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KAPILER ELEKTROFOREZ YONTEMI iLE PVI KAPLI KAPIiLERDE
INORGANIK ANYONLARIN HASSAS ANALIiZi: KEMOMETRIK
DENEYSEL TASARIM iLE METOD OPTIiMiZASYONU

OZET

Kapiler elektroforez (CE) hizi, yiiksek ¢oziintirliigii, yiiksek verimliligi, otomasyon,
diistik elektrolit ve ornek tiiketimi gibi 6zellikleri ile biiyiik biolojik molekiillerden
kiiciik inorganik iyonlara kadar birgok bilesigi ayirabilen giiclii bir analitik tekniktir.
Elektroosmotik akis (EOA) elektroforetik ayrimlarda biiylik onem tasimaktadir.
EOA’1n kontrolii ayrimlarin optimizasyonunda olduk¢a 6nemlidir.

Kii¢iik inorganik anyonlar EOA’tan daha hizli ve ters yonlii elektroforetik mobiliteye
sahiptiler ve bu durum asir1 gog siirelerine neden olur. Sonug¢ olarak bu anyonlar
normal moda (dedektor katot ucunda iken) dedekte edilemez. Anyon analizleri igin
daha iyi bir secenek olarak elektroosmatik akis genellikle bastirilir veya ters gevrilir.
Bu durumda daha hizli bir ayrim saglarken biitiin anyonlarin dedeksiyonu da
gerceklesir.

Bu calismanin ilk boliimiinde, bir kapiler kaplama islemi tanimlanmistir. Kaplama
malzemesi olarak polivinil imidazol (PVI) kullanilmistir. PVI ile kaplanmis
kapilerde EOA biiylikligii ve stabilitesi, farkli tampon ¢ozeltileri, tampon
konsantrasyonlar1 ve pH’larda, iyonik siddet ve organik c¢oziicii eklemeleri gibi
sartlar altinda incelenmistir. Gelistirilen kaplama islemi daha sonra inorganik
anyonlarin analizinde uygulanmustir.

Diisiik duyarlilik ve dedeksiyon limitleri eser miktardaki anlaitlerin CE’deki
analizlerinde ciddi sorunlar olusturmaktadir. Bu sebeple, duyarlilik arttirmak icin
ornek sikistirma yontemleri gelistirilmistir. Ornek sikistirma ydntemleri CE’de diisiik
dedeksiyon limitlerinin agilmasinda olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir.

Calismanin ikinci boliimiinde ise ¢esitli inorganik anyonlarin ayrimi ve tayini i¢in
ornek sikistirma metodu gelistirilmistir. Duyarlilik numunelerin elektrokinetik
enjeksiyonu ile gelistirilmistir. Calismada, CE kosullarinin optimizasyonu igin
kemometrik deneysel tasarim (fraksiyonel faktoriyel tasarim ve merkezi kompozit
dizayni) kullanilmistir. Fraksiyonel faktoriyel tasarim (FFD) deneysel faktorleri
taramak ve Onemli olan faktorleri belirlemek i¢in kullanilmistir. Ardindan merkezi
kompozit tasarim (CCD) 6nemli faktorler arasindaki iligskiyi hesaplamak ve optimum
omek sikistirma kosullarinin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Ornek sikistirma
yonteminin optimizasyonu ic¢in yanit fanksiyonu olarak pik yiikseklikleri
kullanilmistir. Optimum kosullar 20 mM Tris tamponu pH 7,5, 89 mM NaCl ve
enjeksiyon stiresi 2 dakika olarak bulunmustur.

Kalibrasyon egrileri ¢caligma aralig1 (50-300 ng / mL) i¢inde dogrusaldir. Dedeksiyon
limtleri (LOD) 5,42 ng/mL’ye kadar belirlenmistir.
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HIGH SENSITIVITY ANALYSIS OF INORGANIC ANIONS IN PVI
COATED CAPILLARY BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS WITH
SAMPLE STACKING: METHOD OPTIMIZATION USING
CHEMOMETRIC EXPERIMENTAL DESIGN

SUMMARY

Capillary electrophoresis (CE) is a powerful analytical technique capable of
separating compounds ranging from large biological molecules to small inorganic
ions due to its beneficial features including fast, high resolution, high efficiency,
automation, low electrolyte and sample consumption.

Capillary electrophoresis allows simultaneous separation of cations and anions by
utilizing a large EOF in a narrow diameter (50-75 pum id) capillary. In capillary
electrophoresis, fused-silica is most commonly used capillary material due to its
good thermal conductivity, ultraviolet (UV) transparency and uniform inner
diameter. The chemical properties of the capillary surface play an important role in
the separation process. The electroosmotic flow (EOF) alter with charge of capillary
wall. Above pH 2 the silanol groups dissociates; this results in a negative charge of
the capillary wall. The higher the pH, the stronger the EOF. EOF also plays a
important role in electrophoretic separations. Control of the EOF is of major
importance for the optimization of separations.

Small inorganic anions having high mobilities migrate faster than the EOF and in the
opposite direction, resulting in excessive migration times. As a consequence they
would not be detected in the normal mode (detector at cathode). A better alternative
for anion analyses by CE is to suppress or even reverse the direction of the
electroosmotic flow. This allows for more rapid separations and ensures that all
anions are detected.

To avoid these problems most approaches for controlling EOF focus on altering the
charge at the capillary surface. The charge of wall can be changed by modification of
capillary by coating. Modification of capillary is performed by modification of the
capillary wall by noncovalent and covalent bonding. Modification by noncovalent
bonding, such as physical adsorption, has shown some advantages including good
reproducible ability, homogeneous chemical derivatization reactions on the capillary
inner wall, as well as simplicity and speed of the coating process. Therefore,
investigation of good coating reagents and different coating procedures are of great
importance for applications in CE.

The first part of this study, we described a capillary coating process. Poly vinyl
imidazole (PV1) as coating material was be used. The magnitude and stability of
EOF in capillaries coated with PVI were investigated under different buffers, buffer
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concentration and pH, ionic strength and organic solvent additives. The developed
coating process was then applied to analysis of inorganic anions.

Due to the tertiary amine groups, PVI is a weak cationic polyelectrolyte and its
positive charge density depends on pH and also on the concentration and the
electrolyte type. The average pK for the protonation of the amino group is 5. The
chemical structure of PV1 is shown in Fig. 1.

—{CH,;- (-‘:H Yo

)

N
Fig. 1 The chemical structure of PVI

A very simple coating procedure was used by flushing with PVI solution for more
than 5 min and and the PVI solution left in the capillary for 10 min. Finally, the
capillary was rinsed with water for 5 min, then with running buffer for 5 min.

Conventional EOF mobility is mainly measured using a neutral marker: A small
amount of the marker is injected into the capillary and its migration time on voltage
application is measured. The magnitude of the EOF mobility is calculated according
to equation (1).

7R i i (1)

where pgor is the EOF mobility, Ly is the length of the capillary to the detector, L; is
the total capillary length, t is the migration time, and V is the applied voltage.

However, in the case of low mobilities this method is unsuitable (enormously high
run times, background electrolyte depletion, overheating, peak dispersion, etc.). A
more useful method for determination of low EOF mobility has been introduced by
Williams and Vigh [1]. This method based on the formation of three bands of a
neutral marker in set order in the capillary, and measurement of migration times: The
first zone of a marker is injected and forced by pressure for a certain time into the
capillary; then the second zone is injected and pushed to an equal extent. After that a
voltage is applied to move both zones by EOF. In the last step, the third zone of the
marker is injected and it acts as a reference for EOF mobility calculation (Eqg. 2).

|r |
—~ L

I € -2t,+t, >—9 I,
L tl + inj

_ 2

o - : @
Vv .(tmig rampup  __  rampdown )
2 2

where ty, tp, t3 are the migration times of zones 1, 2, and 3, tinj is the time of zone
injection, Lg is the length to the detector, L; is the total length of the capillary, V is
the applied voltage, tyig is the time of voltage application; and trampup aNd trampdown are
the times required for a linear change of voltage from 0 to V.
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Coating solution was obtained by dissolving 0.5 % in 0.1 M NaCl. It is expected
that the magnitude of EOF is dependent on the concentration of PVI in a coating
solution. The EOF decreased significantly with an increase in the concentration of
PVI. The mobility of the EOF was almost constant at a concentration exceeding
0.02%. The EOF mobility was suppressed to ~10-fold smaller than that in the bare
capillary. The result showed that PVI suppresses the EOF effectively by dynamic
coating.

The effect of pH on the EOF was investigated at different pH values in different
background electrolytes (acetate, citrate, phosphate and tris). No significant increase
in the EOF was observed in the pH range of 3.0-9.0.

Influence of different electrolytes (NaCl, NaNO3;, NaClO, and NaSQ,) in running
buffer was investigated. Any change of EOF with the increase of running buffer
concentration was not observed .

The PVI-coated capillary showed a long term stability up the 40 runs. Coating had
good tolerance to 0.1 M HCI, 0.1 M NaOH and some organic solvents. The run-to-
run and day-to-day RSDs were between 0.5- 1.02%. The PVI-coated capillary

The second part of this work, an on-line stacking CE method for detection of
inorganic anions was developed. The PVI-coated capillary was successfully applied
to analysis inorganic anions.

The poor sensitivity and detection limits in terms of concentration are among the
most serious drawbacks of CE methods for the analysis of trace analytes. In last
decade, significant advances have been accomplished for solving this weakness.
Thereby, stacking methods have been developed to fulfill the sensitivity
requirements. Stacking methods are very important in overcoming the poor detection
limits in capillary electrophoresis (CE). In this study, the separation and
determination of several inorganic anions by a stacking method was described. The
possibility of sensitivity enhancement by using electrokinetic injection of the sample
was also evaluated.

Chemometric experimental design (fractional factorial design and central composite
design) was used for optimisation of stacking conditions. Experimental design
methods were utilized to make the developing process more efficient and cost-
effective due to the many factors involved in the optimization of this analytical
method. Fractional factorial design (FFD) was used to screen the experimental
factors and for identifying the most significant factors. Then the central composite
design (CCD) is used to estimate the relationship between all factors and find the
optimal stacking conditions.

The response function used the peak heights for the optimization of the stacking
conditions. The optimum conditions were achieved using 89 mM NaCl at 20 mM
TRIS buffer pH 7.5, and injection time of 2 min. Under these conditions the analysis
time of inorganic anions is 6.5 min.

XXi



The repeatability for the inorganic anions with PVI-coated capillary was investigated
under the optimal conditions. The RSD values (n=7) for migration times of
inorganic anions was below 1 %.

The calibration curves were linear between 70-300 ng/mL of inorganic anions.

Correlation coefficients were all 0,980 or better. The limits of detection (LODs) were
7.81 nM for NO," and 5.42 nM NOs".
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1.GIRIS

Elektroforez, bir elektrik alandaki iyonlarin mobilitesine dayanan bir ayirma

teknigidir. Bir komponentin hiz1 (mobilitesi), bliylikliigline ve yiikiine baglidir.

Kapiler elektroforez (CE), yiiklii taneciklerin (iyonlar, koloidal tanecikler gibi)
elektrik alanda farkli hizlarda hareket etmelerinden yararlanilarak ayrilmasina
yarayan bir metottur. ilk kapiler elektroforez cihazi Tiselius tarafindan gelistirilmis

ve bu ¢alismanin karsiligi olarak da kendisine Nobel 6diilii verilmistir [2].

Elektroforez bir¢cok zor analitik ayirma problemlerine uygulanmaktadir; inorganik
anyon ve katyonlar, amino asitler, katesolaminler, ilaglar, vitaminler,
karbonhidratlar, peptitler, proteinler, niikleik asitler, niikleotidler, poliniikleotidler ve
cesitli baska tiirler [3].

Kapiler elektroforez diger ayirma yontemlerine gore bir¢ok iistiinliigii bulunan bir
tekniktir. Kapiler elektroforez, yiiksek ayirma etkinligi, yiiksek ayrimciligi, kisa
ayirma siiresi, otomasyon kolaylig1 ve diisiik ¢oziicli ve 6rnek gereksinimi ile, kiigiik
iyonlardan biiyiik biyolojik molekiillere kadar ayrim yetenegi olan gii¢lii analitik bir
yontemdir [4].

Elektroosmatik akis (EOA) ozellikle kapiler elektroforez (CE) ve elektroforetik
ayirmalarda 6nemli bir rol oynar. Kapiler zon elektroforez (CZE) dar bir kapilerde

biiyiilk EOA kullanarak katyon ve anyon ayn1 anda ayrilmasini saglar.

Kiiciik inorganik anyonlarin elektroforetik mobiliteleri, elektroosmotik akis ile ters
yonliidiir. Bu durum anyon analizlerinde asir1 uzun siirelere neden olur ve bu
anyonlar dedeksiyonun katodik ucta oldugu durumlarda dedekte edilemezler. Kapiler
elektroforez ile kiigiik anyonlarin analizi i¢in daha iyi bir secenek, kapiler duvarini
modifiye ederek, elektroosmotik akisi bastirmak veya ters ¢evirmektir. Bu durum

daha hizli bir ayirmaya olanak saglar ve boylece tiim kii¢iik anyonlar dedekte
edilebilir.



Anyonik tiirlerin analizinde elektroosmatik akisin yoniiniin ve hizinin kontrolii
gereklidir. Normal bir silika kapiler kullanildig1 zaman anyonlarin elektroforetik
gdc yonii EOA’n tersinededir. Inorganik anyonlar gibi biiyiik elektroforetik
mobiliteye sahip analitlerin elektroforetik mobilitesi EOF dan daha biiylik veya
hemen hemen alkali ¢ozeltidekine esdegerdir. Ters elektrik alan kullanilsa bile
ayrilmalar1 uzun siirer. Bu nedenle, EOF hiz1 anyonik tiirlerin analizi i¢in genellikle
bastirilir veya tersine g¢evrilir. Bunun icin asidik tampon veya kapiler duvarimin
dinamik veya kovalent baglanma ile kalic1 olarak kaplanmasi gibi ¢esitli yontemler
kullanilir. Katyonik ylizey aktif maddeler, katyonik veya notral polimerler, kaplama

malzemesi olarak, EOF bastirmak veya tersine ¢evirmek i¢in kullanilirlar [5-7].

Fiziksel olarak adsorbe olan kaplama malzemelerinden en c¢ok kulanilan notral
polimerler; polivinilprolidon [8] polivinil alkol [9] polietilen oksit [10] katyonik
polimerler ise; polydiallyldimethylammonium chloride (PDADMAC) [11] chitosan
[12] polyethyleneimine (PEI) [13] polibren [14] polyarginine (PA), [15] dir.

Bu calismanin birinci kisminda, kaplama malzemesi olarak PVI kullanililarak bir
kapiler kaplama islemi tanimlanmistir. PVI ile kaplanmis kapilerde EOA biiyiikligi
ve stabilitesi, farkli tamponlar, tampon konsantrasyonlar1 ve pH’larda, iyonik siddet
ve organik ¢oziicli eklemeleri gibi sartlar altinda incelenmistir. Gelistirilen kaplama
islemi daha sonra inorganik anyonlarin analizinde uygulanmistir.

Inorganik anyonlar ¢okga yaygin olmakla birlikte bu maddelerin, gevre, gida,
endiistriyel ve adli Ornekleri de iceren Ornek matrisleri i¢indeki seviyelerinin
Olciilmesi olduk¢a dnemlidir. Bu iyonlarin CE ydntemi ile analizi {izerine literatiirde

bir ¢ok ¢alisma bazi derleme makalelerde toplanmustir [16].

CE metodunda, ¢ok kullanilan spektrofotometrik dedeksiyondaki kapilerdeki kisa
optik pencere ve kiigiik enjeksiyon hacimleri, nedeniyle konsantrasyon duyarliligt
eser miktardaki ornekler icin yeteli degildir. CE’ de duyarlhiligi arttirmak amaciyla
kullanilan yontemlerden biri 6rnek sikistirma olarak adlandirilan yontemdir. CE’ de
bu amagla kullanilan ve farkli isimlerle anilan 6rnek sikistirma yontemleri mevcuttur
ve literatiirde bu caligmalar1 toplayan cesitli derleme makaleler mevcuttur [17].
Farkli 6rnek sikistirma yontemlerinin temeli, injekte edilen analit 6rnek bolgesi ile
ayirma tamponu arasinda konduktivite farki yaratmaktir. Ornek sikistirma yontemleri

CE’de diisiik dedeksiyon limitlerinin asilmasinda olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir.



Metot optimizasyonunda, kemometrik deneysel tasarim yontemlerinin kullanilmasi,
bir ¢cok degiskenin, ¢alismanin daha verimli ve diisiik maliyetli olmasin1 saglamak

amaciyla kullanilmaktadir [18-20].

Calismanin ikinci boliimiinde; PVI kapli kapilerde c¢esitli inorganik anyonlarin
ayrimi ve tayini i¢in Ornek sikistirma metodu kemometrik deneysel tasarim
(fraksiyonel faktoriyel tasarim ve merkezi kompozit dizayni) kullanilarak optimize

edilmistir.






2. KAPILER ELEKTROFOREZ

Elektroforez, dogru akimin uygulandigi bir tampon c¢ozeltide yiikli taneciklerin
diferansiyel go¢ hizlarina dayanan bir ayirma yontemidir. Elektroforetik ayirma
oldukca farkli iki formatta gergeklestirilir: birincisi tabaka (slab) elektroforez ve
ikincisi kapiler elektroforez. Birincisi klasik olup, yillarca karmasik, yiiksek molekiil

agirlikli biyolojik ve biyokimyasal molekiillerin ayrilmasinda kullanilmistir.

Elektroforezin enstriimantal versiyonu olan kapiler elektroforez 1980’lerden bu yana
gelismekte olup, 6dnemli bir ayirma yontemi olarak kimyacilar ve hayat bilimcileri

tarafindan kullanilmaktadir [3].

HPLC ve gaz kromatografisinde ayirict glig, numune bilesenlerinin stasyoner faza
kars1 olan affiniteleri arasindaki fark ya da kaynama noktalan arasindaki farktir. Her
iki teknikte de en Onemli faktér numune bileseninin polaritesidir. Kapiler
elektroforezde ise ayirici giig, iyonlarin biiytikliigiine kars1 yiiklerin oranidir. Kolon
boyunca olan bir akis degil, elektrik alan ayirmay1 saglar. Elektroforezin kii¢lik capl
kapilerlerde yapilmasi, yiiksek elektrik alanlarinin kullanimina olanak saglar. Cilinkii
kiiclik ¢apli kapiler iiretilen 1s1y1 etkili bir sekilde dagitir. Elektrik alanin artmasi

etkin bir ayirma ve ayirma siiresinin kisalmasini saglar [2].

2.1 Elektroforetik Ayirma Prensibi

Bir iyonun saniyede cm olarak bir elektriksel alandaki go¢ hiz, alan siddeti E(Vem™)

ile elektroforetik hareketlilik, pe ( cm?Vistyin carpimina esittir. Yani,
v=1e. E (2.1)
v = Iyonun hiz1
ue= Elektroforetik mobilite
E = Elektrik Alan

Elektrik alan, uygulanan voltaj ve kapiler uzunlugunun bir fonksiyonudur (volt/cm).

Mobilite, verilen iyon ve ortama gore her bir iyon i¢in karakteristiktir [21].



Elektrik alan kuvetti asagidaki esitlikle verilebilir:
FE=q.E (2.2)
Siirtinme kuvveti ise;
Fs= 6.tm.r.v (2.3)
n = ¢Ozeltinin viskozitesi
r = iyon yari ¢api

Sabit elektrik alan uygulandiginda siirtiinme ve elektrik alan kuvveti esitlik (2.4)
deki gibi dengeye ulasir. Boylece yiiklii tanecikler sabit hizla hareket ederler.

Fe= Fs (24)

2.3’teki v yerine pe E yazilip, elektrik alan kuvveti ve siirtinme kuvveti esitlik

2.4°teki gibi esitlenir ve diizenlenirse asagidaki esitlik ortaya cikar:
He=q/ 6mnr (2.9)

Elektroforetik hareketlilik analitin iyon yiikii ile dogru, ve siirtinmeli geciktirme
katsayst ile ters orantilidir. Elektrik alan sadece iyonlar iizerinde etkilidir. Eger iki
farkli tiir hem farkli iyon yiikiine ve hem de tampondan gecerken fakli siirtiinme
kuvvetine sahipse, bu iki madde birbirinden ayrilabilir. Notral tiirler ayrilmazlar.
Analit iyonun siirtiinmeli geciktirme kuvveti, o iyonun boyutuna, sekline ve icinde

g0g¢ ettigi ortamin viskozitesine baglhdir.

Ayn1 boyuttaki iyonlar i¢in yiik ne kadar biiyiikse, yliriitiicii kuvvet ve go¢ hizi o
kadar biiyiik olur. Ayni yiikteki iyonlar i¢in ise, iyon kiigiildiik¢e siirtlinme kuvveti
kiiciiliir ve gd¢ hiz1 artar. Iyonun iyon/yiik oran1 bu iki etkiyi birlestirmektedir [3,21].

2.2 Elektroosmotik Akis

Elektoroosmotik akis ilk olarak 1800’lerin sonunda Helmholtz i¢inde sulu bir tuz
¢ozeltisi bulunan camdan yatay bir tlibe elektrik alan uygulamasi sonucu ortaya
ctkmistir. I¢ duvarin iyonik karakteri ve iyonlarin hareketi hakkinda meraklanan
Helmbholtz, tiibiin i¢ duvarinda silikanin negatif bir katman barindirdigini ve elektrik

alan altinda ¢6zeltinin katoda dogru hareket etmesini sagladigini ortaya ¢ikarmustir.



Bundan bir asir sonra, bu fenomen kapiler elektroforez analizlerinde temel rolii

oynamaktadir [22].

Elektroosmotik akisin sebebi, silika/cozelti ara yiizeyinde meydana gelen elektrik ¢ift
tabakasidir. pH 2’nin {izerinde silika kapilerinin i¢ ylizeyi, yiizeydeki silanol
grubunun iyonlagmasi (SiOH (k) <> SiO'y + H'@g) nedeniyle negatif yiikliidiir.
Tamponun katyonlari, ylik dengesini saglamak amaciyla elektriksel ¢ift silika
kapilerinin negatif yiizeyine bitisik olan tabakada birikir ve burada bir potansiyel
farki olustururlar. Bu potansiyel farki zeta potansiyeli olarak bilinir. Cift tabakanin
dis boliimiindeki katyonlar, katot veya negatif elektrot tarafindan ¢ekilirler katyonlar
solvatize olduklar1 i¢in ¢oziiciiyli de beraberinde siiriiklerler [3,21]. Sekil 2.1°de

elektroosmotik akisin olusumu gosterilmektedir.
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Sekil 2.1 : Elektroosmotik akis olusumu

EOA negatif elektrot dogrultusundadir. pH ne kadar ytiksek ise, daha ¢ok negatif yiik
kapiler duvarinda birikir ve daha ¢ok pozitif yiik de tampon sivida yer alir. Bu, daha
giiclii bir EOA meydana getirir [2].

EOA hiz1 olan u en basit haliyle Helmholtz esitligindeki gibi acgiklanabilir:
u=ec¢E(/47mn (2.6)
Reoa= € (/41N (2.7)

¢ = dielektrik sabiti

{ = zeta potansiyeli



2.6 esitliginde de goriildiigii gibi, EOA elektrolit viskozitesi ile ters orantili,
dielektrik sabiti, uygulanan elektrik alan ve zeta-potansiyeli ile dogru orantilidir.
Kuvars kapiler icin EOA, artan elektrolit konsantrasyonu, organik bilesenlerin
eklenmesi ile azalirken, pH degeri ile artan yiizey silanol gruplarinin iyonlagsma

derecesi ile de yiikselir [21,23].

Elektroosmoz, tiip i¢inde parabolik olmayan diiz kesitli bir yigin ¢dzelti akisina yol
acar. Halbuki, sivi kromatografide basincin etkisi ile olusan akis parabolik kesitlidir.
Akis profilinin diiz olmas1 nedeniyle, elektroosmotik akis sivi kromatografisinde
oldugu gibi bant genislemesine Onemli Olglide etki etmez [3]. Sekil 2.2°de

elektroosmotik akis ve parabolik akis ile bunlarin dedektor cevaplart goriillmektedir.

Elektroosmotik akis Parabolik akis

I
Ju

Sekil. 2.2 : a) Elektroosmotik akis dedektor cevabi

b) Parabolik akis dedektor cevabi
2.2.1 Analitlerin gecisi ve goc hizlar:

Elektroosmotik akis hizi elektrik alan kuvveti ile orantilidir ve esitlik 2.1 dekine
benzer sekilde asagidaki gibi verilir:
Vo= Leo.E (2.8)
V= Elektroomotik akis hiz1
Leo = Elektroosmotik mobilite
E = Elektriksel alan kuvveti

Elektroosmotik akis durumunda, bir iyonun hizi, onun -elektroforetik hizi ve

elektroosmotik akis hizinin toplamidir. Boylece;



Pozitif iyonlar igin : Vi = (Heot i ) .E
Negatif Iyonlari¢in = :  vi= (ueo~ i ) .E (2.9)
Notral Partikiiller icin :  vj = peo.E

olur [3].

Iyonik tiirlerin tiimiiyle iyonik halde ve sonsuz seyreltilikte sahip olduklari
biiyiikliige elektroforetik mobilite denir. Gergek kosullarda, bu deger etkin
elektroforetik mobilite (ue), olarak isimlendirilir. pe ortam pH' ma ve tampon

bilesimine baglidir.

Gorilinen mobilite, bir iyonun kapiler kolondaki gelis siiresini belirler ve tiirlerin
etkin elektroforetik mobiliteleri ile kapiler i¢indeki elektroosmatik mobilite hesaba

katilarak asagidaki esitlik ile hesaplanir [21,24,25].

Mg = Lo * He (2.10)

Analitlerin dedekte edilebilmeleri i¢in gegen siire yani gé¢ zamani ve diger deneysel
parametreler analitin gériinen mobilitesini hesaplamak i¢in kullanilabilir:

ug=L.I/tV (2.11)

V= uygulanan voltaj
t = g0¢ zamani
L = toplam kapiler uzunlugu
1 = kapiler etkin uzunlugu (dedektore kadar olan)

Etkin mobilite ise, EOA hizina esit olarak hareket eden bir notral marker ile EOA

hizinin hesaplanip esitlik 2.10°da yerine koyulmasiyla hesaplanabilir [21].

Elektroosmotik akis neredeyse tiim tiirlerin, yiiklerine bakilmaksizin, ayni yone
dogru goc¢ etmelerini saglar. Normal kosullar altinda ( negatif yiiklii kapiler yiizeyi)
akis anottan katota dogrudur. Elektroosmotik akisin biiytlikliigli, anyonlarinkinden
fazla oldugu durumlarda da anyonlar katota dogru hareket ederler. Boylece kayonlar,

notraller ve anyonlar ayn1 yone dogru gittiklerinde tek bir analizde birbirlerinden



ayrilabilirler. Sekil 2.3’te elektroosmotik akis varliginda analitlerin gegisi

goriilmektedir.

Enjeksiyon . Dedeksiyon

o T B a1 o o S O 0 O SR B R A

[N]
+ 00O FH O eoa -

ANOT |E_| KATOT
++++++++++++++++++ -+ A+

Sekil. 2.3 : Elektroosmotik akis varliginda analitlerin gegisi

Burada katyonlar, elektroosmotik akisla ayn1 yonde olduklarindan katyonlar katota
dogru en hizli hareket eden tiirlerdir. Notraller ise sadece EOA hizi ile hareket
ederler ve birbirlerinde ayrilmazlar. Anyonlarin hareketi ise anoda dogru olmasina
ragmen EOA hizi onlarin hareketinden biiyiik oldugu i¢in en yavas olarak katoda

dogru hareket ederler [21].

Elektoroosmozun sonucu olarak, tipik bir elektroforetik ayirmada kolondan, ilk 6nce
hizli katyonlar, takiben yavas katyonlar, sonra ndtral tanecikler, daha sonra da yavas
anyonlar ve nihayet hizli anyonlar ¢ikarlar[2]. Dedektor cevabr ise sekil 2.4 ‘teki gibi

olur:

Katyon
Anvyon
Notral
Dedektor
tepkisi

o Gelis siiresi

Sekil 2.4: Analitlerin gelis siralari
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2.2.2. Elektroosmotik akisi etkileyen faktorler

Elektroosmotik akisa sistemde yapilan birgok degisiklik etki edebilir. Cizelge 2.1°de
sistemde yapilan degisiklikler ve bu degisikliklerin EOA {izerindeki etkileri
belirtilmektedir.

Cizelge 2.1: EOA kontrol se¢enekleri[25]

Sistemde yapilan EOA iizerindeki Diger sonuclar
degigiklik etkisi
Tamponun pH degeri pH arttirildiginda Analitlerin yiikiinii
EOA da artar etkileyebilir
Yiiksek konsantrasyon
Tampon konsantrasyonu yiiksek akima neden olur.
Tampon azaltilirsa Diisiik konsantrasyon
konsantrasyonu EOA artar duvar adsorpsiyonuna
neden olur.
Sicaklik Viskoziteyi degistirir Seciciligi etkileyebilir.
Viskozite arttikca EOA
azalir
Organik ¢oziiciiler EOA ve tampon Ayirma sisteminde kompleks

viskozitesini degistirir

degisiklikler olabilir.

Tampon ilavesi olarak

Kapiler duvarina adsorbe

Anyonik yiizek aktif maddeler
EOA’1 arttirir.

yiizey aktif maddeler olqr, o Katyonik olanlar ise EOA’1
EOA’da keskin degisimler diisiriir veya
gbzlenir ters ¢evirir.
Notral hidrofobik Kapiler duvarina adsorbe Duvar adsorpsiyonunu azaltir.
polimerler olur

Kismen giiclii ¢ekim

Iyonik polimerler

Kapiler duvarina adsorbe
olur
Kismen giiglii gekim

Pozitif yiiklii polimerler ile akis
yon degistirir.

Kovalent kaplama

EOA etkilenir
Duvar adsorpsiyonu 6nlenir

Dayaniklik problemleri.

Isinsan elektrik alan

EOA da degisiklikler
gbzlenir

Sinirlt uygulama alani.
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2.2.2.1 Elektrik alanmi

EOA en basit sekilde, esitlik 2.6’dan da goriilecegi gibi elektrik alanin azaltilmasiyla
diistirtilebilir. Fakat bu etkinin, analiz siiresi, ¢oziiniirliik ve verimlilik iizerinde

dezavantajlari olabilir [21].
2.2.2.2 pH

pH 8’in iizerinde, kapsiz bir kapilerin i¢ ylizeyindeki silanol gruplarinin tamami
iyonlastigr icin EOA hizi pH’ bagli degildir. pH 4’{in altinda ise silanol gruplarinin
bir ¢cogu iyonlagsmadig1 i¢in pH’1n EOA hiz1 tizerinde etkisi yoktur. Bu nedenle EOA
hiz1 pH 4 ve 8 arasinda degisir. Ancak pH degerinin ayarlanmasi, ¢dziicii yiikiinii ve
mobilitesini de etkileyebilir. Kullanilacak ¢oziiciiniin pI’sin1 bilmek uygun tampon

sec¢imi i¢in olduk¢a 6nemlidir [21,22].
2.2.2.3 Iyonik siddet

EOA, tampon ¢0zeltisinin konsantrasyonu ve iyonik siddetinin ayarlanmasi ile de
degisebilir. Yiiksek tampon konsantrasyonlari, yiizeydeki etkili yiikleri azltugindan,
¢oziicii ile duvar arasinda Coulomb etkilesimlerini engelleyebilir. Bunun yaninda,
kapiler icideki Joule 1smnmasi, yiiksek konsantrasyonlu tampon kullanimin

siirlamaktadir [21].

2.2.2.4 Sicakhik

Sicakhigin arttirilmasi ile her 1 °C’de %2-3 oraninda viskozitenin azalmasina neden
olur ve bunun sonucunda EOA arttirir. Sicakliktaki degisimler segicilikte degisimlere

neden olabilmektedir.
2.2.2.5 Organik modifiye edici madde ilavesi

Organik c¢oziiciilerin de EOA hizina 6nemli 6lgiide etki ettikleri bilinmektedir.
Asetonitril, metanol, tetrahidrofuran (THF) ve isopropanol gibi ilaveler viskozite ve
zeta potansiyelinde degisiklige neden olurlar. Genellikle bu etki EOA hizim

yavaslatacak sekilde olur.
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2.2.2.6 Yiizey aktif madde ilavesi

Kapiler ylizeyinde adsorplanan ylizey aktif maddeler EOA’da keskin degisimler
meydana getirirler. Anyonik yiizey aktif maddeler EOF’1 arttirirken, katyonik yiizey
aktif maddeler EOA’1 azaltir veya EOA’mn yoniinii tamamen degistirebilir [26].

2.2.2.7 Kapiler kolonlarinin polimerik maddelerle kaplanmasi

Kapiler kolonunun i¢i polimerik bir madde ile (polietilenimin, polietilenglikol,
poliakrilamid vb.)kaplanmasiyla, kaplanan maddenin hidrofilik ve hidrofobik olma
durumuna gore elektroosmatik akis hizi yavaslayabilir, yok olabilir veya tersine

cevrilebilir.

Polimerik maddeler kapiler duvarina iki seilde baglanabilir. Kovalent baglama ve
dinamik baglama. Kovalent baglama kaplama maddesinin kapilerin yiizeyine direkt
baglanmas1 ve sonrasinda ¢apraz baglama yontemi uygulanmasi ile gergeklestirilir.
Kovalent olmayan baglama tiirlinde, kaplama, yiiklii veya hidrofilik karaktere sahip
bir polielektrolitin, kapiler duvarina kuvvetle adsorpsiyonu ile olusturulur. Bu

kaplama tiirli, kovalent kaplamadan daha hizl1 ve daha kolay bir yontemdir.

2.3 Ayirma Etkinligi

Kromatografide oldugu gibi, plaka yiiksekligi H ve teorik plaka sayist N, kapiler
elektroforezde de kullanilir. Ayirma etkinligi s1vi kromatografi de oldugu gibi teorik
plaka sayist ile ifade edilir.
N = (I/6)? (2.12)
N = teorik plaka sayis1
| = kapilerin etkin uzunlugu

¢ = pikin standard sapmasi

Burada plaka sayisi, elektroferogramdan yararlanilarak pik genisligi ve gog
zamanlari ile de hesaplanir. CE’de asimetrik pikler sik sik olusabildiginden, plaka
sayist esitlik 2.13’te oldugu gibi pikin yar1 yiiksekligi ve gd¢ zamani kullanarak
hesaplanmaktadir [3,26].

N=5,54.(t / W) (2.13)
t = gbg siiresi

Wy = yari yiikseklikteki pik genisligi
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2.4 Ayrimcilig1 Etkileyen Faktorler

2.4.1 Difiizyon

Ideal kosullar altinda (diger etkilerin yok sayildig1 sartlarda)pik genislemesindeki
onemli tek etken boyuna difiizyon olarak belirlenebilir. Radyal difiizyon ise
onemsenmemektedir. Benzer sekilde, kapileri anti-konvektif (1s1 iletimi olmayan)

0zelligi nedeniyle konvektif genisleme de yok sayilabilir. Sonug olarak:
6°=2D.t=2D1L/p V (2.14)
D = analitin difiizyon katsayisi

Esitlik 2.14, esitlik 2.12°ye yerlestirilirse temel plaka sayisinin elektroforetik

gosterimi ortaya ¢ikar:
N =pe VI/ 2DL = n EI/2D (2.15)

Esitlik 2.14, analizlerdeki yiiksek alan uygulamalari i¢in bir kanittir. Ciinkii, yiiksek
alan altinda ¢ozelti kapilerde daha az zaman gegirir ve diflize olmak i¢in daha az
stiresi olur. Buna ek olarak, esitlik protein ve DNA gibi diisiik difiizyon katsayist
olan biiyiik molekiillerin, kiiciik molekiillerden daha az dagilim gosterdigini
aciklamaktadir [21].

2.4.2 Joule 18151

Elektrik akimimin gegisi ile iiretilen 1stya Joule 1sis1 denir. Sicaklik artis1 iiretilen
giice (voltaj ve akim iriinii)baghdir ve tampon iletkenligi ile uygulanan voltaj ile
belirlenir. Gilig tretimi artmasi 6nemli Olgiide yiikselen sicakliklara neden olur.
Sicaklik degisimi, akis profilini etkileyen bir viskozite egimini ortaya ¢ikarir. Sonug
olarak, ¢ozelti alanlar1 yiiksek viskozite alanlarinda (kapiler duvari), diisiik viskozite
alanlarinda (kapiler merkezi)oldugundan daha yavas go¢ edecektir. Kapilerin duvari
ve merkezinde bu viskozite farki, go¢ farkliliklarina ve bu nedenle yiiksek band
genislemesine ve ¢Oziiniirliik kaybia yol agar. Termal etkilerden dolayr meydana

gelen etkinlik kaybi, kapiler capinin ve elektrik alan giiciiniin diisiiriilmesiyle azalir
[21,26].
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2.4.3 Enjeksiyon boyu

Enjeksiyon sirasinda 6rnegin en ince sekilde verilmesi onemlidir. Eger enjeksiyon,
difiizyon nedeniyle olusan dagilmadan daha uzunsa verimlilik ve c¢oziintirlik

diistirilmiis olur [21]. Genelde kapiler boyunun '21-2sine enjeksiyon yapilmaktadir.
2.4.4 Rezoliisyon

Ornek bilesenlerinin rezoliisyonu, ayirma galismalarinda nihai hedeftir [20]. iki pikin
birbirinden ayrilmasi yani rezoliisyon su esitlik ile formiile edilir;
R =2 (to-t1) / (w1 +wp) = (t-t1) /4 o (2.16)
t = gOg stiresi
w = siire olarak pikin taban genisligi

o = zamana ait standart sapma

2.4.5 Duvar adsorpsiyonu

Cozelti molekiillerinin kapiler yiizeyi tarafindan adsorpsiyonu pik bozulmalarina
neden olur. Belirli durumlarda, adsrobe edilen tiirlerin gogiinii engelleyen ters
adsorpsiyon meydana gelebilir. Kapiler yiizeyinin analit molekiillerini adsorbe etme
egilimi, 6zellikle proteinler gibi makromolekiiller i¢cin CE’de gerilim sorunlarina yol
acabilir. Silika kapiler ylizeyinin negatif ytliklii silanol gruplari nedeniyle 6zellikle
pozitif yliklii 6rnek molekiilleri adsorpsiyona egilimli olurlar [23,26].

2.4.6 Elektrodispersiyon

Cozelti iyonlari, tampon iyonlar1 ile ayn1 mobiliteye sahip olmadiginda, go¢ eden

¢ozelti onu ¢evreleyen tampon ile ayni elektriksel iltekenlige sahip olamaybilir [23].

Sekil 2.5’te de goriildiigii gibi, eger ¢ozelti iletkenligi tamponunkinden biiyiikse,
ornegin onde giden kismu difiize olur ve pik dnden kuyruklanir. Bunun tersine 6rnek
cozelti iletkenligi tampon iletkenliginden kiiciikse, 6rnegin 6nde giden bdlgesi
keskinlesir ve pik arkadan kuyuklanir. Eger iletkenlikler esitse pikte kuyruklanma
meydana gelmez [21].
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Sekil 2.5 : Elektrodispersiyon sonucu piklerde gozlenen degisimler

2.5 Kapiler Elektroforez Cihaz Bilesenleri

Kapiler elektroforez cihazinin sematik gosterimi Sekil 2.6’daki gibidir.
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20-100 em wmenlule)

AMNOT
Platin elektrot
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rviiksek voltaj kaynag

(0-30 KW)

Sekil 2.6 : Kapiler elektroforez cihazi sematik gosterimi

10-1000 um i¢ ¢apt ve 40-100 cm uzunlugunda, tamponla doldurulmus erimis silika

kapiler, i¢inde platin elektrotlar bulunan iki tampon haznesi arasina yerlestirilmistir.

Numune bir ugtan verilirken ayrilan maddeler diger ugta tayin edilir [3].

2.5.1. Kapiler kolon

Kapiler elektroforezde genellikle 50-100 um i¢ gapli, erimis SiO’ten olusan silika
kapiler kullanilir. Prensipte, cjam veya plastik kapiler de kullanilabilir, fakat bunlar
diisiik dalga boylu UV bolgeleri i¢in yeterince saydamlik saglamazlar. Kullanimdan
once, silika kapilerin polimid kapl yiizeyi, dedeksiyon noktasindan mekanik olarak

kaldirilmali veya yakilarak ¢ikarilmalidir. Bircok uygulamada iyilestirilmemis ve
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modifiye edilmemis kapiler kullanilmaktadir. Kapiler ve onun kondisyonu, CE

analizlerinin etkin ve verimli olabilmesi i¢in anahtar roliinii oynamaktadir.

Yeni kapileri bir analizde kullanmadan 6nce, kapiler 1 mM NaOH ile ardindan su ve
kullanilacak tampon ¢ozeltisi ile yikanmalidir [21,26]. Bu islem silanol gruplarinin

iyonlagmasi ve kapiler i¢ yiizeyinin dengeye gelmesi i¢in yapilmaktadir.
2.5.2. Enjeksiyon yontemleri

En yaygin numune verme yontemleri, elektrokinetik enjeksiyon ve basing

enjeksiyonudur [3].
2.5.2.1. Hidrodinamik enjeksiyon

Basing enjeksiyonunda, kapilerin numunenin verildigi ucu, numunenin i¢inde
bulundugu kiiciik bir kap icine gegici olarak konur ve basing farki numuneyi kapiler
icine enjekte eder. Basing farki, kapilerin dedektdér ucuna vakum, numune ucuna

basing uygulayarak veya, numune ucunun yiikseltilmesi ile meydana getirilir.
Kapiler kolona enjekte edilen 6rnek zonunun uzunlugu ve 6rnek hacmi sirastyla 2.17
ve 2.18 esitlikleri ile hesaplanir.
lenj = (3,5%10°) r2.P. ten; / L (2.17)
Henj = APmir* ten; / 8L (2.18)
I = 6rnek zonunun uzunlugu
3,5x10°= 25 °C’de su icin hesaplanmais bir sabit
r = kapilerin i¢ ¢ap1
P =Dbasing
tenj = enjeksiyon siiresi
L = kapilerin toplam uzunlugu
Henj = Enjekte edilen 6rnek hacmi
1 = tampon ¢ozeltisi viskozitesi[25]

Basing enjeksiyonunda, iyon yiikiinden dolayr hareketlilikte herhangi bir fark

meydana gelmez; fakat jelle doldurulmus kapilerde bu yontem kullanilamaz [3].
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2.5.2.2. Elektrokinetik enjeksiyon

Elektrokinetik enjeksiyonda, kapilerin bir ucu ve buna bagli elektrot tamponun
bulundugu boliimden ¢ikarilir, numunenin bulundugu kiicilik bir kap icerisine konur.
Belirli bir silire potansiyel uygulanir; boylece elektroosmotik akis ve iyonik gociin
etkisi ile kapiler i¢ine numunenin alinmasini saglamis olur. Daha sonra kapiler ve
elektrot tekrar oOnceki tampon ¢ozelti igine yerlestirilir ve ayrilma siiresince
potansiyel uygulanir. Bu enjeksiyon teknigi ile hizli hareket eden iyonlar, yavas

hareket eden iyonlara gére daha fazla oranda kapilere alinmaktadir [3].
lenj = (Mep THeo) Viti/ L (2.19)
W = (Lep +heo) T Viti C/ L (2.20)
Lep = molekiiliin eleftroforetik mobilitesi
Leo = Ornek c¢ozeltisinin elektroosmotik mobilitesi
V; = enjeksiyon voltaji
L = kolon uzunlugu
C = ornek konsantrasyonu
w = enjekte edilen 6rnek miktari

Esitlik 2.20°den de goriilebilecegi gibi elektrokinetik enjeksiyon boyunca sisteme
verilen 6rnek miktar1 enjeksiyon zamani ve enjeksiyon voltajinin ¢esitlendirilmesi ile

kontrol edilebilir [23].

2.5.2.3 Ornek sikistirma

Ormek sikistirma, tampon iletkenliginin enjekte edilen 6rnek konsantrasyonundan
fazla oldugu durumlarda gergeklesir. Analit bolgesindeki daralmanin nedeni, elektrik
alanin spesifik iletkenlik ile ters orantili olmasidir, 6rnegin diisiik iletkenlikte daha
yiiksek elektrik alan olmasi. Elektroforetik hiz yiiksek elektrik alanda artar ve

bdylece analit bolgesi daha da darlasir.

Ornek sikistirmada optimum kosul tampon ¢ozeltisinin yaklasik on kat seyreltik

¢Ozeltisinde hazirlanan 6rneklerdir.

Ornek en basit sekilde, saf su ¢ozeltisi halinde de enjekte edilebilir. Tampon ve sulu

ornek ¢ozeltileri arasindaki iletkenlik farki nedeniyle, ornek ilk o6nce Ornek ve
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tampon ¢ozeltileri arayliziindeki yiiksek elektrik alan altinda hizlanir, daha sonra ise
elektrik alanin daha diisiik oldugu tampon alanina girdiginde yavaslar ve 6rnek bolge

siniria yigilir. Bu metod sadece tuz icermeyen 6rnek ¢ozeltileri i¢in uygundur.

Ornek sikistirma olarak adlandirilan bu etki, hem hidrodinamik hem de

elektrokinetik enjeksiyonlarda verimliligi arttirmak i¢in kullanilabilir [23,26].
2.5.3 Elektrotlar

CE’de platin elektrotlar kullanilir. Elektrotlardaki reaksiyonlar suyun ayrisma

reaksiyonudur. Anotta ve katotta olusan reaksiyonlar sirasi ile asagidaki gibidir.

2H,0 > 4H* + 4¢°

2H,0 + 2e" > Hz(g) + 20H
2.5.4 Voltaj kaynagi

Voltaj -30kV ve +30kV arasinda degisebilir olmali ve ayarlanan deger g¢alisma
boyunca miimkiin oldugunca sabit kalmalidir. Voltaj arttiginda olusan elektrik alan
da artacagindan kapiler igerisindeki elektroosmotik akis hizlanacaktir. Bu yiizden
yiksek voltaj kaynagi kullanilir. Voltajin sabit olmasi gd¢ siiresinin

tekrarlanabilirligi a¢isindan 6nemlidir [26,27].
2.5.5 Dedektor

Dedektorler konsantrasyon degisikliklerinden dogan kimyasal sinyalleri elektrik
sinyallerine donstiiriirler. Kapiler elektroforezin bir¢ok tipinde ayrilan analitlerin
hepsi ortak bir noktadan gectigi i¢in dedektorlerin tasarimi ve fonksiyonlarin
HPLC’dekine benzer. Bununla birlikte, kapiler elektroforezde her bir iyon,
kendisinin elektroforetik hareketliligi 1ile belirlenen bir hizla gd¢tiigiinden
dedektorlerin davraniglarinda bir fark gozlenir. Analit bantlar1 dedektdrden farkli
hizlarla gegerler, bundan dolay1 pik alanlar1 kismen alikonma zamanlarina baglhidir
[3].

Kapiler elektroforezde kullanilan farkli 6zelliklerdeki dedektorler ¢izelge 2.2°de

verilmistir.
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Cizelge 2.2 : CE’de kullanilan dedektor tiirleri [21]

Dedeksiyon Tiirii LOD Degerleri (molL) Ozellikleri
UV-GB absorpsivon 107-10* Cok kapsamh uygulama alans
Diodarray dedektérler ile spektral dedeksiyon
Indirek UV 10*¢ 10" Aminler, sekerler, organik , inorganik iyonlara uygulama
Kromofor grup igeren bir bilesik ile tirevlendirilme
Floresans 10°-10* Aminoasitler, DNA, peptidler
Hassastr
Ornek tireviendirilmesi gerekebilir
Lazer indiiklenmis floresans ~ 107*-10"8 Pahalidir
ok hassastr
Ornek tireviendirimesi gerektirir
Amperometri 10510 Kolay indirgenehilen ve viikseltgenebilen maddelere uygulama
Hassastir
Ozel kapiler modifikasyom gerekli
Potansivometri 105107 Alkali ivonlarna uygulama
Kitle Spektrometrisi 105107 Protein. peptid. ilac uygulamalart
Hassastir
Yapi hakdanda bilgi saglar
Alev Fotometrisi 107 -107 Iyonik organik bilesiklere uygulama
Konduktivite dedektérleri 107-10°® Ozel kapiler modifikasyomu gerekli

CE’de genellikle analitler kapiler i¢indeyken dedekte edilirler. Fakat bazi nadir
durumlarda, 6rnegin kiitle spektrometri, amperometrik veya iletkenlik dedektdriinde,

dedksiyon kapiler disinda gergeklesir [26].

2.5.5.1 UV dedektor

UV-Goriintir  bolge adsorpsiyonu kapiler elerktroforezde en c¢ok kullanilan

dedeksiyon teknigidir [23].

Dedeksiyon hacmini nL veya daha az tutabilmek ic¢in dedeksiyon kolon {izerinde
yapilmalidir. Bunun i¢in kapilerin i¢ kismindaki poliimid koruyucu kaplamanin bir
kism1 yakma, ¢ozme veya kazima ile uzaklastirilir. Kapilerin bu kismi daha sonra
dedektor hiicresi olarak gorev yapar. Ne yazik ki, bu durumda 1s1n yolunun uzunlugu
50 ile 100 pm’den fazla olmaz ve bu da derisim cinsinden gozlenebilme sinirini
sinirlar. Bununla birlikte, hacmin ¢ok kiiclik olmasi nedeniyle kiitle gozlenebilme

siirlart HPLC’dekine esit veya ondan daha iyi olur [3].
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Yiiksek hassasiyet genellikle diisiik-UV dedeksiyon dalga boyu kullanimi ile
gerceklestirilebilir. Peptidler ve karbonhidratlar, 6rnegin, giiclii bir kromoforlar

olmamasina ragmen ama 200 nm veya altinda yeteri kadar tespit edilebilir [21].

2.6 Kapiler Elektroforez Cesitleri
Kapiler elektroforetik ayirma, mod ile isimlendirilen birkag¢ degisik sekilde yapilir.

2.6.1 Kapiler zon elektroforez (CZE)

Numune, tampon tarafindan ¢evrelenen dar bir zon (serit) halinde uygulanir. Elektrik
alan uygulandiginda, numune zonundaki her bir bilesen kendi mobilitelerine gore
go¢ ederler. Biitiin numune komponentleri saf materyale ait zonlar olugturmak iizere

ayrilirlar. Notral molekiiller ayrilamazlar.
2.6.2 Kapiler jel elektroforez (CGE)

Bu teknikte kapiller i¢ tarafinda bir jel matris materyal vardir. Farkli biiyiikliikte,
fakat ayni mobiliteye sahip bilesenler bu teknikle ayrilir. Daha biiylik olan
komponentler jel i¢inde yavas ilerleyecek ve kapiller i¢inden daha sonra gegecektir.

Ozellikle DNA ve protein ayirmalari i¢in sik kullanilan bir yontemdir [2].

2.6.3 Kapiler izotakoforez (CITP)

CITP'de ayirma, 6rnegin, mobilitesi farkli iki tampon arasinda sikistirilarak gociine

dayanir. Anyon ve katyonlar ayni anda ayrilamaz.

2.6.4 Kapiler izoelektrik odaklama (CIEF)

Klasik elektroforezden farkli olarak izoelektrik odaklama, analiz edilecek numunenin
bir pH gradientinde izoelektrik noktalarina gore ayrilmasi prensibine dayanir. Protein

ve amino asitler gibi amfiprotik tiirlerin ayrilmasinda kullanilir [3].

2.6.5 Kapiler elektrokromatografi (CEC)

Elektrokromatografi, kapiler elektroforez ve HPLC’nin iyi 6zelliklerini birlestiren
hibrit bir yontemdir. Ayirma kolonu, kromatografik dolgu materyali ile doludurulur.
CEC’de sivi silika duvart ve partikiil yiizeyiyleetkilesim icindedir. Sonug olarak,
elektroosmoz acik bir tlipteki gibi degisik yiizeylerde yiiklii partikiillerin varlig: ile

meydana gelir. Dolgusuz bir kapilerde akis daha diizgiinken, burada kanalin tortulu
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dogasi nedeniyle daha az mitkkemmeldir. HPLC ve CEC arasindaki tek fark, mobil
fazin stiriiklenmesi icin HPLC'deki gibi bir basing pompasi degil, bir yiiksek voltajin
kullanilmasidir [2,3,23].

2.6.6 Misel elektrokinetik kromatografi (MEKC)

MEKC’de ayirma mekanizmasi Ornegin, c¢ozelti ve misel fazlar1 arasinda

dagilmasidir. Bu teknin nétral molekiillerin de CE’de ayrilmasina olanak verir.

Misel ile yapilan kapiler elektroforezde, ¢alisilan tampon i¢ine kritik misel derisimini
asacak sekilde ylizey aktif madde ilave edilir. Giinlimiize kadar yapilan ¢alismalarin
cogunda ylizey aktif madde olarak sodyum dodesil siilfat (SDS) kullanilmistir. Bu tip
anyonik misellerin ylizeyi biiylik negatif yiike sahip olduklar1 i¢in pozitif elektroda
dogru hareket ederler. Boylece, bir deneyde tampon karigimi hizli hareket eden su
faz ile yavas hareket eden misel fazlarindan meydana gelir. Boyle bir sisteme
numune ilave edildiginde, numune bilesenleri sulu faz ve miselin i¢ kismi olan
hidrokarbon faz1 arasinda dagilirlar. Buradaki dagilma dengesi ¢oziinen maddenin
polaritesine baglidir. C6ziinenin polar olmasi durumunda sulu faz tercih edilirken,

polar olmayan maddeler ise hidrokarbon faz olan miseli tercih eder [3,23].
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3. DENEYSEL TASARIM VE OPTIiMiZASYON

Kemometri, miimkiin oldugu kadar az deney yapilarak cesitli yontemlerden elde
edilen kimyasal verilere istatiksel ve matematiksel tekniklerin uygulanmasi ile bu
verilerden daha fazla yararli bilgilerin elde edilmesine olanak taniyan bir disiplindir.
Kemometri yalnizca veri degerlendirmede degil, deney tasariminda da yol gosterici

olarak kullanilmaktadir [28].

Deneysel tasarimin amaci deney sayisini, maliyeti azaltmak ve zamandan tasarruf
saglamaktir [29]. Istatistiksel deneysel tasarim ydntemleri ile, deneysel ¢alismalarda
tim parametreler aynmi anda incelenebilir. Klasik yontemlerde Kkarsilasilan
problemler, istatistiksel deney tasarim yontemleri ile giderilebilir. Kemometrik
yontemlerin avantaji belli bir modele gerek duyulmamasidir. Model elde edildigi
zaman optimizasyonu, regresyon modelleri ile gergeklestirmek c¢ok kolaydir.
Modelde bir bagimli degisken (yanit)ve gesitli bagimsiz degiskenler (faktorler)vardir
[30,31].

CE duyarliligr artirmak icin kullanilan yontemlerden biri olan 6rnek sikigtirma
yontemindeki deneysel sartlarin optimizasyonu i¢in kullanilan bagimli degiskenler;
pik yiikseklikleridir. Bunu etkileyen bagimsiz degsikenler ise enjeksiyon voltaji,
basinci ve siiresi, tampon bilesimi, konsantrasyonu, pH’1 ve iyonik kuvveti, organik
¢oziicli gibi genis bir aralikta degisen ayirma sartlaridir. Optimum sartlar belirlemek
icin kullanilan klasik yontem, bir parametreyi degistirirken, diger parametreleri adim
adim sabit tutmaktir. Bu sartlar1 klasik yontemi kullanarak arastirmak cok fazla
deneysel islem gerektirir ve deneyler yorucu, biktirict ve zaman alicidir. Bu
yontemde bagka bir etkilesim goriildiigli zaman verilen herhangi bir degiskenin etkisi
diger degiskenlerin biiytlikliigline bagli oldugu i¢in tek degiskenli optimizasyon
uygun degildir [32].

Kemometrik deneysel tasarim teknikleri ile yukarida bahsedilen eksiklikler ortadan
kaldirilabilir. Deney sayist kemometrik yontemler ile oldukca azaltilabilir.

Kemometrik deneysel tasarim teknikleri, bir yontemin gelistirilmesinin baslangic
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asamalarin1 ve analiz verilerinden, ¢ok miktarda anlamli bilginin ¢ikarilmasini igerir.
Bunu az sayidaki matematiksel ¢aligma ile pek ¢ok parametrenin ard arda taranmasi

takip eder [28,32].

Optimizasyon iki nedenle yapilir. Birincisi deney sonucunu etkileyen faktorlerin
optimum degerlerini bulmak. Ikinci ise, her bir faktoriin sonuca etkisini gdsteren
matematiksel modelin olugturulmasidir. Optimizasyon tarama tasarimlari ile bulunan

onemli faktorlerin optimum degerlerinin belirlenmesi islemidir.

Deneysel tasarimin Onemi, tarama tasarimlari, optimizasyon, zaman tasarufu ve

modelleme olarak dort madde ile agiklanabilir [30].
3.1 Yamt Yiizey Metodu

Yanit yiizey yontemi (YYM), cesitli bagimsiz degiskenlerin bagimli degiskenin
degerini optimize etmek igin istatistiksel ve matematiksel tekniklerin bir arada
kullanildig1 bir yontemdir. YYM de bagimli degiskenler yanit ve bagimsiz
degiskenler faktor olarak degerlendirilir. YYM yanitin ¢ok sayida faktorden
etkilendigi  islemlerin  anlizinde, modellemesinde ve optimizasyonunda

kullanilmaktadir [33].

YYM da ilk olarak yaniti etkileyen Onemli faktorlerin belirlenmesi tarama
tasarimlan ile gerceklestirilir. Optimum noktaya ulagsmak icin merkezi kompozit
tasarim (CCD) ve Box Behnken (BBD) tasarimlari kullanilir. Bu tasarimlardan elde
edilen ikinci derecede model denklemlerden yanit yiizey grafikleri ve kontur
grafikleri elde edilir [33].

3.1.1 Tarama Tasarimlari

Full faktoriyel tasarnm (FFD), en basit ve en ¢ok kullanilan tarama
tasarimlarindandir. Yanita etki eden faktorlerin belirlenmesinde kullanilan iki
seviyeli bir tasarimidir. Full faktoriyel tasarimda her bir faktoriin ve etkilesimin
yanita etkileri incelenir. Tasarimda deney sayis1 N= 2X formiilii ile verilir. Burada 2
seviye sayisini, k faktor sayisin1 gosterir. Seviyeler disiik seviye -1 ve yiiksek seviye
+1 olarak kodlanir. Iki faktdr icin deney sayisi 2°=4, ti¢c faktor i¢in 8 dir. Dort faktor
i¢in deney sayis1 16” dir. iki seviyeli full faktoriyel tasarimda 7 faktér igin 128, 10
faktor icin 1024 deney yapilmasi gerekmektedir. Faktor sayis1 arttikca deney

24



sayisida ¢ok fazla arrtigi igin full faktoriyel tasarim pratik olmamaktadir. Bu

durumda deney sayisinin azaltilabilecegi fraksiyonel faktoriyel tasarim kullanilabilir.

Fraksiyonel faktoriyel tasarimda deney sayisi azaltilirken bazi faktorler arasi
etkilesimler incelenememektedir. Bu yontemde deney sayist 25 formiiliinden
hesaplanir. K faktor sayist p= 1,2,3,4 gibi tam sayilardir. 5 faktorlii bir tasarim igin
deney sayist N=2°" = 16 veya 2°?= 8§ olarak azaltilabilir. Faktor sayist 6,7,8 ise
fraksiyonel faktoriyel tasarim yapilir. Bu tasarimda her faktoriin etkisi, incelenir.
Deney sayis1 azalinca bazi ikili etkilesimler incelenemez. Faktor sayis1 6’dan biiyiik
oldugunda bir bagka tasarim olan Placket Burman tasarimi(PBD) kullanilir. Placket
Burman tasarimla her bir faktoriin sonug iizerine etkileri incelenirken, faktorler arasi

etkilesimler dikkate alinmamaktadir [34].
Tasarimi1 yapmak i¢in asagidaki adimlar takip edilir.
Birinici adimda, incelenen her bir faktor i¢in diisiik ve yiiksek seviyeler belirlenir.

Cizelge 3.1’ de bu ¢alismada incelenen faktorler ve seviyeleri goriilmektedir.

Cizelge 3.1: Calismada kullanilan faktorler ve seviyeleri

Kodlu degerlerin
Faktorler seviyeleri
-1 1
Xl (tinj) 0,5 2,5
X2 (Cnaci) 10 80
X3 (Vin) -5 -10
X4 (MeOH) | 10 50
Xs (pH) 5 7,5

Ikinci adimda, kodlanmus seviyelere gore tasarim tablosu olusturulur. Burada yiiksek

seviye (+1) ve diisiik seviye (-1) dir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2: Fraksiyonel faktoriyel tasarim tablosu

X1 X X3 Xa Xs Y

-1 -1 -1 -1 1 0,003387
1 -1 -1 -1 -1 0,0042
-1 1 -1 -1 -1 0,002859
1 1 -1 -1 1 0,000595
-1 -1 1 -1 -1 0,002489
1 -1 1 -1 1 0,001234
-1 1 1 -1 1 0,005546
1 1 1 -1 -1 0,010578
-1 -1 -1 1 -1 0,015816
1 -1 -1 1 1 0,027416
-1 1 -1 1 1 0,032747
1 1 -1 1 -1 0,046268
-1 -1 1 1 1 0,011652
1 -1 1 1 -1 0,014919
-1 1 1 1 -1 0,026684
1 1 1 1 1 0,044284

Ugiincii adimda kodlanmus degerler yerine, faktdrlerin gergek degerleri yerlestirilerek

deneysel calismalar gergeklestirilir (Cizelge 3.3) [30].

Cizelge 3.3: Faktorlerin gercek degerleri

De”Neg X; X, X X4 Xs
1 05 10 5 50 75
2 25 10 5 10| 5
3 05 80 5 10] s
4 25 80 5 50 75
5 05 10 10 10] s
6 25 10 -10 50 75
7 05 80 -10 50 75
8 25 80 -10 10| =5
9 05 10 5 10| 5

10 25 10 5 50 75
11 05 80 5 50 75
12 25 80 5 10 =5
13 05 10 -10 50 75
14 25 10 -10 10| 5
15 05 80 10 10 5
16 25 80 -10 50 75
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Iki seviyeli tasarimlar, her bir faktdriin etkilerini genel olarak inceleyen

yontemlerdir. Bu tasarimlar ile faktorlerin optimum kosullart bulunamamaktadir.

3.1.2 Merkezi kompozit tasarim

Optimum degerlerin bulunmasi i¢in merkezi kompozit tasarim (CCD) veya Box
Behnken tasarimi (BBD)kullanilir. Merkezi kompozit tasarim 3 ya da 5 seviyeli,
Box-Behnken tasarim da sadece 3 seviyeli yapilabilmektedir [34]. Bu tasarimlarla
parabolik terimler igeren ikinci dereceden modeller olusturulur. CE ayirmalarinda en
cok kullanilan deneysel tasarim yontemleri PBD, BBD, CCD, FFD tasarimlaridir
[31-36].

Merkezi kompozit tasarimda ti¢ tiir tasarim noktast bulunur. Bunlar; iki seviyeli full
faktoriyel ya da fraksiyonel faktoriyel noktalari, star (eksenel)noktalar ve merkezi

noktalardir. Merkezi kompozit tasarimda deney sayis1 agsagidaki formiille belirlenir.

Deney sayisi= 2+2k+1 (3.1)

2k faktoriyel noktalar: gosterir. Burada seviyeler (-1) ve (+1) olarak faktorlerin
minimum ve maksimum degerlerini gosterir. Iki faktoriin oldugu durumda, 4
faktoriyel tasarim noktas1 vardir. 2k star noktalar gdsterir ve seviyeler +a degerlerini

alir. a degeri = V2% formiilii ile hesaplanir. a, minimum ve maksimum degerlerin
disinda bir degerdir ve genellikle 1° den biiytiktiir. o’ nin degeri star noktalarin yerini
belirler. Bu noktalar modelin egriligini belirlemede kullanilir. Bu tasarim dairesel bir
simetriye sahiptir. 3.1 nolu formiildeki 1, merkezi noktalar1 gosterir. Merkezi
noktalar O seviyesindeki noktalardir. 0 ile gosterilen seviye, faktorler igin belirlenen
minimum ve maksimum degerlerin ortalamas1 alinarak bulunur. Merkezi noktalar,
deneysel hatalar1 tespit etmek i¢in 4-6 kez tekrarlanir.

Bu c¢alismada, optimizasyon i¢in merkezi kompozit tasarimi kullanilmistir. Bu
yontemde ilk adim, bagimli degisken (yanit) {izerinde etkisi oldugu diisiiniilen
bagimsiz degiskenleri (faktorleri) ve bunlarin seviyelerini belirlemektir. NaCl
konsantrasyonu ve enjeksiyon siiresi olarak iki faktor belirlendiginden, 2% full
faktoriyel tasarim kullanilmistir. Pik yiiksekligi, yanit (bagimli degisken, y)olarak

alinmistir.

Bu calismada tasarlanan deneyler ve faktorlerin kodlu ve gercek degerleri Cizelge

3.4’te gorlilmektedir.
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Cizelge 3.4: Optimizasyon deneyleri icin tasarlanan deney ve faktorlerin degerleri
(0=1.414,-0=-1.414)

Kodlanmis degerler Deneysel degerler
Deney no Xa(tin)dK | X2(Cnac)mM | X, Xo
1 -1 -1 0,5 25
2 -1 1 0,5 95
3 1 -1 2,2 25
4 1 1 2,2 95
5 -0 0 0,148 60
6 o 0 2,5 60
7 0 -0 1,35 10,5
8 0 o 1,35 109,5
9 0 0 1,35 60
10 0 0 1,35 60
11 0 0 1,35 60
12 0 0 1,35 60
13 0 0 1,35 60
3.3 Model Olusturma

Tarama tasarimi ve optimizasyon sonucu her bir faktoriin etkisi matematiksel
modelle ifade edilebilir. Boylece deneysel sonucun yaninda, hesapla, tahmini sonug
da bulunmus olur. Beklenen sonucun deneysel olarak gerceklestirilip

gerceklestirilemedigi kontrol edilir.

Istatiksel deneysel tasarimdan elde edilen veriler goklu lineer regresyon ydntemi
kullanilarak degerlendirilir. Yanitlar polinomiyel fonksiyonlar ile tanimlanir. Tarama

tasarimlari i¢in polinomiyel esitlik;

Merkezi kompozit tasarim igin ise;
y = by + XX bix; + XX byx? Bl bijxix; (3.3)
seklinde verilir. Burada y: yanit; x1,Xs...... xk faktorler; bj ... by regresyon modeli

ile belirlenen katsayilar. bjjxiX; faktorler arasindaki etkilesimi; bixi? ise modelin

egriligini tanimlar [28] .
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Hesaplamalar i¢in faktorler arasindaki etkilesimleri de i¢ine alan bir tasarim matrisi
olusturarak veriler analiz edilir ve yukaridaki matematiksel modellerden biri

olusturulur.

Bu calismada optimum degerler Minitab programi ile hesaplanmistir.
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4. DENEYSEL KISIM

4.1 Cihazlar

Analizler Prince Technologies (Emmen, Netherlands) kapiler elektroforez cihazinda,
Polymicro Technologies marka (Phoenix, AZ, USA) Kkapiler kolon ile
gerceklestirilmistir. Dedeksiyon icin Bischoff Lambda 1010 UV dedektori
kullanmilmistir. Veri eldesi DAx 8.0 Data Acquisition and Analysis programinda
yapilmistir.

Cozeltiler Elga Purelab Option-Q sistemi ile elde edilen saf su kullanilarak
hazirlanmistir. Tampon c¢ozeltilerinin pH’lar1 Thermo Scientific Orion Dual Star

marka pH metre ile ayarlanmstir.

Ornekler hem hidrodinamik hem de elektrokinetik olarak enjekte edilmislerdir.

Dedeksiyon, 25°C’de, UV dedektorde ile 210 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir.
4.2 Kullanilan Kimyasallar ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Anyon analizleri i¢in Br’, NO;, NO3, SCN™ ve BrO;™ kullanilmistir. Anyonlar Na
tuzlarindan hazirlanmistir. Tiim ¢ozeltiler saf su kullanilarak hazirlanmistir. H3PQOg,
CH3;COOH, TRIS, TRICENE, borat, MES tamponlar1 kullanilmistir. pH ayari
icin IM NaOH, 1M HCI ve 1M CH3COOH kullanilmistir. No6tral marker olarak

formamid kullanilmistir. Tiim maddeler Merck markadir.
4.3 PVI Sentezi

PVI tersiyer amin gruplar1 nedeniyle zayif bir katyonik polielektrolittir. PVI'nin
pozitif yiikili, pH’a, konsantrasyona ve elektrolit tipine baghdir. Ortalama pKa degeri
5°tir. Kimyasal yapis1 sekil 4.1°de goriildiigii gibidir. AIBN’nin baslatict olarak
kullanildig1 vinil imidazol (VI) monomerinin polimerizasyonu literatiirde agiklanan
metod ile gerceklestirilmistir [36]. Distile monomer-VI (15 g) 100 mL toluen iginde

¢oziilmiis ve 70 °C’de nitrojen atmosferi altinda 1.3 g baslatic1 ile 48 saat boyunca
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polimerize edilmistir. Polimer beyaz bir toz olarak ¢okmiistiir. Kat1 kisim siiziilerek
toplanmis ve oda sicakligindaki vakum altinda kurutulmustur. Polimer %85 verimle
elde edilmistir. PVI Mark-Houwink sabitleri a= 0.51 ve k=12.2x 10™* (dL/g) [37].
Polimerin My degeri 5.0x10* bulunmustur. Polimerizasyon, sekil 4.1°de gorildiigi
gibidir [38].

|
N AIBN ; N

{p { 7
7 W

Sekil 4.1 : PVI polimerizasyonu

CH,=CH L cH 2—c|;HJrn
N

Z

4.4 Kaplama Kosullar:

Kullanilan silika kapiler kolon 75 pm i¢ ¢apina, 70 cm toplam uzunluga ve 56 cm
etkin uzunluga sahiptir. Kapiler kolon ilk kullanimda 30 dakika 1M NaOH c¢ozeltisi
ile yikanmis ardindan kaplama islemi i¢in 5 dakika %0,5” lik PVI ¢ozeltisi ile
yikanmis ve 10 dakika bu ¢ozeltide bekletilmistir. Giin basinda ve sonunda 5 dakika
0,1 M HCI ¢ozeltisi, 5 dakika %0,01 PVI, 5 dakika su ve 5 dakika tampon ¢ozeltisi

ile; glin sonunda ise dakika 0,1 M HCI ¢ozeltisi ve 5 dakika su ile yikanmustir.
4.5 Elektroosmotik Akis Mobilitesinin Ol¢iimii ve Hesaplanmasi

Elektroforetik mobilite oOl¢limii icin farkli pH’larda farkli tampon c¢ozeltiler
kullanilmigtir. Cozeltilerin uygun pH degerlerine gelmesi i¢in 1M NaOH ve 1M HCI
¢ozeltileri kullanilmistir. Mobilite notral bir madde kullanilarak Sl¢iiliir. Genel olarak
EOA’nin biyiikligii 2.11 esitliginden hesaplanir. Fakat EOA ¢ok yavas oldugu
zaman bu esitlik kullanilamaz. EOA’mn yavas olmasi ¢ok uzun analiz siirelerine
neden olur. Bu durumda EOA 6l¢iimii Williams ve Vigh [1] tarafindan gelistirilen bir
metoda gore gerceklestirilir. Bu ¢calismada EOA 6l¢limiinde bu metod kullanilmastir.
Bu metod, kapilerde notral maddenin ardarda ii¢ bant olusturmasi temeline dayanir.
Bu calismada nétral madde olarak formamid kullanilmistir. Formamidin ilk bolgesi
0,02 dakika 60 mbar basingla injekte edilmis ve ardindan 0,02 dakika boyunca 60

mbar basing uygulanmustir. ikinci formamid bélgesi icin 60 mbar basingla 0,02
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dakika boyunca formamid enjekte edilmis ve 0,02 dakika 60 mbar basincin tekrar
uygulanmasmin ardindan 3 dakika -15 kV potansiyel uygulanmistir. Ucgiincii
formamid bolgesi i¢in tekrar 60 mbar basingla 0,02 dakika siireyle formamid injekte
edilmistir ve 60 mbar basing altinda elektroferogram gozlenmistir. Bu metodla

Olciilen EOA hiz1 asagidaki esitlik ile hesaplanmuistir.

3 2 1 Lt
tl 4+ _inj
- 2
u = : (4.)
\V; .(tmig rampup __ ~rampdown )
2 2

Burada;
Leo = elektroosmatik mobilite
t1, o, t3 = 1,2,3 bandin gd¢ zamanlari
Lg= kapilerin etkin uzunlugu
L= kapilerin toplam uzunlugu
tmig= uygulanan voltajin siiresi

trampup V€ trampdown= Uygulanan voltajin lineer degisim siireleridir.
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5. SONUCLAR
5.1 PVI Konsantrasyonunun Optimizasyonu ve Kaplama Islemi

EOA’m biiytikliigii beklenildigi gibi PVI ¢dzeltisinin konsantrasyonuna baglidir. Bu
nedenle ilk once kaplama c¢ozeltisinin konsantrasyonun etkisi incelenmistir. Sekil
5.1’de EOA’a PVI konsantrasyonunun etkisi goriilmektedir. Sekilden goriildiigii gibi
PVI konsantrasyonu artisi ile EOA azalmaktadir. Mobilite sabit kaldigi zaman
yeterli kaplamaya ulasilmigtir. Mobilite % 0,02 PVI konsantrasyonundan sonra
sabitlenmigtir. EOA mobilitesi normal kapilerdekinden ~10 kat kadar azalmistir.
Sonuglar PVI ile dinamik kaplamanin gergeklestigini gostermektedir. Kaplama siiresi
1-10 dakika arasinda incelenmistir ve kararli bir kaplam i¢in 5 dakikanin yeterli

oldugu belirlenmistir.

PVI molekiiliindeki azot kapiler duvarinin silanol gruplari ile etkilesim yapmaktadir.
Silanol gruplarinin negatif yiiklii ve PVI’nin azotun protonasyonu nedeniyle pozitif

yuklii olmasi nedeniyle, kapiler duvari ile PVI arasindaki etkilesimin elektrostatik

oldugu diisiiniilebilir.
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Sekil 5.1: Elektroosmatik akisa PVI konsantrasyonunun etkisi
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Kaplama islemi iki farkli sekilde hazirlanan PVI ¢ozeltileri ile gergeklestirilmistir.
Kaplama A da; kaplama ¢ozeltisi PVI suda ¢oziilerek hazirlanmigtir. Kaplama B de

ise; 0,1 M NaCl ¢ozeltisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.
5.2 EOA’a Tampon pH’min Etkisi

Bu iki farkli kaplama i¢in EOA ile tampon pH’1 arasindaki iliski pH 2-10 arasinda
incelenmistir. Bu pH araliginda HsPO,4, CH3COOH, TRIS, TRICENE, borat, MES
tampon ¢dzeltileri ile denemeler yapilmistir. Her iki kaplama icin farkli tamponlar
ile yapilan denemeler sonucunda sekil 5.2°dekine benzer sonuglar elde edilmistir.
Sekil 5.2°de iki dinamik kaplama tiiriine pH’in etkisi gortilmektedir. Sekilden de
goriildiigl gibi kaplama A pH’dan oldukga fazla etkilenmektedir. 7 nin altindaki pH
larda PVI molekiiliindeki azotun protonasyonu nedeniyle pozitif bir yiike sahiptir.
Bu da EOA’1n ters (katoddan anoda) ¢evrildigini gosterir. Yiiksek pH larda ise PVI
anyonik tiirleri bagladig1 i¢in ylikii negatif olmaktadir. Bu durumda EOA yoni
anottan katoda dogrudur. Kaplama B’nin pH 3-9 arasinda mobilitenin sabit kaldigi
goriilmektedir. Bu kaplamada mobilite de sadece diisiik ve yiliksek pH larda bir
degisim goriilmiistiir. Bu nedenle bu ¢alismada kaplama B kullanilmistir. Kaplama

B ile EOA 6nemli derecede basitirilmistir.
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Sekil 5.2: Elektroosmatik akigsa tampon pH nin etkisi
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5.3 EOA’a Cesitli Tuzlarin EtKisi

Caligma tamponuna farkli tuzlarin eklenmesinin mobiliteye etkisi Sekil 5.3’te

gorilmektedir. EOA’a farkli tuzlarin onemli bir etkisi olmadig1 goriilmektedir.

Cizelge 5.1°den goriildiigii gibi kaplamada en ¢ok bozulmaya NaOH neden olmustur.

1E-04
— 1-NaCl
o SE-05 2-NaClo,
> 3-KNO,
IS
L e TRIS tuz etkisi
ma 1E-18 _4%_\

Asetik Asit Tuz Etkisi
E—‘ 1 5 3 4 5 el Asetik Asit Tuz Etkisi
S -5E-05
=
-0,0001 pH

Sekil 5.3: Elektroosmatik akisa tuz etkisi

5.4 PVI Kaplamanin Kararhhgi ve Tekrarlanabilirligi

Kaplamanin dayanikliligi tampona organik ¢oziicii, asit, baz, ¢esitli tuzlar ve SDS

ilave edilerek test edilmistir. Sonuclar Cizelge 5.1°de verilmistir. Kapilerden 15

dakika siireyle ¢esitli ¢oziiciiler, sonra 2 dakika su ve 2 dakika tampon ¢ozelti

gecirilerek EOA belirlenmistir. Buradan kaplamanin bozumla orani belirlenmistir.

Cizelge 5.2°de

Cizelge 5.1: Farkli ¢oziiciilerle kaplamanin kararlilig

EOA; EOA, Bozulma
Cozic (10° ecm?Vv''s™) | (10°cm?V's™) | (%)
0,1 M HCl 3,83 3,77 1,6
0,1M NaOH 3,81 4,36 14
CH5OH 3,74 3,68 1,6
CH5CN 3,78 3,47 8

ise kaph kapilerin giin iginde ve giinler arasi yapilan Olglimlerle

hesaplanan tekrarlanabilirligi goriilmektedir.
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Cizelge 5.2: Kapl kapilerin tekrarlanabilirligi

Ortalama EOA; |RSD
(10°cm®V's™) | (%)
Gun ici (n=5) 3,65 0,85
Gunler arasi (n=5) |3,81 1,62

5.5 Deneysel Tasarim Kullamlarak Anyonlarin Ornek Sikistirma Yontemi ile

Optimizasyonu

5.5.1 Fraksiyonel faktoriyel tasarim ile etkili faktorlerin bulunmasi

Bo6lim 3.1.1°de agiklanan yontemle Cizelge 3.2°de verilen tasarim ¢izelgesi
kullanilarak faktorler ve aralarindaki etkilesimleri incelemek igin iki seviyeli
fraksiyonel faktoriyel tasarim kullanilmis ve bu amagla 16 deney gerceklestirilmistir.
Bu tarama tasarimu ile etkili faktorler belirlenmistir. Yanit olarak pik yiikseklikleri
alinmigtir. Faktorler icin tasarim matriksi, yiiksek ve diisiik seviye degerleri, yanitla
birlikte kodlu degerler Cizelge 3.3°de, deneysel dl¢limler sonucu yanit degerleri de
Cizelge 3.2°de verilmistir. Deneyler rasgele sira ile gergeklestirilmistir. Deneysel
tasarim analizleri Microsoft EXCEL ve MINITAB programi kullamlarak analiz

edilmistir.

Regresyon analizi ile faktorler icin bulunan katsayilar ve p degerleri Cizelge 5.3’te

verilmistir. Etkili faktorler p-degerlerinden belirlenebilir. Etkili faktorlerin
belirlenmesi i¢in p-degerinin anlamlilik diizeyinin 0,05 ten kiiciik olmas1 gerekir. p-
degeri 0,05 den kiigiik olan faktorler X, ve X, tiir. Bu durumda tarama tasarimi
sonuclarindan enjeksiyon siiresi ve NaCl konsantrasyonu etkili faktorler olarak

bulunmustur.

Cizelge 5.3 Model i¢in katsayilar ve faktorler igin p degerleri

SCN’ NO3

Katsayilar | P-degeri | Katsayilar | P-degeri
Kesisim | 0,015667 |1,28E-05|0,013807 |0,000116
X1 0,00302 |0,157742|0,004714 |0,064076
Xo* 0,005528 |0,018938|0,006567 |0,015856
X3 -0,00099 |0,62616 |-0,00131 |0,576733
Xa* 0,011806 |0,0001370,008154 |0,004848
Xs 0,00019 |0,925161|0,000431 |0,853016
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5.5.2 Yanit yiizey metodu ile optimizasyon

Optimum sartlarin bulunmasi i¢in pik yiiksekligini (yanit1) etkileyen faktorler olarak,
yukarida tarama tasariminda bulunan NaCl konsantrasyonu ve enjeksiyon siiresi
alinarak merkezi kompozit tasarim ile deneysel calismalar yapilmistir. Cizelge 5.4°te
faktorler ve gercek degerleri gosterilmektedir. Cizelge 5.5°te tasarlanan deneyler ve

yanitlar goriilmektedir. Deneyler rastgele sira ile gergeklestirilmistir.

Cizelge 5.4: MKT da kullanilan Faktorlerin seviyeleri ve gercek degerleri

Fakidrler Faktor seviyeleri
-0l -1 0 +1 +a
C nacl 10,5 25 60 95 109,5
tinj 0,148 0,5 1,35 2,2 2,55
Cizelge 5.5: Faktorlerin seviyeleri ve yanitlar
Deney No X1 X2 yl y2 y3 y4 y5
1 -1 -1 0,001586 | 0,00113 |0,005097 | 0,002003 | 0,000429
2 1 -1 0,002126 |0,001873|0,018087 | 0,002499 | 0,001284
3 -1 1 0,004642|0,001879|0,008262 | 0,009419 | 0,002617
4 1 1 0,010658 | 0,009527 | 0,033966 | 0,030196 | 0,006968
5 -1,414 0 0,000612 | 0,000764 |0,001172|0,001573|0,000529
6 1,414 0 0,004636 | 0,013224 | 0,036497 | 0,032012 | 0,005612
7 0 -1,414 |0,000197|0,001681|0,005477 | 0,000652 | 0,00000
8 0 1,414 10,0093390,014321|0,024056 | 0,024259 | 0,00516
9 0 0 0,004636 |0,0118190,020134 | 0,019503 | 0,003763
10 0 0 0,004488|0,011624 |0,020584 | 0,019401 | 0,003845
11 0 0 0,004708 | 0,010724|0,018846 | 0,015859 | 0,003298
12 0 0 0,004545|0,010579 | 0,01897 |0,015233|0,003901
13 0 0 0,015753|0,010797| 0,01881 |0,015753|0,002746

Deneysel veriler ¢oklu regresyon analizi uygulanarak analiz edilmistir. Yanitlar ve
faktorler arasindaki iligkileri belirlemek i¢in yanit yiizey metodu kulllanilmistir.
Tasarimda kullanilan enjeksiyon siiresi (X;) ve NaCl konsantrasyon (X;) degerleri
icin; X, Xz , X12, X22 ve X; X icin katsayilar hesaplanmistir. Bulunan regresyon
katsayilar1 kullanilarak ylizey merkezli tasarim i¢in ikinci dereceden model
denklemler sirasiyla Br, NO,  NOs; SCN" ve BrOs; igin asagidaki sekilde

tiiretilmistir:
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Degiskenler arasindaki iligkiyi gosteren regresyon denklemleri:

Y= 0,004583 + 0,002165 X; + 0,004332 X, -0,001430 X12 +0,000711 X22
+0,002735 X; X5

Y= 0,011107 + 0,004600 X; + 0,004643 X, -0,006064 X;> -0,005055 X,
+0,003450 X; X,

Y= 0,019457 + 0,015664 X; + 0,008006 X, -0,000852 X12 -0,004929 X22
+0,006352 X; X5

Y= 0,017144 + 0,011365 X; + 0,012100 X, -0,002158 X;? -0,0006495 X,
+0,010132 X; X,

Y= 0,003509 + 0,002190 X; + 0,002680 X, -0,000440 X;* -0,000931 Xy’
+0,001746 X1 X,

olarak bulunmustur.

Yanit yiizey yontemi ile elde edilen model denklemden pik yiikseklikleri
hesaplanmis ve deneysel veriler ile karsilagtirilmigtir. Nitrat i¢in hesaplanan

regresyon katsayilar1 6rnek olarak ¢izelge 5.6’da verilmistir.

Cizelge 5.6: Pik yiiksekligi i¢in tahmin edilen regresyon katsayilar: (Nitrat igin)

Katsayilar Katsayilar t P
Sabitler 0,019457 0,000856 22,723 0,000
X1 0,015664 0,000957 16,369 0,000
X 0,008006 0,000957 8,362 0,000
X1* X4 -0,000852 0,001451 -0,587 0,576
Xo* Xz -0,004929 0,001452 -3,395 0,012
X1* Xz 0,006352 0,001913 3,320 0,013

S = 0,001915 R-Sq = %98,1 R-Sq(adj) = %96,7

Coklu belirleme katsayis1 olan R? 0,895-0,981 arasinda bulunmustur. Bu katsayilar
pik yiiksekligindeki degisimin ne kadarinin faktorlerce agiklanacagini gosterir. Bu

matematiksel modellerin uygun oldugunu sdyleyebiliriz.

Cizelge 5.6’ya bakildiginda konsantraston ve enjeksiyon siiresi ile yanit(pik
yiiksekligi) arasinda pozitif dogrusal bir etki oldugu goriilmektedir(p<0,05). Bunun
anlami artan konstanrasyon ve enjeksiyon siiresi ile pik yiiksekliginin artacagidir. p
degerlerinin  kiicik olmasi katsaymin o6nem dercesinin fazla oldugunu
gostermektedir. Injeksiyon siiresi daha biiyiik etkiye sahiptir. Konsantrasyon ve

enjeksiyon siiresi arasindaki negatif kuadratik etkilesimin anlami ise, her iki
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parametre arttiginda pik yliksekliginin de artacagi, belli bir degerde maksimuma
ulasacagi ve parametreler daha yiiksek degerlere c¢iktiginda ise pik yiiksekliginin
azalacagl anlamma gelmektedir. Iki parametre arasindaki etkilesim de anlamlidir.

Fakat enjeksiyon siiresinin kuadratik etkilesimi anlamli degildir (p>0,05).

Sekil 5.4’te pik yiiksekligine etki eden NaCl konsantrasyonu ve enjeksiyon
stiresinin {i¢ boyutlu yanit yiizey grafigi goriilmektedir. Bu grafik iki faktoriin hem
birbirleri, hem de yanit iizerindeki etkilerini gostermektedir. Sekil 5.5’te ise kontur

grafigi goriilmektedir.

Sekil 5.4: Yiizey grafigi
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Sekil 5.5: Kontur grafigi
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Optimum noktalar, minitab programi ile NaCl konsantrasyonu; 89 mM ve
enjeksiyon siiresi; 2 dakika olarak bulunmustur. Bu kosullarda model Br’, NO,” NO3
SCN" ve BrOsz icin sirastyla 0,003792; 0,0046691; 0,0067317; 0,0077044 ve
0,0011134 pik yiiksekleri vermistir.

Sekil 5.6°daki elektroferogram metanol igermeyen Ornekler ve NaCl icermeyen
calisma tamponu ile gergeklestirilmistir. Sekil 5.7°deki elektroferogram optimum
sartlarda, yani metanol igeren Ornekler ve NaCl igeren tampon c¢ozelti ile elde

edilmistir.

Sekillerden goriildiigii gibi pik yiikseklikleri Sekil 5.7°de artmistir. Ornege eklenen
metanol ve tampona eklenen NaCl ile 6rnek ve tampon arasinda iletkenlik farki
yaratilarak yontemin hassasiyeti arrtirilmistir. Orneklere gesitli miktarlarda metanol
eklenerek denemeler yapilmistir. Metanol miktarin pik yiiksekligi {izerinde
herhangi bir etkisi goriilmemistir. Fakat tampona eklenen NaCl miktar1 pik
yiiksekliklerine etki etmektedir. NaCl ic¢in optimum konsantrasyon degeri

optimizasyon ¢alismalarindan belirlenmistir.

0,008 4
0,006 —

0,004 —

AU

0,002

0,000 —

Dakika

Sekil 5.6: Tampon: 20 mM TRIS (pH 7,5), enjeksiyon siiresi: 2 dakika,

enjeksiyon: -5 kV, 6rnek konsantrasyonlari 10* mM (1: Br, 2: NO;, 3:NOg,
4: SCN ve 5: BrO3)
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Sekil 5.7: Optimum kosullar Tampon: 89 mM NaCl + 20 mM TRIS (pH 7,5),
enjeksiyon siiresi: 2 dakika, enjeksiyon voltaji: -5 kV, ornek
konsantrasyonlart; 1: 10* mM NO, 2: 10* mM NOg’, 3: 10° mM Br,
4: 5x10° mM SCN’, 5: 10% mM BrOs + %50 metanol

5.6 Metod Validasyonu

5.6.1 Tekrarlanabilirlik degerleri

Tekrarlanabiliriligi hesaplayabilmek icin inorganik anyonlarin standarti ardarda yedi
kez injekte edilmistir. %RSD degerleri, pik alani i¢in 3,51-4,6 arasinda, gelis siiresi

i¢in ise 0,46-0,64 degerleri arasinda bulunmustur.

5.5.2 Dedeksiyon Limiti (LOD)

Metot i¢in LOD degeri, giiriiltiiniin {i¢ kat1 sinyal kabul edilerek hesaplanmistir. Br',
NO; NOj3 SCN" ve BrOs; i¢in sirastyla LOD degerleri 100 nM, 7,81 nM, 5,42 nM,
240 nM, 3,26 uM olarak tayin edilmistir.
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5.6.3 Kalibrasyon

Anyonlara ait kalibrasyon denklemleri ve regresyon degerleri Cizelge 5.7°de

gorilmektedir.
Cizelge 5.7: Kalibrasyon degerleri
Anyonlar Lineer regresyon denklemi R?
Br y = 0,0355x + 1,657x10™ R2=0,9799
NO, y = 0,0031x + 1,3698x10 R2=0,986
NO3 y =0,0031x + 2,4091x10™ R2=0,981
SCN’ y = 0,006x + 3,425x10™ R2=0,9849
BrOs y = 0,0067x + 1,2236x10™ R2=0,9954
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6. TARTISMA VE YORUM

Bu ¢alismanin birinci boliimiinde EOA’1in kontrolii i¢cin PVI kullanilarak basit bir
dinamik kaplama metodu gelistirilmistir. PVI ile kaplamanin olduk¢a hizh
gerceklestigi ve kararli oldugu tespit edilmistir. PVI kaplama ile EOA bastirilmistir.
EOA hizimin pH 3-9 araliginda degismedigi belirlenmistir. Kaplama farkli tampon

¢oOzeltiler ve tuzlardan etkilenmemistir.

Bu kaplama ile inorganik anyonlarin analizi i¢in kemometrik yontem kullanilarak
bir 6rnek sikistirma yontemi gelistirilmistir. Metodun optimizasyonu merkezi
kompozit tasarim kullanilarak sadece 13 deney yapilarak gerceklestirilmistir. Elde
edilen yanit ylizeyi ile pikler arasinda iyi bir rezoliisyon saglayan optimum
elektroforetik sartlar1 belirlenmistir. Optimum sartlar 89 mM NaCl + 20 mmM TRIS

(pH=7.5) ve 2 dakika enjeksiyon siiresi olarak bulunmustur.

Boylece inorganik anyonlarin optimum sartlarda 6,5 dakika gibi kisa bir stirede hizli
bir analizi saglanmistir. Gelistirilen Ornek sikistirma yontemi ile kiigiik

konsantrasyonlardaki 6rneklerin analizi gergeklestirilebilir.

PVI kaplama ayrica proteinlerin analizinde de kullanilabilir. Bunlardan baska susuz
CE, iletkenlik dedektorii ve CE-MS uygulamalar ile de kullanilabilir bir kaplama

olarak Onerilebilir.
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