin yeterince olmadigi dugunulebilir. NUkleositlerin ayrimi igin
yapillan on c¢alismada, ortamin pH degisiminin analiz sonrasi elde edilen
kromatogramlar Uzerinde dikkat cekici duzeyde degisikik yaratmasi nedeniyle,
secilen sabit bir ACN/su orani (94/6 mL/mL) ile sabit bir hareketli faz akis hizinda
(1.0 pL/dak) pH taramasi yapilmigtir.

Sekil 4.73'teki bu tarama sonucunda elde edilen kromatogramlara bakildiginda
artan pH degerinde analiz sluresinde bir degisim olmadigi goérilmektedir. Fakat en
kisa surede belirgin bir ayrimin saglandigi gorulebilen pH=8 degeri bu agamada iyi
bir tercihtir. Sekil 4.74’te verilen kademe yuksekliginin pH ile degistigi grafige
bakildiginda dusuk kademe yuksekligine artan pH ile ulasildig1 goraimektedir.
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Sekil 4.73. Nukleositlerin kromatografik ayriminda GT bagl-poli(POSS-MA) monoliti i¢in hareketli
fazin pH degisimi ile alinan kromatogramlar. Glutatyon derisimi: 609.8 mg GT /mL monomer.
Monomer/gbézenek yapici orani derisimi (mg/mg): 0.12 Kolon: 300 mm x 100 pum i¢ ¢ap. Akis hizi
(uL/dak): 1.0, Hareketli faz: ACN+Su + % 0.05 AAc, Hareketli fazda ACN/su hacimsel orani (mL/mL):
94/6. pH degerleri kromatogramlar tizerinde gosterilmektedir, UV dedektdr, 254 nm, Kolondan ¢ikis

sirasi: 1. timidin, 2. uridin, 3. inosin, 4. sitozin, 5. guanozin.
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Sekil 4.74. Nukleositlerin kromatografik ayriminda GT bagh-poli(POSS-MA) monoliti i¢in kademe
yuksekliginin pH ile degisimi. Glutatyon derigimi: 609.8 mg GT /mL monomer. Monomer/gézenek
yapici orani derisimi (mg/mg): 0.12 Analit: timidin.

pH’In 8 oldudu hareketli faz ortaminda sabit akis hizinda farkli ACN/su oranlari ile
kromatogamlar (sekil 4.75) alinmis ve bu kromatogramlar yardimiyla piklerin
¢Ozunurluk deg@erleri hesaplanmigtir. (tablo 4.32) Artan ACN oraniyla piklerin

birbirinden daha iyi ayrildigi1 agikga gortulmektedir.
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Sekil 4.75. Nukleositlerin kromatografik ayriminda GT bagh-poli(POSS-MA) monoliti icin ACN
derigiminin degisimi ile alinan kromatogramlar. Glutatyon derisimi: 609.8 mg GT /mL monomer.
Monomer/gézenek yapici orani derisimi (mg/mg): 0.12 Kolon: 300 mm x 100 um i¢ ¢ap. Akis hizi
(uL/dak): 1.0, Hareketli faz: pH 8, ACN+Su + % 0.05 AAc, pH 8, ACN/su oranlari (mL/mL)
kromatogramlar uzerinde gosterilmektedir, UV dedektér, 254 nm, Kolondan ¢ikis sirasi: 1. timidin, 2.

uridin, 3. inosin, 4. sitozin, 5. guanozin.
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Tablo 4.32. Nukleositlerin kromatografik ayriminda GT bagli-poli(POSS-MA) monoliti i¢in pik

¢6zunurliginin ACN derigimi ile degisimi.

ACN/su (%v/v) R21 Rs2 Ras Rs4
86/14 0.86 1.00 0.80 0.53
88/12 1.42 1.50 1.67 1.16
90/10 2.02 2.34 2.46 2.37
92/8 2.25 2.46 2.55 2.40
94/6 3.61 3.90 4.22 4.38
96/4 6.18 6.81 7.73 9.42
98/2 10.00 11.62 12.38 16.50

sekil 4.76."da alikonma faktorinin de her bir analit i¢cin artan ACN derisimi ile
birbirinden uzaklastigi, dolayisiyla artan analiz sUreleri ile karsilasildigi da gézden
kagmamalidir. Sekil 4.77°deki grafikte artan ACN’nin, distik kademe ylUksekligine
isaret etmesine ragmen bu bilgi, ACN seciminde yuksek degerlere ¢ikilmasi analiz

suresini ¢ok uzatmaktadir. Bu yuzden uygun ACN/su orani olarak 94/6 mL/mL

secilmigtir.
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Sekil 4.76. Nikleositlerin kromatografik ayriminda GT bagli-poli(POSS-MA) monoliti i¢in alikonma
faktérinin ACN derisimi ile degisimi. Glutatyon derigsimi: 609.8 mg GT /mL monomer.

Monomer/gézenek yapici orani derisimi (mg/mg): 0.12
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Sekil 4.77. NUkleositlerin kromatografik ayriminda GT bagh-poli(POSS-MA) monoliti i¢in kademe
yuksekliginin ACN derisimi ile degisimi. Glutatyon derisimi: 609.8 mg GT /mL monomer.

Monomer/gézenek yapici orani derigimi (mg/mg): 0.12

ACN/su orani ve pH degerinin belirlenmesi ile bu hareketli faz iceriginde farkh akis
hizlarinda kromatogramlar (sekil 4.78) ve bu kromatogramlardan referans alinarak
pik ¢ozunurlik degerleri alinmistir (tablo 4.33). Buna gore artan akis hizlan ile
piklerin birbirine yaklasarak pik ¢6zinurligu degerlerini disurmesi makul bir
sonugtur. Sekil 4.79’da verilen akis hizina karsi kademe yuksekligi grafiginde de
artan akis hizinda analitlerin alikkonma silresinin azalmasi ve monolit-analit
etkilesiminin daha kisa sure boyunca gergceklesmesi sebebiyle kademe

yuksekliginin artmasi beklenilen bir durumdur.
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Sekil 4.78. Nikleositlerin kromatografik ayriminda GT baglh-poli(POSS-MA) monoaliti igin hareketli faz
akis hizinin degisimi ile alinan kromatogramlar. Glutatyon derisimi: 609.8 mg GT /mL monomer.
Monomer/gbézenek yapici orani derigsimi (mg/mg): 0.12 Kolon: 300 mm x 100 um i¢ ¢ap. Hareketli
faz: ACN+Su + % 0.05 AAc, Hareketli fazda ACN/su hacimsel orani (mL/mL): 94/6. Akis hizlari
(uL/dak) kromatogramlar tzerinde gosterilmektedir, UV dedektor, 254 nm, Kolondan ¢ikis sirasi: 1.

timidin, 2. uridin, 3. inosin, 4. sitozin, 5. guanozin

Tablo 4.33. Ndukleositlerin kromatografik ayriminda GT bagli-poli(POSS-MA) monoliti i¢in pik

¢6zUnurligunun akis hizi ile degisimi

Akis hizi (pL/dak) R21 Ra2 Ras Rs4
0.10 6.66 6.71 7.31 8.40
0.25 5.86 6.23 7.02 7.25
0.50 5.00 5.13 5.35 5.85
0.75 4.43 4.56 4.77 5.13
1.00 3.61 3.90 4.22 4.38
1.50 3.17 3.21 3.31 3.62
2.00 2.78 2.96 3.15 3.21
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Sekil 4.79. Nuikleositlerin kromatografik ayriminda GT bagli-poli(POSS-MA) monoliti icin kademe
yuksekliginin dogrusal akis hizi ile degisimi. Glutatyon derisimi: 609.8 mg GT /mL monomer.

Monomer/gbézenek yapici orani derisimi (mg/mg): 0.12

Sentezlenen tum kolonlar i¢in alikonma suresinden bagdimsiz kolon performansi
Ozelligine GT bagli monolitik kolon ile de ulasildigi sekil 4.80°de verilen grafikte de

acikca gorulebilmektedir.
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Sekil 4.80. Nikleositlerin kromatografik ayriminda GT bagli-poli(POSS-MA) monoliti icin kademe
yuksekliginin alikonma faktéru ile degisimi. Glutatyon derigimi: 609.8 mg GT /mL monomer.

Monomer/gbézenek yapici orani derisimi (mg/mg): 0.12.
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4.7. Fotopolimerizasyon ve Tiyol-En Katilmasi ile Sentezlenen POSS-MA Bazli
Monolitlerin Tekrarlanabilirlik Sonuglari

Bolim 2.5.5'te kromatografik ¢alismalarda sentezlenen sabit faz ile ayni analiz
kosullarinda, arka arkaya veya farkh ~zaman dilimlerinde alinmis
kromatogramlardaki degisim olarak ifade edilen tekrarlanabilirlik, kolonun ayni
sartlarda birden fazla kullanimi durumunda kolonun analit ayirma performansinin
ne Ol¢lde degistigi konusunda fikir sahibi olunmasini saglamaktadir. Bu ¢alismada
ODT, MSA ve GT'’nin varliginda sentezlenen monolitik kolonlar ile arkaya yapilan
10 adet analiz sonucunda elde edilen “analizden analize tekrarlanabilirlik” degerleri
ve 10 ardigik gunde yapilan birer analiz sonucunda elde edilen “ginden gune

tekrarlanabilirlik” degerleri hesaplanarak degerlendirilmistir.
4.7.1. ODT Bagh-Poli(POSS-MA) Monolit igin Tekrarlanabilirlik Sonuglari

ODT bagh poli(POSS-MA) monolitlerinin iki farkli tekrarlanabilirlik parametresini
(analizden analize ve glinden gline) ifade eden bagil standart sapma degerleri, sabit
hareketli faz kosullarinda alkilbenzenlerin ayrilmasi icin yapilan analizlerdeki
alikonma sureleri ile hesaplanmigtir. Bu deg@erler tablo 4.34’te gdsterilmistir. Buna
gore analizden analize tekrarlanabilirlik sonuglarinin timi %1’in altinda kalmistir ki
bu monolitin ¢ok iyi bir gunlik kullanim tekrarlanabilirligine sahip oldugunu
gOstermektedir. Glinden gune tekrarlanabilirik degerlerine de bakildiginda ise
hepsinin bélum 2.5.5'te ifade edildigi Uzere iyi tekrarlanabilirlik icin gerekli olan %
5'ten daha dusuk oldugu gorulmektedir. Bu sayede sentezlenen kolonlarin alikonma
suresinden bagimsiz kolon verimi 6zelliginin yaninda iyi tekarlanabilirlik 6zelligine

de sahip oldugu gorulmektedir.
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Tablo 4.34. Alkilbenzenlerin kromatografik ayriminda ODT bagli poli(POSS-MA) monoliti igin

“analizden analize” ve “guinden gune” tekrarlanabilirlik degerleri

Analizden analize Giinden giine

Analit tekrarlanabilirlik tekrarlanabilirlik
BSS(%) BSS (%)
Benzen 0.67 2.14
Toluen 0.83 3.23
Etilbenzen 0.85 3.29
Propilbenzen 0.89 3.33
Butilbenzen 0.92 3.85

4.7.2. MSA Bagli-Poli(POSS-MA) Monolit igin Tekrarlanabilirlik Sonuglari

MSA bagl poli(POSS-MA) monolit i¢in tablo 4.35te nukleositler igin verilen
tekrarlanabilirlik sonuglarina gére en yuksek hidrofilik 6zellige sahip ve en ylksek
allkonma suresine sahip guanozin harig, tim analitler igin analizden analize
tekrarlanabilirlik sonuglari %1 ve gunden glune tekrarlanabilirlik sonuglari da %2
degerinin altindadir. Genel olarak tekrarlanabilirlik igin % 5’in altinda bir degerin
uygun oldugu dusunuldugunde sozkonusu monolitin tekrarlanabilirlik agisindan

basaril bir kolon oldugu gorulmektedir.

Tablo 4.35. Nukleositlerin kromatografik ayriminda MSA bagh poli(POSS-MA) monoliti igin

“analizden analize” ve “giinden guine” tekrarlanabilirlik degerleri

Analizden analize Giinden giine

Analit tekrarlanabilirlik tekrarlanabilitlik
BSS(%) BSS (%)
Timidin 0.32 0.49
Uridin 0.54 0.68
inosin 0.88 1.24
Sitidin 0.99 1.68
Guanozin 1.62 2.63
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4.7.3. GT Bagh-Poli(POSS-MA) Monolit igin Tekrarlanabilirlik Sonuglari

Tablo 4.36’da verilen GT bagli poli(POSS-MA) igin nukleosit analit grubu ile alinan
tekrarlanabilirlik sonuglarina gére hem analizden analize, hem de gunden glne
tekrarlanabilirlik sonuglarinin %1’in altinda oldugu goérulebilmektedir. Bu da mevcut

kolonun iyi bir tekrarlanabilirlik 6zelligine sahip oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.36. Nukleositlerin kromatografik ayriminda GT bagli-poli(POSS-MA) monoliti i¢in “analizden

analize” ve “guinden gune” tekrarlanabilirlik degerleri

Analizden analize N e
Giinden giine

Analit tekrarlanz)l/noi)lirlik BSS tekrarlanabilirlik BSS (%)
Timidin 0.12 0.19
Uridin 0.17 0.23
inosin 0.29 0.38
Sitozin 0.26 0.35
Guanozin 0.15 0.21

146



5. SONUCLAR

Tez calismasi kapsaminda yapilan deneyler ve bu deneylerden elde edilen verilerin

Isiginda bir degerlendirme yapacak olunursa,

POSS-MA’nin ana monomer EDMA’'nin da c¢apraz bagl olarak kullanildigi
poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitleri  termal etki ile serbest radikal
polimerizasyonu metodu kullanilarak Ug¢ farkl grupta monolit sentezi
yapilmistir, ilk grupta mikrogdézenek yapici (n-PrOH) miktari degistiriimeden,
makrogdzenek yapici (1,4-BD) miktari degistirilmistir. ikinci grupta ise
gbzenek  yapict  sistem  hacmi  degistiriimeden  mikrogbzenek
yapici/mikrogdzenek yapici orani ile oynanmis, uglincu grupta ise polimerik
g6zenek yapici bilesenin (PEG 2000) etkisi incelenmistir.

Termal etki kullanilarak serbest radikal polimerizasyonu ile monolit yapisinin
olusturuldugu ODT bagli poli(POSS-MA-co EDMA) monolitler, ODT derigimi
ve monomer/gcapraz baglayici ajan oraninin degisimi ile sentezlenmistir.
Termal etki kullanilarak serbest radikal polimerizasyonu ile monolit yapisinin
olusturuldugu MSA bagli poli(POSS-MA-co-EDMA) monolitler, MSA’nin ¢
farkh derisiminde sentezlenmisgtir.

Termal etki ile sentezlenen hem hidrofobik 6zellikteki monolitler ile yapilan
ters faz kromatografisi calismalarinda, hem de hidrofilik 6zellikteki monolitler
yapilan ile hidrofilik etkilesim kromatografisi ¢alismalarinda kromatografik
ayirim igin istenilen morfolojik 6zelliklere ve ideal bir hareketli faz akis
rejimine ulasilamamigtir. Bu sonugclarin gézlemlenmesi, fotopolimerizasyon
ve tiyol-en baglanmasinin bir arada kullanildigi metodun kullaniimasina
gundeme getirmigtir.

Fotopolimerizasyon ve tiyol-en kimyasinin bir arada kullanildii sentez
yontemiyle dncelikle ODT bagh poli(POSS-MA) monolitlerin ODT derisimi,
monomer/gdézenek yapici orani, ve mikrogbzenek yapici/makrogézenek
yapici orani degistirilerek sentezlenmigtir.

18 karbon zincirine sahip bir alkantiyol olan ODT’nin yanisira 4 karbon
zincirine sahip BT ve 8 karbon zincirine sahip OT ligandlari varliginda
sentezlenen kolonlar ile hidrofobik ligandin sahip oldugu karbon zincir
uzunlugunun degisimi ile kolonun morfolojik ve kromatografik 6zelliklerindeki
degisim izlenmisgtir.
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Hidrofilik etkilesim kromatografisi modunda kullaniimak Uzere, hidrofilik
Ozellikteki monolitik kolonlar, tiyol gruplu MSA ve GT ligandlarinin varliginda
fotopolimerizasyon ve tiyol-en baglanmasinin bir arada kullanildigi yontemle
sentezlenmistir.

Tum monolitik kolonlar i¢in taramali elektron mikroskopu (SEM) goruntuleri,
akis hizlarina karsi kolonun uyguladigi geri basing degerleri, gozenek
dagilim egrileri, 6zgul yuzey alani degerleri ve gecirgenlik monolit morfolojisi
ve hareketli faz akis rejimi konusunda bilgi saglayan o6zellikler olarak
belirlenmistir.

Fotopolimerizasyon ve tiyol-en katilmasinin bir arada kullanildigi sentez
yontemiyle Uretilen hidrofobik 6zellikteki alifatik ligandlarin (BT,OT,0DT)
badli oldugu monolitler ile nano-sivi kromatografisi sistemi kullanilarak ters
faz kromatografisi modunda alkil benzenlerin kromatografik ayirimi
yapilmistir. Kromatogramlardan yola ¢ikilarak hesaplanan pik ¢ézunurlugu,
kademe yuksekligi, alikonma faktori gibi kolon performansi igin kritik
parametreler géz o6nlne alinarak mevcut ligand tlrleri icerisinde en iyi
kromatografik performansin ODT bagli poli(POSS-MA) monolit ile elde
edildigi ortaya konmustur.

En iyi sentez kosullarina sahip ODT bagli poli(POSS-MA) monolit ile ayrica
fenol tarevleri ile c¢ok halkali aromatik hidrokarbonlarin kromatografik
ayrimlari saglikli bir bigimde gergeklesmistir.

Fotopolimerizasyon ve tiyol-en katiimasinin bir arada kullanildii sentez
yontemiyle Uretilen hidrofilik 6zellikteki tiyol gruplu ligandlarin (MSA ve GT)
badli oldugu monolitler hidrofilik etkilesim kromatografisi modunda secilen
analitlerin ayirimi icin kullaniimigtir. MSA bagh poli(POSS-MA) monolit ile
nukleosit, nukleotit ve organik asit turevlerinin ayrimi s6z konusu iken, GT
bagh poli(POSS-MA) monolitinde yapilan 6n ¢alismalarda yalnizca
nakleositler ile tatmin edici bir ayrim elde edilmistir.

Hidrofobik ve hidrofilik 0Ozellikte kromatografik analizi yapilmig tum
organosilikon hibrid kolonlarin alikonma faktérinden bagimsiz kromatografik
perfromans goOsterdikleri ortaya konmustur. Polimerik monolitlerin disuk
capraz bag yogunluguna sahip mikrogdzenekli bolgelerden kaynaklanan
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dezavantaji, POSS’'un ¢ok uglu polimerlesebilir gruplarinin yiksek capraz
bagd yogunlugu saglamasi ile ortadan kaldiriimistir.

ODT, MSA ve GT varliginda sentezlenen ve iyi kromatografik ayirim
g6zlenen monolitik kolonlarin tekrarlanabililik degerlerleri degerlendirilmis,
¢ikan sonuglar, monoltik yapinin uzun sureli kullanim i¢in uygun oldugunu
gOstermigtir.

Sonu¢ olarak c¢alisma, nano-sivi kromatografisi sisteminde yuksek
kromatografik performansina sahip, mekanik ve kimyasal dayanimi yuksek,
uzun Omurli yeni bir sabit faz ailesinin geligtiriimis oldugu anlamina

gelmektedir.
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olusan toplam 150 sayfalik kismina iliskin, 03/07/2017 tarihinde sahsim/tez danismanim tarafindan Turnitin adh
intihal tespit programindan agagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna gore, tezimin
benzerlik orant % 1 ‘dir.

Uygulanan filtrelemeler:
1- Kaynakga haric¢
2- Alintilar haric/déit
3- 5 kelimeden daha az értiisme iceren metin kisimlari hari¢

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Cahgmasi Orjinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasi Uygulama
Esaslarr’ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari’'nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez ¢calismamin herhangi
bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.
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