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OZET

MOLEKULER BASKILAMA YONTEMI ILE CEC (KAPILER
ELEKTROKROMATOGRAFI) SISTEMINDE HIDROFOBIK
AMINO ASIT ENANTIYOMERLERININ AYRILMASI

Koray SARKAYA
Doktora, Kimya Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Handan YAVUZ ALAGOZ

Ocak 2018, 185 sayfa

Farkli biyolojik aktiviteler gosterebilmeleri sebebiyle enantiyomerlerin ayirimlari
kimya biliminde kromatografi arastirma konulari icerisinde 6nem tasimaktadir.
Amino asit enantiyomer ciftleri, gerek ticari agidan artan 6énemleri ve gerekse de
kolaylikla ulagilabilmeleri gibi etmenler dolayisiyla son yillardaki 6nemli arastirma
konularindan bir tanesi haline gelmistir. Aminoasitlerin yuksek ¢ozunarluklu
ayrimlarinin basariimasi, amino asit analizinde 6nemli bir uygulama noktasini
olusturmaktadir. Aminoasit enantiyomerlerinin bircogu, biyolojik olarak aktif
bilesiklerin sentezlenme surecinde baslangic maddesi olarak ya da farkli gorevler
kapsamli gerekli bilesikler olarak kullanilabilmektedir.

Kiral bilesiklerin ayrilmasi igin ¢esgitli yontemler bulunur. Tez kapsaminda bu
yontemlerden  elektroforez  tekniklerinden  bir tanesi olarak  Kapiler
Elektrokromatografi (CEC) yontemi kullaniimistir. CEC ydntemi, YUksek

Performansli  Sivi  Kromatografisi (HPLC)'nin ylksek seciciligi ve Kapiler



Elektroforez (CE)'in etkin ayrimliigi yonlerini temel almis ve bu iki yontemin
bileske teknolojisi olarak son yillardaki en verimli ydontemlerden bir tanesidir. Sahip
oldugu farkli hidrodinamik 6zellikler sebebiyle CEC sisteminde son dénemlerde
monolitik kolonlar, dolgulu kolonlara gére daha fazla tercih edilmektedir. Monolitik
kolonlarin gruplarindan olan polimer kolonlar ¢esitli organik monomerler ile
hazirlanabilmektedir. Molekuler baskilanmis polimerler (MIP), molekuler tanimaya
elverisli  malzemeler olarak pratik olarak uygun sartlarda kolayca
hazirlanabilmektedir. Ayrica bu polimerlerin sahip oldugu mekaniksel ozellikler,
Islya ve basinca karsi saglam direnglilik, fiziksel saglamliklari, asidik, bazik, metal
iyonlari ve organik ¢ozuculer gibi ortamlardaki yuksek kararliliklar sebebiyle birkag

yil boyunca performansinda degdisim gézlenmeksizin saklanabilmektedir.

Sunulan bu tez galismasinda hidrofobik amino asitlerin enantiyomerik formlarinin
CEC sisteminde birbirinden molekuler baskilama teknigi ile ayrilmasi hedeflendi.
Bu hedef dogrultusunda amino asidin L-formu baskilanacak kalip molekul olarak
secilirken, fonksiyonel monomer olarak hidrofobik karakterli N-Metakriloil-(L)-
fenilalanin monomeri tercih edildi ve hidrofobik karakterli monolitik CEC kolonu
hazirlandi. Hazirlanan metakrilat bazli monolitik kolonun gegcirgenlik 6zelliklerinin
arttinlabilmesi icin; monomer orani, sicakhgin etkisi, kalip molekul orani, ¢apraz
baglayici orani, porojen orani ve cesidi gibi farkli parametrelerde denendi.
Hazirlanan CEC kolonunun karakterizasyon c¢alismalari, FTIR-ATR, SEM ve BET
analizleri ile degerlendirildi. Optimum gecirgenlik elde edilmesi sonrasinda alkil
benzen turevli bilesikler kullanilarak monolitlerin kromatogarfik performanslari tayin
edildi. Optimum kosullari belirlemek Uzere akimin, basincin, organik ¢ézicunun
derisiminin etkisi ve enantiyomerik tlrln tespitine yonelik farkh kosullar altinda
enantiyomerik ayirimlar gercgeklestirildi. Sonuglarin desteklenmesi bakimindan
teorik tabaka deQerleri ve teorik tabaka yukseklikleri hesaplandi. Tekrar
kullanilabilirlik galigmalarinin yapilmasinin ardindan, molekuler baskilanmig kolon
ile baskilanmamis (bog) kolonun ayirma performansi elektrokromatografik olarak
kargilastirildi. Hidrofobik karakterli monolitik CEC kolonu kullanimiyla birlikte
hidrofobik kararkterli amino asitler triptofan, tirozin ve fenilalaninin CEC sisteminde
enantiyomerik ayirimlari basariyla gerceklestirildi.



Anahtar Kelimeler: Amino asit, enantiyomer, monolitik kolon, Kkapiler

elektrokromatografi, molekuler baskilama
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Because of their ability to show different biological activities, the separation of
enantiomers is of importance in the field of chromatographic research in chemistry.
Amino acid enantiomer pairs have become one of the important research topics in
recent years due to factors such as increasing commercial importance and being
easily accessible. The achievement of high resolution separations of amino acids
is an important application point in amino acid analysis. Many of the amino acid
enantiomers can be used as starting materials in the synthesis process of
biologically active compounds or as complements of various tasks. There are

various methods for separating of chiral compounds.

There are various methods for separating chiral compounds. Capillary
electrochromatography (CEC) method was used as one of the electrophoresis
techniques. The CEC method is based on the high selectivity of High Performance

Liguid Chromatography (HPLC) and the efficient discrimination of capillary
iv



electrophoresis (CE) and is one of the most efficient methods in recent years as
the resultant compounding technology. Because of the different hydrodynamic
properties that it possesses, monolithic columns in the CEC system are preferred
over filled columns. Polymer columns from groups of monolithic columns can be
prepared with various organic monomers. Molecularly imprinted polymers (MIPs)
can be easily prepared in practical terms as materials suitable for molecular
identification. In addition, these polymers have mechanical properties, robustness
against heat and pressure, physical stability, acidic, basic, metal-ions and organic

solvents.

In this thesis, it was aimed to separate the enantiomeric forms of hydrophobic
amino acids by molecular imprinting technique in CEC system. In this target, the
hydrophobic N-Methacryloyl-(L) -phenylalanine monomer was preferred as the
functional monomer, while the monolithic CEC column with hydrophobic character
was prepared, while the L-form of amino acid was selected as the template
molecule to be imprinted. In order to increase the permeability properties of the
prepared methacrylate-based monolithic column, monomer ratio, temperature
effect, template molecule ratio, crosslinking ratio, porogen ratio and type was
examined. Characterization studies of the prepared CEC column were evaluated
by FTIR-ATR, SEM and BET analyzes. After obtaining optimal permeability, the
chromatographic performance of the monoliths was determined using alkyl
benzene-derived compounds. To determine the optimum conditions, enantiomeric
separations were carried out under different conditions for the effect of the
concentration of the stream, the pressure, the organic solvent and the
determination of the enantiomeric stream. Theoretical plate values and theoretical
plate heights were calculated to support the results. After carrying out the
reusability studies, the separation performance of the molecularly imprinted

column and the non-imprinted column was compared electrochromatographically.

With the use of monolithic CEC column with hydrophobic character, the
enantiomeric separations of the hydrophobic amino acids tryptophan, tyrosine and
phenylalanine in CEC system were successfully carried out.



Keywords: Amino acid, enantiomer, monolithic column, capillary

electrochromatography, molecular imprinting technique,

vi



TESEKKUR

BIOREG grubunun bir Gyesi olmami saglayan, bilgi birikimi ve tecrubesiyle
olaylara bilimsel agidan bakmamda bana vizyon kazandirmig degerli hocam Sayin
Prof. Dr. Adil Denizli’ ye,

Danismanhdi slresince guler yuzli yaklasimiyla pozitif duygular asilayan

Danigman Hocam Prof. Dr. Handan Yavuz’ a,

Tezim slresince bilgisiyle ve ozverisiyle yardimlarini benden esirgemeyerek
destedini hi¢bir zaman unutmayacadim degerli hocam Yrd. Dog¢. Dr. Fatma

Yilmaz'a,

BIOREG grubunda gecirdigim sire igerisinde tecrtibelerinden yararlandigim Dog.
Dr. Nilay Bereli, Dog. Dr. Lokman Uzun, Dog¢. Dr. Deniz Tuarkmen, Kemal Cetin,
Siuleyman Asir, Sabina Huseynli, llgim Gokturk, Monireh Bakhshpour, Duygu
Cimen, Canan Armutgu, Fatma Kartal, Sevgi Asliyice Coban, Yeseren Saylan,

Duygu Aydin ve Bioreg ailesinin diger tum Uyelerine,

Ankara’da gegirdigim tez donemi suresince bana her turlu destegi veren ablam

gibi gordugum Elvan Karav ve ailesine,

Bu surecte en blyuk destekgim olan annem ve babama tesekkirlerimi sunarim.

Vii



ICINDEKILER

(074 = EE USRS [
ABSTRACT L.ttt e et e e e e e e e e e e bbbt e et e e e e e s e e n b a e e e e e e e e e aaans iv
SEKILLER ...ttt ettt ettt ettt et e et e e eteeee e Xii
CIZELGELER .......oiiieeeeeeeeeeee ettt sttt XVi
SIMGELER VE KISALTMALAR. ...ttt XX
(11 L E TR 1
2.GENEL BILGILER ...t 5
2.1, Kromatografiye GiliS ........cevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 5
2.1.1. Kromatografi CeSItleri ... 6
2.1.1.1. Kolon KromatografiSi ...........cceeiieeiiiiiiiiiiie e 6
2.1.1.2. iyon Degistirme KromatografiSi..........c..ceeveeeeveieeceeieeee e 7
2.1.1.3. Jel Filtrasyonu (Molekuler Elek) Kromatografisi..............cccccevvvvnnnnnn. 8
2.1.1.4. Afinite KromatografiSi...........uuuuririiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 9
2.1.1.5. Kagit KromatografiSi...............uuuuuuimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee 9
2.1.1.6. ince Tabaka KromatografiSi..............c.ccceeeeveeeeeeceeeeeeeeeeeeeee 10
2.1.1.7. Gaz KromatografiSi..........cuueuueriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 10
2.1.1.8. Boya-Ligand Kromatografisi ...........ccccevuvuuiiiiii i 10
2.1.1.9. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HIC)............ccccooeeeiiiiiiiiinnnnnnn. 11
2.1.1.10. Ps6do Afinite Kromatografisi ...........cccooeeiieiiiiiiiiiiieeeeen, 11
2.1.1.11 Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ..............cc.....e. 11
2.1.2. Kromatografinin Uygulama Alanlart ..............cccceeeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 12
2.2. Elektroforez ve Kapiler Elektrokromatografi..........cccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn.. 12
2.2.1. EleKrOfOr@z.......ccoovvviiiiiiiiiiiiiiiii 12
2.2.2. Kapiler Elektroforez (CE) .......ooiiiiiiiiiieeeiee e 12
2.2.3. Kapiler Elektrokromatografi..........cccoooeeiiiiiiiiiiiiiieieeeeee e 18
2.2.3.1. Kapiler Elektrokromatografi (CEC) Sisteminin Tarihsel Geligimi... 20
2.2.3. Kapiler Elektrokromatografinin Uygulama Alanlari...............cccccvvvvnnnee 23
2.2.3.1. NOtral MOIEKUIET........ceveeeeie e 23
2.2.3.2. Asidik MOIEKUIET........cooiiiiiieiie e 24
2.2.3.3. Bazik MOIEKUIIET ......ccoiiiiiiiieieeee e 24
2.2.3.4. Eczacilik AN@lizIeri.............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 25
2.2.3.5. Biyoteknolojik Uygulamalar.............cccvvvviiiiiiiie e 26

viii



2.2.3.5.1. Karbohidratlarin Ayirilmast .........ccccovviiiiiiiiiiiiiiiee e 26

2.2.3.5.2. Protein ve Peptidlerin Ayirilmasl ........cccooovveiiiiiiiiiiiicceii, 27
2.2.3.5.3. AMIN0Asitlerin AYIFIMI ...ooooveuiii e 28
2.2.3.5.4. Lipidlerin AYIFIMI. .. ... 29
2.2.3.5.7. Nukleotitler ve NUkleozitlerin Ayrilmasi ............ccccccuvvvveinnnnnnne 30
2.2.3.6. Gida ve Tarimsal Analizler ..., 31
2.2.3.7.Cevre ANAlIZIEN ......ccoooveeii e 31
2.2.4. Nanoteknoloji ve Kapiler Elektrokromatografi...........ccccccveeiiiiieiiennnnn, 33
2.2.4.1. Nanoboynuzlarin Kapiler Elektrokromatografide Kullanimi............ 33
2.2.5. Kapiler Elektrokromatografinin Dezavantajlar ..............ccccccvviviiinnnnnnnes 33
2.3. Kolon TeKNOIOJISI......cccooiiiiiiiiiiiii 35
2.3.1. Acik Borusal KoloNnIar...........oooeuuiiiiiiie e 37
2.3.2. DOIgUIU KOIONIAT........uiiiiie et e e e e eaaens 38
2.3.3. MoNOlitik KOIONIAT..........cooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 40
2.3.3.1 Monolitik Kolonlarin HazirlaniSn ..o 40
2.3.3.2. Monolitlerin GOzZenek YapISI.......cvveeuuuumiiiiiaeeeieeeeiee e 42
2.3.3.3. Monolitlerin Kiitle Aktarim OzelliKIeri ...........c..coevveerieecrieeeeeee 42
2.3.3.4. Monolitlerin AKIS OZElKIEI..........c..cocvveieeeeeeece e 42
2.3.3.5. Monolitik Kolonlarin Gelisim Sireci ve Cesitleri.............ccceevvnnnnnnn. 43
2.3.4. CEC Sisteminde Monolitik Kolonlarin Uygulamalari ...............c............ 44
2.4. Molekuler Baskilama TeKknolOjiSi..........ccouuuiiiiiiiiiiiiiii e, 45
2.4.1. Molekuler Baskilama Yonteminde Kullanilan Kimyasallar ................... 47
P2 Nt R |V (o] T 1 1T [ SRR a7
2.4.1.1.1. Asidik MONOMETIIET........eviieii e 48
2.4.1.1.2. Bazik MONOMETIET ....coeiiiiiiiieee e 49
2.4.1.1.3. NOtral MonOmMErIer.........ccooviiiiiiiiii e 49
2.41.1.4. Capraz BaglayIClar ...........ccccocuummmiiiiiiiiiiiiiiiiieeenneeees 50
2.4.1.1.5. COZUCUIET ... 51
2.4.1.1.6. Baglaticilar ve Sicaklik EtKiSi.........cccooveeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeceeiin, 52
2.4.2 Molekuler Baskilama Yontemleri............oouiiiiiiiiiiiiiecceee e, 52
2.4.2.1. Kovalent EtKileSimIer ... 53
2.4.2.2. Kovalent Olmayan Etkilesimler.............cccccooiiiiiiiiiiiiiiie 54
2.4.2.3. Metal iyon Degisikligi YONteMi...........ccceoveiereeeieieeeceeeee e, 55
2.4.3. Molekuler Baskilanmig Polimerlerin Uygulama Alanlari....................... 56
2.4.3.1. Kati-Faz Ekstraksiyonu (SPE) ..........cceiiiiiieiiiieecee e 56

IX



2.4.3.2. Ayirma Tekniklerinde Molekuler Baskilanmig Polimerler............... 57

2.4.3.3. Molekuler Baskilanmis Polimerlerin Diger Uygulamalari ............... 58
2.5. Kiral Ayirimin GereKIiligi.........oouuuuiiiiiie e 58
2.5.1. Ayirma Teknikleriyle Kiral Tanimlama.............ccccccuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 59
3. MATERYAL VE YONTEM .....ociiiiitiiieee ettt eve s 61
3.1 Kromatografik Analiz Sistemleri ... 61
3.2 Kimyasal Malzemeler ve YONtem ..........oiiiiiiiiiiiiiii e 61
3.2.1. Deneysel YONtemMIEr.........ooouuiiiiiii e 64
3.2.1.1. N-metakriloil-(L)-fenilalanin (MAPA) Monomerinin Sentezi............ 64
3.2.1.2. Kapiler Kolonun Kullanima Hazirlanmasi ..........ccccceeeveiiiiiiiiiiinnnnnn. 64
3.2.1.3. Fonksiyonel Monomer SeGilmesi...............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiens 65
3.2.1.4. PMAPA Monolitik Kapiler Kolonunun Hazirlanmasi....................... 65
3.3. Polimetakrilat Bazli Monolitlerin Karakterizasyon Calismalari.................... 69
3.3.1. Monolitik Kolonl_arln Morfolojik Ozelliklerinin Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) ile Incelenmesi.............cooooiiiiii 69
3.3.2. Yuizey Alani ve Gozeneklilik OzelliKIEri ...........ccccveveeeeeeeeeeeeeeeeiene 69
3.3.3. FTIR-ATR Spektrofotometre ANalizi...............uevueiiiimiinniiiiiiiiiiiiiiiiiinnens 70
3.4. Kromatografik Performans OzelliKIEri.............c.ooouvierieeeieiieeeee e 70
3.5. Elektrokromatografik Ayirim Kosullari .............cccoooiieeiiiiiiiii e, 70
3.5.1. Elektroozmotik AKIS (EOF).......coiiiiiiiieeeee e 71
3.5.2. Alikonma (Kapasite) Faktord (K) ............eeuveemmmmmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieenens 71
3.5.3. Teorik Tabaka Sayisi (N) ve Tabaka Yuksekligi (N).........ccccccvvuvinnnnnnns 72
3.6. Enantiyomerik Ayirimi Etkileyen Parametreler...........ccccccooiiiiiiiiinninnnnn. 73
3.6.1. Ayirima Elektrik Alaninin Etkisinin incelenmesi ...........cccccoceeveeeeenennn, 73
3.6.2. Ayirima Basing Etkisinin InCelenmesi.............ccccovevieieiieiieieeeieennns 73
3.6.3. Ayirima Organik Fazin EtKiSi ..............uuviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiene 74
3.6.4. Enantiyomerik TUrdn TeSPiti ......uuvvuvvuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 74
3.7. Molekuler Baskilanma Faktérinun Belirlenmesi .............occeiiiiiiiiiiieeiinnnnnn. 74
3.8. Tekrarlanabilirlik (Reproducibility) ...........ccooviiiiiiiiiiiieee 74
4. BULGULAR ... 75
4.1. Aminoasit Baskilanmig P(MAPA) monolitik kolonlarin hazirlanigi .............. 75
4.2. PMAPA Monolitik Kolonun Karakterizasyon Calismalari.............cccccceeeee.. 81

4.2.1. PMAPA Bazli Monolitik Kolonun Morfolojik Ozelliklerinin incelenmesi. 81

4.2.2. PMAPA Bazli Monolitik Kolonlarin Yuzey Alani ve Gozeneklilik
OzelliKIErinin INCEIENMESI ........ccveeieee et 83



4.2.3. FTIR-ATR Spektrofotometre Analizi............cccoovvuviiiiiiiiceiiiiiceeeee e, 83

4.3. Kolonlarin Kromatografik Performans Testi .........cccccccceeiiiiiiiiiiiiicieee 84
4.4. Enantiyomerik Ayirimdaki Parametrelerin incelenmesi..........c..cccccocoveune.... 87
4.4.1. Ayinma Elektrik Alaninin Etkisinin incelenmesi ..............ccccccceeveenene.. 87
4.4.2. Enantiyomerik Ayirima Basing Etkisinin incelenmesi........................... 94
4.4.3. Enantiyomerik Ayirima Organik CozUcuU EtKiSi.............cccccvvviiiiiinnnnnes 101
4.4.4. Enantiyomerik TUrln Tespiti .......vviiiiiiiiiiiiiiinecei e 107
4.4.5. Elektroozmotik Akis (EOF) Hesaplamalari..........ccccccoeeeeveeeeiieiiiinnnnnnn. 111
4.4.6. Kromatografik Ayirim Gucl Hesaplamalari.............ccccoooeeeeviviiiinnnnnnn. 112
4.4.6.1. Alikonma (Kapasite) Faktoru ve Segicilik Hesaplamalari............. 112
4.4.6.2. Monolitik Kolonda Teorik Tabaka Sayisi ve Teorik Tabaka
Yukseklikleri Hesaplamalari............coooiiiiiiiiii e 116
4.6. Tekrarlanabilirlik CalisSmalart ...........ccoooviiiiiiiie e 125
5. SONUCLAR VE TARTISMA . ..., 127
6. KAYNAKLAR ... .o 138
7. OZGECGMIS ...ttt 159

xi



SEKILLER

Sekil 2.1. Kolon Kromatografisi Ornegi. ..........ooooveeeeiieeieeeeeee 7
Sekil 2.2. Jel Filtrasyonu OrNedi........coovvviiiiiiiii e 8
Sekil 2.3. Afinite Kromatografisi...........oouuuiiiiiiiii e, 9
Sekil 2.4. Kapiler elektroforez sistemi.........ccooooiiiiiiiiiiii e 13
Sekil 2.5. Elektroozmotik akis (EOF) olusumu [66]. ........ccoevvirveiiiiiiiieeeeeeeeeiin, 14
Sekil 2.6. Kapiler kolon icerisine elektriksel alan uygulamasi ve EOF ile
analitlerin hareketi [66].............uuiiiiiiiiiieece e e 14
Sekil 2.7. (A-D) Kapiler elektrokromatografi sisteminde farkli ylklere sahip
analitlerin hareketi [B67].........oouvuuiiiii e 15
Sekil 2.8. Silika duvarda Elektriksel Cifte Tabaka yapisi [68]. ......cccceeeevvvvvernnnnnnn. 16
Sekil 2.9. Elektroozmotik (EOF) akis semasi [68]. .....covvveeiiieiiiiiiiiieeeeeeeeeeiinn 19
Sekil 2.10. (A) HPLC ve (B) CEC sistemlerinde elde edilen akis profilleri ve
aNAlt PIKIENT [66]... .o 19
Sekil 2.11. CEC’de kulanilan kolonlar: a) A¢ik-Tubuler Kolon(OT) b) Monolitik
kolonlar c) Dolgulu Kolonlar [179]..........uuuuuuuimmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieens 36
Sekil 2.12. Kapiler Kolon SEM goéruntuleri A) Bos kapiler B) Polietilen
modifikasyonlu kapiler Kolon [66]. ..............uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 38
Sekil 2.13. Monolitik kolon hazirlanma sureci [205]........cccoevviiiiiiiiiiiee e, 41
Sekil 2.14. Farkh tip ve buyuklikte polimer bazli monolitik kolonlarin SEM
(oo (U] 1 (1] =T o RSP 41
Sekil 2.15. Molekuler Baskilama Tekniginin Sematik Gosterimi [217]. ................. 47
Sekil 2.16. Asidik fonksiyonel monomerler [217]. ......covviiiiiiiieiiiiiii e, 48
Sekil 2.17. Bazik fonksiyonel monomerler [217]. ... 49
Sekil 2.18. Yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayicilar [217]......cccoovvieiiiiviiinnnnnnn. 51

Sekil 2.19. Kovalent olmayan (A) ve Kovalent (B) baskilamanin
KarsHastirImast [217 ] .. e 54

Sekil 2.20. Metal iyonlarinin baskilama yonteminde kullaniimasiyla yaptiklari
gorevler: A: Kalip olarak metal iyonlari  B: Metal iyon vasitasiyla
DasKIamMa [ 217]. oo 56

Sekil 2.21. Enantiyomerik AYIrim SEmMasH. .....ccoovvvveiiiiiiiieeeeeeeeeeies e e 60

Sekil 3.1. Kapiler Elektrokromatografi sisteminde kullanilan Prince CEC-760
CINAZI. e 61

Xii



Sekil 3.2. Polimetakrilat monolitik kolon sentezinde kullaniimak Gzere
fonksiyonel monomer olarak secgilen N-metakriloil-(L)-fenilalanin
(MAPA) NIN @GIK YAPISI. .ttt

Sekil 3.3. MAPA bazli monolitik kolonun kromaotgrafik ayirimini test etmek igin
secGilmig alKil tUreVIeri. .........cooiii e

Sekil  3.4. Kromatografik uygulama olarak enantiyomerik ayirimi
gerceklestirilen aminoasitlerin kimyasal yapilari. .............cccoooeeeee.

Sekil 4.1. Fenilalanin baskilanmis PMAPA bazli monolitik kolonun
karakterizasyonu i¢in a) akis hizina gore geri basing degerleri b)
gecirgenlige karsilik akis hizi grafikleri. ...,

Sekil 4.2. Triptofan baskilanmis PMAPA bazli monolitik kolonun
karakterizasyonu icin a) akis hizina gére geri basing degerleri b)
gecirgenlige karsilik akis hizi grafikleri ...,

Sekil  4.3. Tirozin  baskilanmig PMAPA bazli monolitik kolonun
karakterizasyonu icin a) akis hizina gére geri basing dederleri b)
gecirgenlige karsilik akis hizi grafikleri.............ccooo

Sekil 4.4. MAPA bazli monolitik kolonlarin kenar ve i¢ kisim SEM gorUntuleri.
A) bos kolon, B) fenilalanin, C) tirozin ve D) triptofan baskilanmig
(10 [0 ] =T

Sekil.4.5. MAPA monomeri ve PMAPA monolitik kolona ait IR Spektrumlari ......

Sekil 4.6 Baskilanmamis  (NIP)  kolonunun  elektrokromatografik
karakterizasyonu. Uygulanan akim:10 Kv; Hareketli faz, %50:50
ACN/Fosfat tamponu (pH 7.0, 10 mM); etkin kolon uzunlugu 27 cm,
toplam kolon uzunlugu, 36 cm (ic ¢cap 100); injeksiyon: 3s;
dalgaboyu (A)= 200 nm; kolon sicakligi 25°C; tiyoure (0.5 mg/mL),
alkil benzenler (2 uL/mL) pik sirasi, (1) tiyotre (2) benzen (3) toluen
(4) etilbenzen (5) propilbenzen (6) butilbenzen ............ccccoooeeiiiiiiiennnnnn.

Sekil 4.7. Fenilalaninin D-, L, enantiyomerlerinin ayirimina elektrik alanin etkisi:
A) 5 kV b)10 kV ¢)15 kV d) D,L-fenilalaninin elektriksel alan etkisinin
enantiyomerik ayrimda incelenmesini farkli akimlar igin gosteren
elektrogramlarin  g¢akistinlmig  hali:  (dalgaboyu: 200 nm;
konsantrasyon: 0.5 mg/mL; basing: 0 mbar; (%50 ACN & %50 pH 7)..

Sekil 4.8. Triptofanin D-, L, enantiyomerlerinin ayirimina elektrik alanin etkisi:
A) 5kV b)10kV c)15kV d) D,L Triptofanin elektriksel alan etkisinin
enantiyomerik ayrimda incelenmesini farkli akimlar igin gdsteren
elektrogramlarin  gakigtirlmig  hali.  (dalgaboyu: 200  nm;
konsantrasyon: 0.5 mg/mL; basing: 0 mbar; (%50 ACN & %50 pH 7)..

Sekil 4.9. Tirozinin D, L, enantiyomerlerinin ayirimina elektrik alanin etkisi: A)
5kV b)10kV c¢)15kV d) D,L-tirozinin elektriksel alan etkisinin
enantiyomerik ayirimda incelenmesini farkli akim oranlari igin

xiii

63

63

63

80

88

91



gOsteren elektrogramlarin cakistirilmis hali. (dalgaboyu: 200 nm;
konsantrasyon: 0.5 mg/mL; basing: 0 mbar; (%50 ACN & %50 pH 7).. 93

Sekil 4.10. Fenilalaninin D, L, enantiyomerlerinin ayirimina basincin etkisi:
a) 0 mbar b) 100 mbar c¢) 200 mbar; d) D,L-fenilalaninin
enantiyomerik ayrimda incelenmesini farkli basinglar icin gosteren

elektrogramlarin  cakigtirilmis  hali: (dalgaboyu: 200 nm;
konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj:10 kV; (%50 ACN &
D50 PH 7)o —————————— 96

Sekil 4.11. Triptofanin D,L, enantiyomerlerinin ayirrmina basincin etkisi: A) 0
mbar b) 100 mbar c) 200 mbar d) D,L- Triptofanin basing etkisinin
enantiyomerik ayrimda incelenmesini farkl basinglar icin gdsteren
elektrogramlarin gakistiriimis hali. D,L-triptofanin basing etkisinin
enantiyomerik ayrimda incelenmesini farkli basinglar icin gosteren
elektrogramlarin  cakistinlmis  hali.  (dalgaboyu: 200 nm;
konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj: 10 kV; (%50 ACN &
Q50 PH 7)o ——————— 98

Sekil 4.12. Tirozinin D, L, enantiyomerlerinin ayirimina basincin etkisi: A) 0
mbar  b) 100 mbar c) 200 mbar d) D,L-tirozinin enantiyomerik
ayrimini incelenmesini farkli basinglar igin gésteren elektrogramlarin

cakistiriimis hali: ( dalgaboyu: 200 nm;
konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj: 10 kV; (%50 ACN &
D50 PH 7 )i 100

Sekil 4.13. Fenilalaninin D,L, enantiyomerlerinin ayirimina organik fazin etkisi
etkisi: a) (%50 ACN - %50 pH 7.0) b) (%60 ACN - % pH 7.0) c) D,L-
tirozinin organik faz etkisinin enantiyomerik ayrimda incelenmesini
gosteren elektrogramlarin c¢akistirilmis hali: (dalgaboyu: 200 nm;
konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj: 10 kV; basing: 0 mbar). 102

Sekil 4.14. Triptofanin D, L, enantiyomerlerinin ayirimina organik fazin etkisi
etkisi: a) (%50 ACN - & %50 pH 7.0) b) (%60 ACN - %40 pH 7.0)
C) D,L-triptofanin organik faz etkisinin enantiyomerik ayirimda
incelenmesini  farkli basinglar i¢cin gOsteren elektrogramlarin
cakistirlmis hali: (dalgaboyu: 200 nm; konsantrasyon: 0.5 mg/mL;
uygulanan voltaj: 10 kV; basing: 0 mbar)...........cccccccvvivviiiiiiiiiniiiinnnnn. 104

Sekil 4.15. Tirozinin D-, L- enantiyomerlerinin ayirrmina organik fazin etkisi
etkisi: a) (%50 ACN - %50 pH 7.0) b) (%60 ACN - %40 pH 7.0)
C) D,L-tirozinin organik faz etkisinin enantiyomerik ayirrmda
incelenmesini  farkli basinglar i¢cin goOsteren elektrogramlarin
cakistirlmis hali: (dalgaboyu: 200 nm; konsantrasyon: 0.5 mg/mL;
uygulanan voltaj: 10 kV; basing: O mbar).........ccccooeeiviiiiiiiiiie e, 106

Sekil 4.16. A) Fenilalaninin D, L, enantiyomerik turlerinin tespitinde yalnizca L-
formun kolona verildigi elektrogram: (basing: 0 mbar; pH: 7.0;
dalgaboyu: 200 nm; konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj:

Xiv



10kV) B) Fenilalaninin D, L, enantiyomerik turlerinin tespitinde
cakistiriimis elektrogram: (basing: 0 mbar; pH: 7.0; dalgaboyu: 200
nm; konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj: 10 kV) (03]
Enantiyomerik turlerin alikkonma zamanlari...........cccccooovviiiiiiiinienes 108

Sekil 4.17. A) Triptofanin D-, L, enantiyomerik turlerinin tespitinde yalnizca L-
formun kolona verildigi elektrogram: (basing: 0 mbar; pH: 7.0;
dalgaboyu: 200 nm; konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj: 10
kV) B) Triptofanin D, L, enantiyomerik tdrlerinin tespitinde
cakistirilmis elektrogram: (basing: 0 mbar; pH: 7.0; dalgaboyu: 200
nm; konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj: 10kV) C)
Enantiyomerik turlerin alikonma zamanlari............ccccccccvvvviiiiiiiinnnnnnn. 109

Sekil 4.18. A) Tirozinin D, L, enantiyomerik tlrlerinin tespitinde yalnizca L-
formun kolona verildigi kromatogram: (basing: 0 mbar; pH: 7.0;
dalgaboyu: 200 nm; konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj: 10
kV) B) Triptofanin D, L, enantiyomerik tlrlerinin tespitinde
cakistiriimis kromatogram: (basing: 0 mbar; pH:7.0; dalgaboyu: 200
nm; konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj; 10 kV) C)
Enantiyomerik turlerin alilkonma zamanlari............c..ccoiiiiiiiiinnnns 110

Sekil 4.19. Baskilanmamis (NIP)-(bos) kolonda fenilalaninin enantiyomerik
ayirimi: (uygulanan voltaj: 10 kV, basing: 0 mbar,
konsantrasyon: 0.5 mg/mL, dalgaboyu: 200 nm; (ACN %50 - pH 7
GOSQIN....... JR. . . A ... ... 120

Sekil 4.20. Baskilanmamis (NIP)-(bos) kolonda fenilalaninin c¢akistiriimis
elektrogramda enantiyomerik ayirimi: uygulanan voltaj: 10 kV,
basing: 0 mbar, konsantrasyon: 0.5 mg/mL, dalgaboyu: 200 nm;
(ACN %50 - PH 7 2050).....ccceeeeeeeiiieee et e e e e e e e eeeeees 121

Sekil 4.21. Baskilanmamis (NIP)-(bos) kolonda triptofanin enantiyomerik
ayirimi: (uygulanan voltaj: 10 kV, basing: 0 mbar,
konsantrasyon: 0.5 mg/mL, dalgaboyu: 200 nm; (ACN %50 - pH 7
00500). et 121

Sekil 4.22. Baskilanmamig (NIP)-(bog) kolonda cakistinimis elektrogramda
triptofanin enantiyomerik ayirimi: (uygulanan voltaj: 10 kV, basing: 0
mbar, konsantrasyon: 0.5 mg/mL, dalgaboyu: 200 nm; (ACN %50 -
L T 0 ) 122

Sekil 4.23. Baskilanmamig (NIP)-(bos) kolonda tirozinin enantiyomerik ayirimi:
(uygulanan voltaj: 10 kV, basing: 0 mbar, konsantrasyon: 0.5 mg/mL,
dalgaboyu: 200 nm; (ACN %50 - pH 7 %50). .......ccooeeveiiiiieeeeiiieeeeeeen, 122

Sekil 4.24. Baskilanmamis (NIP)-(bos) kolonda cakistiriimis elektrogramda
tirozinin enantiyomerik ayirimi: uygulanan voltaj: 10 kV, basing: 0
mbar, konsantrasyon: 0.5 mg/mL, dalgaboyu: 200 nm; (ACN %50 -
PH 7 Y050). ... ettt 123

XV



GIiZELGELER

Cizelge 2.1. Kapiler Elektrokromatografideki dnemli gelismeler [72]. ................... 22

Cizelge 2.2. Kovalent ve Kovalent olmayan baglanma yontemlerinin avantaj ve
dezavantajli yonlerinin karsilastirilmasi ...........cccccceev i, 55

Cizelge 3.1. Triptofan baskilanmig PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda
COZUCU Oran! EtKISI. ....uciiiiciiii e e 66

Cizelge 3.2. Triptofan baskilanmig PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda
capraz baglayici orant etkisi . ........ccooiiiiiiiiiiii 66

Cizelge 3.3. Triptofan baskilanmig PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda
MONOMET OFaNT €KISI. .....eviiiiiiiiiii e 66

Cizelge 3.4.Triptofan baskilanmig PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda

polimerizasyon suresinin etkisi. .........ccccooviiiiiiiiii 67
Cizelge 3.5. Fenilalanin  baskilanmis  PMAPA  monolitik  kolonun
hazirlanmasinda ¢ozucl orani etkisi. ........ccccceevieiiiiiiiiiiiii e, 67
Cizelge 3.6. Fenilalanin  baskilanmis PMAPA  monolitik  kolonun
hazirlanmasinda ¢apraz baglayici orani etkisi.............ccccoeeiiiviiiiiiininnnn. 67
Cizelge 3.7. Fenilalanin  baskilanmis PMAPA monolitik kolonun
hazirlanmasinda monomer etKisi. ...........cccooiiiiiiiiiiieee 67

Cizelge 3.8. Fenilalanin  baskilanmis PMAPA  monolitik  kolonun
hazirlanmasinda polimerizasyon suresinin etkisi..........cccccooccvvviiiiiininnnn. 68

Cizelge 3.9. Tirozin baskilanmis PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda
COZUCU OraN! EtKISI. ..vuuieiiiiieiieice e 68

Cizelge: 3.10. Tirozin baskianmig PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda
capraz baglayici orant etkisi. ..........cccoiiiiiiiiii 68

Cizelge 3.11. Tirozin baskilanmig PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda
MONOMET ETKISI. ...ttt 68

Cizelge 3.12. Tirozin baskilanmig PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda
polimerizasyon sUresinin etKiSi. ..........oooeeiiiiiiiiiiiiiie e 69

Cizelge 4.1. Triptofan baskilanmis monolitik kolonda ¢6ztcl orani degisiminin
monolitik kolonun hazirlanmasinda etkisi ..............cccoiiiiiiiiiii s 76

Cizelge 4.2. Triptofan baskilanmig monolitik kolonda c¢apraz baglayici
miktarinin degigiminin monolitik kolonun hazirlanmasinda etkisi............ 76

Cizelge 4.3. Triptofan baskilanmis monolitik kolonda monomer miktarinin
degisiminin monolitik kolonun hazirlanmasinda etkisi. ...........cccceuvunnenn. 76

XVi



Cizelge

Cizelge

Cizelge

Cizelge

Cizelge

Cizelge

Cizelge

Cizelge

Cizelge

Cizelge

Cizelge

4.4. Triptofan baskilanmis monolitik kolonun hazirlanmasinda
polimerizasyon suresinin etkisi. .........cccccoviiiiiiiii e, 76

4.5. Fenilalanin baskilanmis monolitikk kolonda ¢ozucu orani
degisiminin monolitik kolonun hazirlanmasinda etkisi. ........c.....ccceuvenn... 77

4.6. Fenilalanin baskilanmis monolitik kolonda c¢apraz baglayici
miktarinin degisiminin monolitik kolonun hazirlanmasinda etkisi........... 77

4.7. Fenilalanin baskilanmis monolitik kolonda monomer miktarinin
degisiminin monolitik kolonun hazirlanmasinda etkisi. ........c.....ccceuvene.n. 78

4.8. Fenilalanin  baskilanmis  monolitik kolonda kolonun
hazirlanmasinda polimerizasyon suresinin etkisi...........ccccooovvviiiiieennnn. 78

4.9. Tirozin baskilanmis monolitik kolonun hazirlanmasinda ¢ozucu
orani degisiminin monolitik kolonun hazirlanmasinda etkisi. ................. 78

4.10. Tirozin baskilanmis monolitik kolonun hazirlanmasinda ¢apraz
baglayici miktarinin degisiminin monolitik kolonun hazirlanmasinda

B KIS e 79
4.11. Tirozin baskilanmig monolitik kolonun hazirlanmasinda
monomer miktarinin degisiminin monolitik kolonun hazirlanmasinda
BEKIST e 79

4.12. Tirozin baskilanmigs monolitik kolonda monolitik kolonun
hazirlanmasinda polimerizasyon suresinin etkisi...........c.ccoooevviiiiiieennnn. 79

4.13. CEC sisteminde optimize edilmis baskilanmamis monolitik
kolonda alkil benzenlerin alikonma surelerinin  ve tekrar
kullanilabilirliginin incelenmesi...........cccccceeiiiiiiii e, 85

4.14. CEC sisteminde optimize edilmis fenilalanin baskilanmis
monolitik kolonda alkil benzenlerin alikonma surelerinin ve tekrar
kullanilabilirliginin INCEIENMESI............uuiiiiiiiiiiiiie 86

Cizelge 4.15. CEC sisteminde optimize edilmis triptofan baskilanmis monolitik

Cizelge

Cizelge

Cizelge

Cizelge

kolonda alkil benzenlerin allkonma surelerinin  ve tekrar
kullanilabilirliginin iNnCelenmMEesSi..........coooiiiiiiiiiiiii e 86

4.16. CEC sisteminde optimize edilmis tirozin baskilanmis monolitik
kolonda alkil benzenlerin alikonma surelerinin  ve tekrar
kullanilabilirliginin iNCelenNmMEeSi.........ccooeii i, 87

4.17. Farkh voltajlarda (5 kV, 10kV, 15kV) gergeklestiriimis olan
fenilalaninin enantiyomerik ayrimlarina ait tp, t, Rs, k ve a deg@erleri..... 89

4.18. Farkh voltajlarda (5kV, 10kV, 15kV) gercgeklestiriimis olan
triptofanin enantiyomerik ayrimlarina ait tp, t., Rs, k ve a degerleri........ 92

4.19. Farkli elektriksel akimlarda gergeklestiriimis olan tirozinin
enantiyomerik ayrimlarina ait tp, t., Rs, k ve a degerleri ...........ccc.......... 94

XVii



Cizelge 4.20. Farkh basinglarda gergeklestiriimis olan fenilalaninin
enantiyomerik ayrimlarina ait tp, t., Rs, k ve a degerleri ...........cc........... 97

Cizelge 4.21. Farkh basinglarda gergeklestiriimis olan triptofanin enantiyomerik
ayrimlarina ait tp, t,, Rs, K ve a degerleri............cccvvvviiiiiiii i, 99

Cizelge 4.22. Farkli basinglarda gercgeklestiriimis olan tirozinin enantiyomerik
ayrimlarina ait tp, t,, Rs, Kk ve a degerleri...........cooooiiriiiiiiiiiiieceeeeen, 101

Cizelge 4.23. Farkh ACN derisimlerinde gergeklestiriimis olan fenilalaninin
enantiyomerik ayrimlarina ait tp, t,, Rs, k ve a degerleri ...................... 103

Cizelge 4.24. Farkhh ACN derisiminde gerceklestiriimis olan triptofanin
enantiyomerik ayrimlarina ait tp, t,, Rs, k ve a degerleri ...................... 105

Cizelge 4.25. Farkhi ACN derisiminde gercgeklestiriimis olan tirozinin
enantiyomerik ayrimlarina ait tp, t,, Rs, k ve a degerleri ...................... 107

Cizelge 4.26. (5, 10 ve 15 kV’lik uygulanan elektriksel alan; basing: 0 mbar;
(ACN %50 pH - 7.0 %50); dalgaboyu: 200 nm, konsantrasyon: 0.5
mg/mL)‘lik kogullarda hesaplanmis EOF degerleri. ............ccccccvvvinnnnne 112

Cizelge 4.27. Tum elde edilen kromatogramlardan yola ¢ikilarak fenilalaninin
enantiyomerlerinin allkonma zamanlariyla (tr, t) ayiricihk (Rs),
segicilik faktorleri (a,a’) ve alikonma faktorleri (K, K’)........ceeeeeeeeiinnnnn, 113

Cizelge 4.28. Tum elde edilen kromatogramlardan yola ¢ikilarak triptofanin
enantiyomerlerinin alikonma zamanlariyla (tR, tL) ayiricihk (Rs),
secicilik faktorleri (a,a’) ve alikonma faktorleri (k, K').......oveeeiiieinnnnnn, 114

Cizelge 4.29. Tum elde edilen kromatogramlardan yola cikilarak tirozinin
enantiyomerlerinin alikonma zamanlariyla (tg, t.) ayiricihk (Rs),
segcicilik faktorleri (a,a’) ve alikonma faktorleri (K, K’).......coooevveeeeennnnn. 115

Cizelge 4.30. Tum elde edilen kromatogramlardan yola ¢ikilarak fenilalaninin
enantiyomerlerinin teorik tabaka sayilari ve ortalamalari ile (N., Np
ve Nor) teorik tabaka yukseklikleri ve ortalamalarinin (H_, Hp ve Hy)
hesaplanmig degerleri ... 117

Cizelge 4.31. Tium elde edilen kromatogramlardan yola c¢ikilarak triptofanin
enantiyomerlerinin teorik tabaka sayilari ve ortalamalari ile (N, Np
ve No) teorik tabaka yukseklikleri ve ortalamalarinin (H., Hp ve Hy)
hesaplanmig degerleri. ... 118

Cizelge 4.32. Tum elde edilen kromatogramlardan yola cikilarak tirozinin
enantiyomerlerinin teorik tabaka sayilari ve ortalamalari ile (N., Np
ve No) teorik tabaka yukseklikleri ve ortalamalarinin (H_, Hp ve Hy)
hesaplanmig degerleri. ... 119

Cizelge 4.33. Hidrofobik amino asitlerin baskilanmamis kolondaki
enantiyomerik ayirimina iliskin kromatografik parametrik degerler
(ahkonma zamanlari ve alikonma faktorleri): (uygulanan voltaj: 10 kV,

XViii



basing: 0 mbar, konsantrasyon: 0.5 mg/mL, dalgaboyu: 200 nm;
(ACN %50 - PH 7 %050).....0uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeebeeeeeeeeeeeree e 123

Cizelge 4.34. Enantiyomerik ayirrmda molekiler baskilanmis (MIP) kolon ve
baskilanmamis (NIP) kolona iliskin alikonma faktérleri ve baskilama
faktorinin etkinlik degerleri. ..., 124

Cizelge 4.35. Tekrar kullanilabilirlik g¢alismalari amaciyla fenilalaninin D,L,
enantiyomerlerinin ayirimina elektrik alanin etkisinde elde edilen;
alikonma zamanlari, ayirim gucu ve segicilik faktorleri : (akim: 10 kV;
basing: 0 mbar; konsantrasyon: 0.5 mg/mL; dalgaboyu: 200 nm;
(%50 ACN & %50 PH 7) oeeeeeeeeeeee e 125

Cizelge 4.36. Tekrar kullanilabilirlik c¢alismalari amaciyla triptofanin D,L,
enantiyomerlerinin ayirimina elektrik alanin etkisinde elde edilen;
alikonma zamanlari, ayirim guicu ve segicilik faktorleri: (akim: 10 kV;
basing: 0 mbar; konsantrasyon: 0.5 mg/mL; dalgaboyu: 200 nm;
(%50 ACN & %50 PH 7) ooieeeieeeeee e 125

Cizelge 4.37. Tekrar kullanilabilirik c¢ahsmalari amaciyla tirozinin D,L,
enantiyomerlerinin ayirimina elektrik alanin etkisinde elde edilen;
alikonma zamanlari, ayirim gicu ve segicilik faktorleri : (akim: 10 kV;
basing: 0 mbar; konsantrasyon: 0.5 mg/mL; dalgaboyu: 200 nm;
(%50 ACN & %050 PH 7) et e e 126

Cizelge 5.1. 2004-2014 Yillari Arasi Dolayll Yontemler ile Gergeklestiriimis
Amino Asitlerin Enantiyomerik Ayirimlari [249].........coccvviiiiiiiiiiinnnnnn. 134

Cizelge 5.2. 2004-2014 Yillar1 Arasi Dogrudan Yontemler ile Gergeklestirilmis
Amino Asitlerin Enantiyomerik Ayirimlari [249].........cccovviiiiiiiiiinnnnnn. 136

XiX



SIMGELER

(o)

Ueo

€o

to

tL

KISALTMALAR

CE

CEC

Nano-LC

HPLC

MEKC

MAPA

AIBN

TMSMP

HEMA

HPMA-CI

SIMGELER VE KISALTMALAR

Yuzey Gerilimi

Elektro Ozmotik Hareketlilik

Dielektrik Sabiti
Vakum Dielektrik Sabiti

Yuzey Zeta Potansiyeli
Elektrolit Viskozitesi

D-Enantiyomerinin Allkonma Zamani
L-Enantiyomerinin Allkonma Zamani
Ayiricilik

Segicilik Faktoru

Kapiler elektroforez

Kapiler elektrokromatografi

Nano sivi kromatografisi

Yuksek performans sivi kromatografisi
Misellar elektrokinetik kromatografi
Metakriloil fenilalanin
Azoizobisbutironitril
Trimetoksisililpropilmetakrilat

Hidroksi etilmetakrilat

3-kloro-2-hidroksi propil metakrilat

XX



EDMA
FTIR-ATR
MAA

EOF

SEM

BET

ACN
L-phe
L-trp
L-his

L-tyr

Etilen dimetakrilat

Fourier dontsumlu infrared spektrofotometresi
Metakrilik asit

Elektroozmotik akis

Taramali elektron mikroskobu
Branuer-Emmet-Teller analiz cihazi

Asetonitril

L-fenilalanin

L-Triptofan

L-Histidin

L-Tyrozin

XXi



1. GIRIS

Her bir enantiyomerin farkh biyolojiksel aktiviteleri ve biyolojik sureglerde farkli
tanima vyollarina bagli olarak farkl fizyolojik etkileri bulunmaktadir [1]. Bir
enantiyomer arzu edilen terapitik aktiviteleri olugturabilirken, enantiomerin digeri
ise aktif olamayabilecegi gibi hatta istenmeyen etkiler de gdsterebilmektedir [2].
Ornek olarak, L-triptofan, esansiyel amino asitlerden bir tanesi olarak anti-
depresan tedavisinde farmasoétik bir ajan olarak kullanilabilecekken, D-triptofan’in
ise bilinen bir biyolojik aktivitesi bulunmadigi gibi L-triptofan érneklerinde safsizlik

olarak ortaya ¢ikabilir [3].

Enantiyomerlerin kiral ayirimlarina yonelik ¢calismalar neredeyse son yarim asirdir
devam etmektedir. Kromatografik yontemler, etkili, pratik, dogada kullanima hazir
durumda bulunmasi ve yontemlerin verimlilikle geligtirilebilmesi agisindan siklikla
bagvurulmaktadir [4]. Optiksel izomerlerin ayiriminda ilk dénemlerde baslica
kullanilan yontemler, Sivi Kromatografisi (LC), Gaz Kromatografisi (GC), Super
Kritik Akiskan Kromatografisi (SFC)dir [5-10]. Gassman ve ekibinin,
enantiyomerlerin ilk kez elektrokinetik ayirrmi amaciyla yapmis olduklari
¢alismanin sonrasinda ise Kapiler Elektroforez teknikleri arasinda yer alan Kapiler
Jel Elektroforez (CGE), Kapiler Alan Elektroforez (CZE) ve Misel Elektrokinetik
Kapiler Kromatografi (MECC) gibi ydontemlere dayali calismalar literatirde yer

bulmaya baslamistir [11-17].

Enantiyomerlerin kiral ayirimlarini gerceklestirmek uzere Kapiler
Elektrokromaotgrafi (CEC) sisteminin kullanilarak yapilan uygulamalara son
yilllarda blyuk ilgi duyulmaktadir. Hareketli fazin, sabit faz boyunca yurGticl
kuvvet olarak elektriksel alan uygulanarak elde edilen elektroozmotik akis ile
birlikte elektroforez yoluyla yalnizca yuksuz bilesiklerin degil, ayni zamanda yuklu
bilesiklerin de etkili ve hizhh ayirminin hem de ¢ok dusik olgekli madde
miktarlarinda gercgeklestirilebiliyor olmasi, bu sistemin en 6nemli avantajlarindan
bir tanesidir [18].

Kapiler Elektrokromatografi (CEC) sistemi ile enantiyomerik ayirimlar t¢ farkli
yontem basligi altinda dederlendirilebilir. Bunlardan ilki, kiral selektoérin fiziksel

olarak yuzeye cekildigi ve termal olarak immobilize oldugu veya kovalent olarak i¢
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kapiler  duvara tutturuldugu acik borusal-tibuler  seklindeki  kapiler
elektrokromatografi (o-CEC)‘dir. Bir diger yontem ise kiral selektor modifiye edilmis
silika partikuller ya da kiral olmayan dolgulu malzeme ile doldurulmus ve hareketli
faza bir kiral selektor dahil olmus olan dolgulu kapiler elektrokromatografi (p-CEC)
yontemidir. Son donemlerde kullanim sikligi genigleyen, gozenekli kati pargacik
icerikli kullanilan kiral sabit fazlar ise monolitik (rod) kapiler elektrokromatografi
(rod-CEC) olarak tanimlanmaktadir [19].

Kapiler Elektrokromatografi (CEC) sistemiyle enantiyomerik ayirimlar ilk kez Agik-
borusal kolonlar ile gergeklestirilmistir [20-24]. Mayer ve Schuring, 50 ym g¢apinda
permetilat-B-siklodekstrin modifiyeli dimetilpolisiloksanin kiral sabit faz (CSP)
olarak  kullanildi§i  agik-tibller kolonda non-steroid  Antienflamatuvar
enantiyomerlerinin ayirimini gergeklestirmislerdir [20,21]. Bu yontem daha sonra,
siklodekstrin ve tlrevleri, sellloz, peptidler ve proteinlerin yani sira molekuler
baskilanmis polimerler (MIPs) kiral sabit faz olarak kullaniimasiyla cesitli
enantiyomerik karigimlarin ayrilmasinda o-CEC sisteminde kullaniimaya devam

edilmistir.

Dolgulu kolonlarda (p-CEC) sisteminde enantiyomer ayirimi ilk kez, Li ve Floyd'un
1992 yilinda ortak yudrattugu calisma ile literatirde yer bulmustur. Benzoin,
heksobarbital, pentobarbital, ifosfamit, siklofosfoamit, diizopiramit, metoprolol,
oksprenolol, alprenolol ve propranolol bilesikleri a;-asidik glikoprotein (AGP)’in

sabit faz olarak kullanildigi dolgulu kolonda ayirimlari gergeklestiriimistir [25,26].

Dolgulu kolonlarda yasanan yavas kutle aktarimi, parcaciklar arasi bosluklarin
fazla olusu ve yiksek basing dismesi gibi sebepler bu yéntemin verimliligini
olumsuz yénde etkilemektedir. HPLC ve CEC sistemlerinde kullanimi giinimuzde
yaygin olarak devam eden ve diger iki yontem olan o-CEC ve p-CEC’e gobre
alternatif bir yontem olarak 90’li yillarin basindan itibaren literatire giris yapan
monolitik kolonlarin yapisina bakacak olursak, ilk olarak tek pargali gdézenek
yapisini gormekteyiz. Monolitin yapisinda yer alan birbiriyle i¢ ice gozenekler,
kanallar arasi bir ag meydana getirmektedir. Kanal igi kutle aktarimi, hareketli faz
ile sabit faz arasindaki aktarimin yiksek dogrusal seviyede olmasi sebebi ile
disuk geri basingta dahi kutle aktarimini saglayarak ayirimlar  hizlh

gerceklesebilmektedir. Bununla birlikte dolgulu kolonlara iligkin, sabit faz
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parcaciklarinin bir kapilerde doldurulma iglemi sirasinda kolonun bir bolumuana
sinterleyerek kolayca kirilmalarin meydana gelebilisi ve fritlerin hazirlanmasi
surecinde meydana gelen hava kabarcigi olusumu gibi problemler goéz onunde
bulunduruldugunda monolitik kolonlarin tercih edilebilirligi daha c¢ok kendini
gOstermektedir [27-30].

Polimer kolonlar ve silika tabanli kolonlar, monolitik kolonlarin yapisal olarak iki
temel grubunu olusturmaktadir. Polimer kolonlar, CEC uygulamalarinda monolitik
silika kolonlara gore daha duslk fiziksel kararlilik géstermesine ragmen, yuksek
kimyasal kararliliga sahip olmasi ve iyonik gruplarla turevledirilebilerek hizli EOF

saglayisi sebebiyle daha ¢ok tercih edilmektedir [31].

Molekuler Baskilama Teknolojisi (MIT), kalip molekul varliginda polimerlesebilen
monomerlerin kullaniimasiyla regio- ya da stereo- secici matrislerin elde edilmesi
icin bir stratejidir. Bu yontem ile birlikte, fiziksel ve kimyasal kararlihgl yuksek
molekuler baskilanmis polimerler (MIPs) basit, pratik, maliyeti duslik ve cevre
dostu olmasi gibi avantajlariyla hazirlanabilir. Dolayisiyla, molekuler baskilanmig
polimerlerinin édnemli bir arastirma alani da kiral sabit faz (CSP) malzemeleri
olarak basta HPLC ve CEC olmak Uzere mikro ayirma kolon tekniklerinde

kullanilabilmeleridir [32].

Kapiler elektroforezde (CE), mikro olcekli analitik ayirimlarda enantiyomerlerin
uygun ayirimi  basarili  bir sekilde gerceklestiriliebilmektedir. Kromatografik
analizlerde molekuler baskilanmis kiral sabit faz malzemeler i¢in zayif segicilik ve
dusuk ¢dzunurlik gibi olumsuzluklar, sec¢ilmis molekuler baskilanmis polimerde,
Ozellikle non-kovalent (kovalent olmayan) baskilama yonteminde kalip molekl ile
fonksiyonel monomer arasinda segici olmayan iyonik ve hidrofobik etkilesimlerin
arttirlmasi yoluyla segiciligi gelistirilerek giderilebilmektedir [33].

Literatirde, CEC sistemine yonelik molekller baskilanmis polimerlere ait
calismalarin blyuk ¢ogunlugu, kiral ayirrmlarda enantiyomerlerden bir tanesinin
kalip molekul olarak kullanildigi ve molekuler baskilanmig polimerlerin ise segici
faz olarak kullaniimalariyla ilgilidir. Bunun nedeni, gozlenen segiciligin gergekten
molekuler baskilamanin varhgi ile baglantili oldugunun ispatlanmasinin basit
olmasidir. Molekuler baskilanmig polimerlerin segici faz olarak CEC ayiriminda

kullaniimasina iliskin ilk denemeler 1994 vyilinda gerceklesmistir [34]. Bu
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calismanin hemen ardindan ise MIP-CEC yoOntemiyle enantiyomerik ayirim
literatlrde ilk kez yer almistir. Bu ilk ¢alismanin temeli, gesitli yontemler dahilinde
kapiler igerisinde yigin polimerizasyonu sonrasi molekuler baskilanmig
polimerlerin immobilize edilmesine dayanmaktaydi. Bu gelisme ile birlikte 1997
yilinda ise ilk kez molekuler baskilanmis super gozenekli monolitik kolonlarin
uretildigi literatirde yer almigtir [35]. 1990°h yillarin sonlarina dogru Acik-Tubuler
CEC uygulamalarina yonelik molekiler baskilanmis polimerlerin hazirlanmasina
yonelik yeni girisimler rapor edilmistir [36,37]. CEC sistemindeki kolon teknolojisine
yonelik gelismelerden bir yenisi ise nanopartikil dolgulu MiP’lerin, CEC

sistemindeki uygulamalarda yer almaya basglamis olmasidir [38].

Sunulan bu tez galismasi kapsaminda fonksiyonel monomer olarak aminoasit
tabanli  N-Metakriloil-L-Fenilalanin  (MAPA) monomeri segilerek, molekuler
baskilama yontemi ile hidrofobik aminoasitlerin (fenilalanin, triptofan ve tirozinin)
enantiyomerik ayiriminda kullanilmak Uzere hidrofobik karakterli monolitik CEC
kolonu hazirlandi. Hazirlanan CEC kolonunun morfolojik 6zelliklerinin incelenmesi
icin Taramali elektron mikroskobu (SEM) cihazi kullaniimigtir. Monolitik kolonun,
yuzey alani ve gozeneklilik 6zellikleri igin Brunauer-Emmet-Teller (BET) analizi
gerceklestiriimistir. Monolitik kolonun karakterizasyon c¢alismalari kapsaminda
yapilan bir diger analiz isleminde FTIR-ATR spektrofotometre analizleri
gerceklestirildi. Kromatografik performanslarinin yani sira monolitlerin gegirgenlik
Ozelliklerinin artirlmasi igin gdzenek olusturucu, ¢apraz baglayici, monomer orani
ve polimerizasyon suresi gibi parametrelerin degistiriimesiyle farkl sentez kosullari
incelendi. Optimum gecirgenlik elde edilmesi sonrasinda alkil benzen tirevli
bilesikler kullanilarak monolitlerin kromatogarfik performanslari tayin edildi. Bu
calismada, enantiyomerik ayirimlari incelenmek Uzere triptofan, fenilalanin ve
tirozin, hidrofobik aminoasitler olarak segildi ve hazirlanan MAPA bazli CEC
kolonunda optimizasyon parametrelerinin incelenmesi amaciyla, akimin, basincin,
organik ¢dzucunun derisiminin etkisi ve enantiyomerik tirtin tespitine yonelik farkh
kosullar altinda enantiyomerik ayirimlar gercgeklestirildi. Calisma kolonunun
verimliligini ve hizini incelenmesi amaciyla teorik tabaka degerleri ve teorik tabaka
yukseklikleri hesaplandi. Tekrar kullanilabilirlik ¢alismalarinin  yapiimasinin
ardindan, molekuler baskilanmig kolon ile baskilanmamis kolonun ayirma

performansi elektrokromatografik olarak karsilastirildi.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Kromatografiye Girig

Kromatografi, karisimin icerisinde yer alan bilesenlerin hareketli faz yardimiyla
sabit faz Uzerinden suruUklenerek ayrilmasi prensibine dayanmaktadir. Adsorpsiyon
(sivi-kati), partisyon (sivi-kati), afinite (iyon degistirme) ve molekul bayuklUklerinin
farkh olmasi gibi molekdiller arasi birtakim iligkilere bagl parametreler, molekullerin
birbirinden ayrilmasi surecindeki etkili olmaktadir [39,40]. Bu etmenlere bagli
olarak karigim icerisinde yer alan bilesenlerden bazilari sabit faz Uzerinde daha
fazla tutunarak kromatografik sistemi daha gec¢ terk ederken, diger bazi bilesenler
ise sabit faz Gzerinde daha az tutunarak ve buna bagl olarak da sistemden daha

hizli ayrilmaktadir [41].

Kromatografi prensibinde sabit faz, hareketli faz ve ayrilan molekuller olmak Uzere
3 temel unsur bulunmaktadir. Sabit Faz faz daima kati bir faz olabilecegi gibi, kati
yuzeyinde adsorplanmis sivi bir destek maddesi de olabilmektedir. Hareketli Faz
ise Bu faz her zaman sivi ya da gaz bilesenlerden olugsmaktadir. Bir diger temel
unsur ise ayrilmasi istenen molekullerdir. Molekullerin birbirinden ayrilmasinda
hareketli faz, sabit faz ve karisim igerisindeki molekuller arasindaki etkilesimler
etkili olmaktadir. Partisyona dayali kromatografi metdolari molekillerin
ayrilmasinda etkili oldugu gibi, amino asitler, karbonhidratlar ve diger yap taslarini
iceren kucuk molekullerin taninmasini saglar. Buna karsilik afinite kromaotgrafisi
ise nukleik asit ve proteinler gibi makro molekuler bilesiklerin ayriimasinda ¢ok
daha etkili olmaktadir. Kagit kromatografisi proteinlerin ayrilmasinda kullanildigi
gibi protein sentez ile lgili g¢alismalarda uygulanabilmektedir. Gaz-sivi
kromaotgrafisi alkollerin, esterlerin, lipidlerin ve amino gruplarinin yani sira
enzimatik reaksiyonlarin takibinde yararlanilabilmektedir. Proteinlerin molekdl
agirhiklarinin belirlenmesinde ise Molekuler—Elek kromatografisi iglev gérmektedir.
DNA, RNA pargaciklari ve virGslerin saflastiriimasinda Agar-Jel Kromaotrafisi

uygulanabilecegi literatlrde yer almaktadir [42].

Kromatografide sabit faz olarak kati faz ya da kati fazin ylzeyinde yigiimis sivi

tabaka maddeler kullanilabilir. Hareketli faz, sabit faz Uzerinden gaz ya da sivi



maddeler olarak gegis akiskanlik gostermektedir. Eger hareketli faz sivi ise bunun
adint Sivi Kromatografisi (LC) ya da gaz ise Gaz Kromatografisi (GC) adini
almaktadir. Gaz kromatografisi, gazlarin yani sira ugucu sivilar ve bazi kati
malzemelerin ayrilmasinda kullanilabilmektedir. Sivi kromatografisi ise termal

agidan kararsiz ve ugucu olmayan malzemeler i¢in uygulanabilmektedir [43].

Kromatografi uygulamalari, molekullerin ayirimini temel almasinin disinda
kantitatif analiz yapmayi ve ayirimin uygun bir zaman arahd igerisinde
gerceklestiriimesini amacglamaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda yeni kromatografik
sistemler geligtiriimektedir. Bu yontemler igerisinde yer alan baslica yontemler
sunlardir:  Kolon Kromatografisi, ince Tabaka Kromatografisi (TLC), Iyon
Degistirme Kromatografisi, Kagit Kromatografisi, Gaz Kromatografisi,  Jel
Kromatografisi, YlUksek Performansh Sivi Kromaotgrafisi (HPLC) ve Afinite

Kromaotgrafisidir [44].

2.1.1. Kromatografi Cesitleri

Kolon Kromaotgrafisi

e [yon Degistirme Kromatografisi

e Jel (Molekuler Elek) Kromatografisi
e Afinite Kromatografisi

o Kagit Kromatografisi

e ince-Tabaka Kromatografisi

e Gaz Kromaotgrafisi

e Boya-Ligand Kromatografisi

e Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi
e Pso6do Afinite Kromatografisi

e YUksek Basingli Sivi Kromatografisi

2.1.1.1. Kolon Kromatografisi

Proteinlerin sahip oldugu yapisi, blayukligu, toplam net yilk, sabit faz olarak

kullanilabilmesi ve badlanma kapasitesi gibi ¢esitli karakteristik 6zellikler sebebiyle



kromatografik metodlarin kullaniimasi yoluyla saflastiriimasi gerekmektedir. Kolon
kromatografisi ise bu amag¢ dogrultusunda en yaygin olarak kullanilan yontemdir.
Kolon kromatografisi, biyomoekuller bilesiklerin  saflastirimasi amaciyla
kullaniimaktadir. Bu yontemde kolonda ilk 6nce madde ayrilir. Ardindan, hareketli
faz uygulanir. Kolondan hareketli faz geciriimesi ardindan numune zaman ve

hacme bagl olarak toplama kabina alinir [45].

Numune

Sabit faz

Eltat

Sekil 2.1. Kolon Kromatografisi 6rnegi.

2.1.1.2. iyon Degistirme Kromatografisi

lyon degistirme kromatografisi, yiklii protein gruplari ile matriks olarak kabul
edilen katl destek malzemesi arasindaki elektrostatik etkilesimlere dayanmaktadir.
Proteinin ayrilabilmesi igin matriksin iyon yuku ile ayrilacak numunenin yuku
karsilikh zit olmalidir ve protein ile kolon afinitesinin uyumlulugu iyonik etkilesimler
ile gergeklestirilebilir. Kolondan proteinlerin ayrilmasi ise pH degisikligi, tampon
¢ozeltinin iyonik siddeti ve tuz ¢ozeltilerinin derisimine bagh olarak gergeklesir [46].
Pozitif yaklu iyon degistirici matriksler anyon degistirici matriks olarak tanimlanir ve
negatif yUklu proteinleri adsorplar. Buna goére negatif yuklu iyon dedgistirici



matriksler ise katyon degistiriciler olarak pozitif yuklu proteinleri adsorplamaktadir
[47].

2.1.1.3. Jel Filtrasyonu (Molekiiler Elek) Kromatografisi

Jel Filtrasyonu (Molekuler Elek) kromatografisinde makromolekulerin ayrilmasi igin
bu molekuler yapilarin buyukliklerinden dogan farkliliklara bagh olarak dekstran
iceren malzemelerin kullaniimasi prensibi yatmaktadir. Bu yontem, proteinlerin
molekuler agirliklarinin belirlenmesi ve protein ¢ozeltilerinin iyon derisimlerinin
azaltilmasinda kullanilir [48]. Jel Filtrasyonu kromatografisindeki kolonlarinda
kullanilan sabit faz malzemeleri, kiglik goézenekli inert molekuller icermektedir.
Farkh boyutlardaki molekuller iceren karigim, sabit akig hizi ile kolondan surekli
olarak gegciriimektedir. G6zenek boyutundan daha buylk caph molekiller jel
parcaciklarinda nufuz edilemezken, molekuller parcaciklar arasinda sinirli bir
alanda tutulmaktadir. Genis boyutlu molekuller kolon igerisinde gozenekli
parcaciklar arasinda kalan bosluk kisimdan gecer. Gézenek boyutundan kiguk
molekuller ise gozenekler igerisinde tutulurken, molekullerin boyutlar kuguldukge
allkonma sureleri de ona bagh olarak uzamaktadir [49]. Sephadeks G tipi
malzeme en sik kullanilan kolon malzemesidir. Dekstran, agaroz, poliakrilamid

grubu bilegikler ise diger yaygin olarak kullanilan kolon malzemeleridir [50].
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2.1.1.4. Afinite Kromatografisi

Bu kromatografi ydontemi enzimler, hormonlar, antibadiler, nukleik asit ve bazi 6zel
proteinlerin saflastiriimasi isleminde kullaniimaktadir [51]. Dekstran, poliakrilamid
ya da seluloz gibi yapilar igeren ¢esitli 6zel proteinler ile kompleks olusturabilen
ligandlar kolonun dolgu malzemesi ile baglanirlar. Ligandlar ile kompleks
olusturabilen proteinler matrikse tutunur ve kolonda yeniden alikonurken, serbest
protein ise kolondan ayrilir. Bu ayrilma iglemi pH dedgisikligi, iyonik siddet etkisi ya

da tuz ¢ozeltisi ilavesiyle gergeklesir [52].

.

Cikan madde

Kati destek Ara kol Ligand
malzemesi

Sekil 2.3. Afinite Kromatografisi.

2.1.1.5. Kagit Kromatografisi

Kagit kromatografisinde destek malzemesi olarak suyla doyurulmus sellloz
tabakasi kullaniimaktadir. Bu yontemde destek malzemesi olarak filtre kagit su ile
desteklenerek gozenekleri su damlalari ile dolar ve sabit faz sivi faz halini alir.
Tankin igerisinde yer alan uygun sivi ise hareketli fazi olusturur. Kagit

kromatografisi ayni zamanda sivi-sivi kromatografisidir [53].



2.1.1.6. ince Tabaka Kromatografisi

ince tabaka kromatografisi, yapilis teknigi acisindan kagit ve adsorpsiyon
kromatografisi ile benzerlikler gostermektedir. Bu ydntemde, sabit faz olarak
silikajel, talk, aliminyum oksit, toz selliloz, diatomeli topraklar gibi maddeler
kullanilir. Bu malzemeler su ile bulamag haline getirilerek 6zel olarak hazirlanmig
cam veya metal levhalar Uzerine ince bir tabaka halinde yayilarak kurutulur.
Kurutma iglemi oda sicakliginda ya da daha yuksek sicakliklarda gergeklestirilir.
Eder bu islem oda sicaklhiginda gerceklestirildigi takdirde tabaka da ince bir su filmi
kalabilir ve bu durumda bu kromatografi yontemi sivi-sivi kromatografisi olarak da
adlandirilabilir. Daha yuksek sicaklikta gerceklestigi halde ise bu kez tabaka
Uzerinde su filmi kalmayacagindan kromatografi yontemi kati-sivi (adsorpsiyon)

kromatografisine benzer [54].

2.1.1.7. Gaz Kromatografisi

Bu yontemde sabit faz, cihaz igerisine yerlestiriimis ve inert kati yluzey lUzerinde
adsorplanmis sivi faz iceren kismi temsil etmektedir. Gaz kromatografisi, Gaz-sivi
kromatografisidir. Hareketli faz, neon ya da azot gazlarindan olusur. Kolon
boyunca yuksek basing altinda gaz gegiriimektedir. Analiz edilecek numune
buharlastirilarak gaz haline donlUsur ve hareketli faza girer. Numunedeki
bilesenler, kati faz ile hareketli faz arasindaki kisimda dagiimis halde bulunurlar.
Gaz kromatografisi basit, ¢cok yonli uygulamalarinin yani sira son derece hassas
ve hizli uygulanabilen bir teknik olmasi ile birlikte ¢ok duslk seviyedeki

numunelerin ayriminda kullanilabilmektedir [55].

2.1.1.8. Boya-Ligand Kromatografisi

Bu teknigin gelistiriimesi, Cibacron Blue F3GA boyasi igin birgok enzimin, purin
nakleotitlerine baglanma kabiliyetinin ispatlamasi amacina dayandiriimistir [56].
Negatif yUkli gruplu dizlemsel halka yapisi, NAD (Nikotinamid Adenin
Dinukleotitin)’in yapisina benzerdir. Bu benzerlik, Cibacron Blue F3GA boyasinin
NAD’nin baglanma bdlgelerinden adenin ve riboz bdlgesine baglanmasiyla

kanitlanmistir.  Boya, @ ADP(Adenozin  difosfat)-riboz  yapisina  benzer
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davranmaktadir. Diger adsorbentlerin aksine ise 10-20 kat daha fazla baglanma
kapasitesine sahiptir. Uygun pH segimi, yluksek iyonik siddete dayali ¢ozeltilerle ve
adsorbentlerin  iyon degistirme 0zelliginden yararlanilarak adsorbe olmus

proteinlerin kolondan ayrilmasi gergeklestirilebilmektedir [57,58].

2.1.1.9. Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi (HIC)

Afinite kromatografisinde ligand baglayici olarak kullaniimis adsorbentler, bu
yontemde kolon malzemesi olarak hazirlanir. HIC yontemi, kromatografi matriksine

bagli yan zincirler arasindaki etkilesimlere dayalidir [59,60].

2.1.1.10. Psodo Afinite Kromatografisi

Azo boyalar ya da antrakinon boyalari gibi bazi bilesikler, transferaz, dehidrojenaz,
reduktazlar ve kinazlar gibi bazi enzimlere karsi afiniteleri sebebiyle ligand olarak
degerlendirilebilirler. imobilize Metal Afinite Kromatografisi (IMAC), bu tip

kromaotgrafi ydntemi olarak en yaygin olarak bilinen kromatografik yontemdir [61].

2.1.1.11 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Bu yontemi kullanarak birgok molekulin yapisal performansinin ve fonksiyonel
analizinin gerceklestiriimesinin yani sira ¢ok daha kisa sureler igerisinde birgok
molekulin saflastirimasi mimkianddr. Aminoasitler, karbohidratlar, yadlar, nukleik
asitler, proteinler, steroitler ve birgok biyolojikge aktif molekullerin ayrilmasi ve
belirlenmesi isleminde HPLC mukemmel sonuglar verebilmektedir. HPLC’de
hareketli faz, 10-400 atmosfer basinci arasinda degisen basing ve 0.1-5.0 cm/sn
araligindaki akis hizi ile kolondan gegiriimektedir. Bu yontemde ¢ok kuguk
miktarda pargaciklarin kullaniimasi ve ¢ozicunun akis hizinda yuksek basincin
uygulanmasi, HPLC’nin ayirma gucund arttirmakta ve analiz sdresini de
kisalmasini saglar. HPLC igin gerekli baslica bilesenler; ¢dzlcu deposu, yuksek
basing tanki, ticari kolon, dedektor ve kaydedicidir. Analiz iglemi bilgisayar
ortaminda takip edilerek kaydedilir [62].
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2.1.2. Kromatografinin Uygulama Alanlari

llk zamanlarda kromatografi, maddelerin renkleri vasitasiyla birbirlerinden
ayrilmalari igin kullaniimaktayken, uygulama alani gun gectikge geniglemektedir.
Gunumuzde ise oldukga hassas ve etkili ayirma yontemi olarak kabul edilmektedir.
Kromatografi yontemi biyokimyacilar i¢cin ¢ok degerli bir teknik olmasiyla birlikte
tibbi laboratuvar calismalarinda kolaylikla uygulanabilmektedir. En kullanigh ve
ayirma ve belirleme ydntemlerinden olan kolon kromatografisi vasitasiyla,
proteinlerin sahip oldugu karakteristik 6zellikler Gzerinden saflastiriimalari mimkin
olmaktadir. Daha kuglk biyolojik yapi taglari olarak amino asitler, karbohidratlar,
nukleik asitler, karbohidratlar antibiyotikler ve ilaglarin saflastirlmasinda, yuksek
derecede hassaslik, hizli sonug alabilme gibi sahip oldugu Ozelliklerle en etkili
kantitatif metotlardan bir tanesi siUphesiz HPLC’dir.  Diger yandan, kagit
kromatografisi kalitsal metabolizma bozukluklarinin belilenmesinde vucut
sivilarinda bulunan c¢esitli seker ve amino asit tlrevlerinin tespitinde
kullaniimaktadir. Gaz kromatografisi, laboratuvarlarda lipid, steroit ve barbittrat

olcumunde kullanihr [63].

2.2. Elektroforez ve Kapiler Elektrokromatografi

2.2.1. Elektroforez

Bir ¢ozeltideki iyonlarin uygulanan elektrik potansiyeli vasitasiyla go¢ etme olayina
elektroforez denir. Iyonlarin hareketliligi esnasinda katyonlar, eksi yiikli elektrod
olarak katoda ve anyonlar ise arti yukli elektrod olan anoda dogru go¢ ederler.
Uygulanmakta olan elektrik potansiyellere karsilik, her iyonun kendine 6zgu go¢

etme hizi bulunmaktadir [64].

2.2.2. Kapiler Elektroforez (CE)

Uygulanan elektriksel alan yardimiyla, silika kapiler kolon igerisindeki biyo
molekullerin hareket ederek go¢ etmesi esasi kapiler elektroforez olarak bilinir
[65]. Kapiler elektroforez sisteminin ¢alisma prensibi genel itibari ile Sekil 2.4.’de
gosterilmigtir. Buradan anlagilacagi gibi, silika kapiler kolon, elektriksel voltaj
uygulayici, dedektor, UV lamba, elektrolit ¢ozeltileri ve numune sistemin temel
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bilesenlerini olusturur. Kapiler elektroforezde analitlerin ayirminda temel surucu

guc elektroozmotik akis (EOF)'dir.

Anot Voltaj saglayici Katot
Delt:i)eAthdr
Kapiler y
(+) Elektrot (+) Elektrot
< P

inlet tampon Numune Outlet tampon

Sekil 2.4. Kapiler elektroforez sistemi

Sekil 2.5.de silika kapiler kolon igerisindeki EOF olusumunu gdstermektedir. Bazik

kosullarda (veya pH>3.5), silika kapiler yuzeyinde silanol gruplari, negatif yukla

silanat sekline donusur ve elektrolit ¢ozeltisinin pozitif iyonlari negatif ylzey

tarafindan c¢ekilerek elektrostatik etkilesim ile elektriksel cifte tabaka olusur.

Elektrolit ¢ozeltisi icerisinde bulunan pozitif iyonlarin ¢odu ikinci bir dagilma

tabakasinda bulunur ve elektriksel alan uygulanmasi ile pozitif iyonlarin katoda,

negatif iyonlarin anoda dogru hareket etmesi EOF olarak agiklanir.
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Sekil 2.5. Elektroozmotik akis (EOF) olusumu [66].

Elektriksel alan uygulanmis bir kapiler kolon igerisindeki iyonlarin durumu Sekil
2.6.da gosterilmektedir. Uygulanmakta olan elektriksel alan ve olusturulan EOF
etkisiyle iyonlar, kolon boyunca hareket halindedir. Ornek numune icerisinde yer
alan bilesenlerin birbirinden ayrilip, kolonu terk etmesi ise kapiler elektroforez ile
uygulanmakta olan elektriksel alan ile saglanir. Anlagilacagi Uzere, iyonlarin kendi
elektroforetik hareketleri ile birlikte elektroozmotik akis (EOF), hareketli faz ile

birlikte yurutulen iyonlarin hareketinde ¢ok buyuk bir katkisi vardir [66].

FFTRFTF LI T F T T T T F
= - - - N + + *,
: = - N ++ * *
__ N - N + + *,
= - _ + + 'y —
- i _ ™
= = NN * > &b
= = + + *

Sekil 2.6. Kapiler kolon igerisine elektriksel alan uygulamasi ve EOF ile analitlerin
hareketi [66].

Yuksuz bilegikler, HPLC ve CEC sistemlerinde hareketli faz ile ayni yonde egilim

gOsterirken, sabit faza karsi afinitelerine goére ise sistemi farkli zamanda terk
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ederler. Bu duruma iligkin temsili gosteri, sekil 2.7.A’da yer almaktadir. Ancak,
numunenin yukla bilesenler igermesi halinde iyonlarin kendi elektroforetik
hareketlenmeleri ve yonelmelerinin turd ve buyukligune gore analitlerin kolonda
alikkonma sureleri degisiklik gosterebilmektedir. Kolonu daha hizli terk eden
molekullere  baktigimizda, elektroozmotik akis (EOF) ve elektroforetik
hareketlenmenin ayni yonlu oldugunu gormekteyiz (sekil 2.7.B.). EOF ile
elektroforetik hareketlenme ayni yonde degdil ve EOF, elektroforetik
hareketlenmeden daha hizli ise analit kolonu, EOF isaretleyicisine nazaran daha
geg terk eder (sekil 2.7.C). Bu durumunda tersi olay halinde ise EOF igaretleyicisi
kolonu terk edemez ve Ornek numune igerisindeki bilesenlerin tayini

gerceklestirilebilir (sekil 2.7.D).

A . 3
) — = EOF A
+
B
— EOF Tt
@ & /\
I,
C . 2
— » EOF _ i
® © A
He =
D - .
EOF =

Sekil 2.7. (A-D) Kapiler elektrokromatografi sisteminde farkli ylklere sahip

analitlerin hareketi [67].

Elektriksel gifte tabakay! inceleyecek olursak, siki ve daginik tabaka olmak Uzere
iki bolgeden olusmaktadir. Dolgu maddesinin yuzeyinde yer alan iyonlagsma
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Ozelligine sahip gruplarin iyonlagsmasiyla, negatif yuklu hale gelirler ve hareketli faz
icerisindeki pozitif yuklu iyonlar ile etkilesime girerek “Stern Tabakasi” adi verilen
siki ve hareketsiz bir bolge olustururlar. Artan yUklu iyonlar ise hareketli faz
icerisinde dagilirlar. iyonlarin diizensiz bir bicimde bulundugu bu daginik bdlgeye
ise “Gouy Tabakas!” olarak adlandirilir. Bu bolgedeki iyonlar ise ¢ozelti bileseni
Ozelligi gostermektedir. Elektriksel Cifte Tabaka'ya istinaden 6rnek sunum, sekil

2.8.’de gosterilmisgtir.

Silika Duvar | Tabakas

O S "
u?) th(il\ © :{_ﬂ\ X _ ®
SO L © 1 S
Ji® oo © _©
(—j \HQ}I s — - ®
) L ® :,, " O

+_}| t‘“i:-" ®

Kapiler gepere olan uzaklik

Sekil 2.8. Silika duvarda Elektriksel Cifte Tabaka yapisi [68].

Toplam iyon derisimi ile kiyaslandiginda Elektriksel Cifte Tabaka igerisindeki yuk
derisiminin daha dusuk oldugu bilinir ve bu derisim farki, dolgu malzemesinin
yuzeyinden uzaklastikga daha da artmakta, diger bir degigle ise toplam iyon
derisimi daha da azalmaktadir. Bu durum neticesinde iyon derigimine paralel
olarak elektriksel potansiyelde azalmaktadir. 0-100 mV arasinda bir degere sahip
olan “Zeta Potansiyeli”’, Stern Tabakasi ile Elektriksel Cifte Tabakanin iyonlarini
barindirdigi kisim arasindaki elektrik potansiyeli olarak tanimlanmakta ve “C” ile
gOsterilmektedir. Buna gore, Dolgu malzemesinin ylzeyinden uzaklastikga yuk
yogunlugu da azaldigindan elektriksel potansiyel azalmaya devam eder.
Elektriksel Cifte Tabakanin kalinhgi, zeta potansiyelinin 0.37 kati oldugu yer olarak
belirlenir ve “d” ile ifade edilir. Zeta potansiyelinin hesaplanmasina iligkin
hesaplama esitlik 2.1.’de sunulmustur. Buna gore, zeta potansiyelinin buyuklugu;

elektriksel cifte tabaka kalinhgr ” “®d” ve yuzeydeki yuk miktarina ” ¢” gore
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degisim gosterirken, elektriksel gecirgenlik “ ¢,” , dielektrik sabiti ise “ ¢,” ile ifade

edilmektedir.
Zeta potansiyeli, “C” asagida verilen Esitlik 2.1.’deki bagintiyla

hesaplanabilmektedir.

(=2 (Esitlik 2.1.)

Eoér

Elektriksel c¢ifte tabaka kalinhdi ise elektriksel gecirgenlik,” €. ve elektrolit

¢ozeltisinin iyonik glicline, “I” baglidir. Bu esitlikte yer alan Burada F, R, ve T

siraslyla Faraday sabiti, ideal gaz sabiti ve mutlak sicakhgi temsil eder.

Elektriksel Cifte Tabaka Kalinhgi,” &” asagidaki esitlik 2.2'de gibi

hesaplanmaktadir.

5= /% (Esitlik 2.2.)

Esitlik 2.2.’den anlasilacagi Uzere, ¢ozeltinin iyonik gucu ile elektriksel ¢ifte tabaka

kalinligi ters orantili olarak degismektedir [69].

Kapiler kolon boyunca uygulanan elektriksel alan sonrasi olusan elektroozmotik
akisin biyUkligi,” ugor = ise zeta potansiyeli ile dogru, hareketli faz gdzeltisinin
o I

viskozimetresi, “p"" ile ters orantili olarak degismekte olup, esitlik 2.3.’deki
bagintiyla bulunur.

€0&rC

Kapiler elektroforez farkli metodlari kullanilir.
i) Kapiler zone elektroforez (CZE)

i) Kapiler jel elektroforez (CGE)
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iii) Kapiler izotakoforez (CITP)
iv) Kapiler izoelektrikfokuslama (CIEF)
V) Miseller kapiler elektrokinetik kromatografi (MEKC)

vi) Kapiler elektrokromatografi (CEC)

Kapiler elektroforez yonteminde bilegsenlerin ayinmi buffer ¢ozeltisi ile numune
¢Ozeltisinin kisa sureli yer degistirerek numunenin hidrodinamik veya elektro
kinetik uygulamasi ile gerceklestirilir. Elektroforez ve kromatografi tekniginin
kombinasyonu ile olusturulmug kapiler elektrokromatografi (CEC) en ¢ok kullanilan

kapiler elektroforez metodlarindan biridir [70].

2.2.3. Kapiler Elektrokromatografi

Elektrokromatografi, cok kiglk ¢apli ve dolgulu bir kolon igerisinde hareketli fazin
yuratulmesi amaciyla, tipki HPLC’de hidrolik basing kullanimin yerine,
elektoroozmozun yurutticu kuvvet olarak tercih edilmesiyle uygulanan kromatografi
tekniklerinden bir tanesidir [71]. Kapiler Elektrokromatografi (CEC), Yuksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ve Kapiler Elektroforez (CE) tekniklerinin
birlesimi olarak tanimlanmaktadir. CEC’in kapiler kolon igerisindeki hareketli fazin,
elektroozmotik akis (EOF) ile yurutulerek sabit faz ile etkilesiyor olmasi yuksek
secicilik, yuksek verimlilik ve yuksek ¢ozunurlugun yani sira kullanilan numunenin
miktari ve ¢ozlcu sarfiyati agisindan avantaj saglamaktadir. Elektroozmoz, elektrik
alan yardimi ile sabit faz ile etkilesim halinde hareketli fazin yarttalmesi iglemidir
ve elektroozmotik akis da hareketli faz ile sabit faz arasinda meydana gelen
Elektriksel Cifte Tabaka (Electrical Double Layer) ile saglanir. $Sekil 2.9.da
elektroozmotik akis semasi gosteriimektedir [68]. Elektroozmotik akis (EOF)’nin

takibi, pH, iyonik gli¢ ve organik modifiye edici gruplar Gzerinden yuratulebilir [72].
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Sekil 2.9. Elektroozmotik (EOF) akis semasi [68].

Yurutict kuvvet olarak HPLC sisteminde hidrolik basing kullaniimasi parabolik
akis olusmasina neden olurken, CEC sisteminde ise elektriksel alan uygulamasi
ile diz akim olusur ve sekil 2.10."da gosterildigi gibi tipa tipi (plug flow) akis
profiline sahip EOF (Elektroozmotik akig) meydana gelir. Bu durumda daha yuksek
verimle birlikte daha yuksek pik kapasitesine ulagilir ve etkin kromatografik ayirim

gergeklesmis olur.
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Basing siiriiciilii sistem (HPLC)
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Sekil 2.10. (A) HPLC ve (B) CEC sistemlerinde elde edilen akis profilleri ve analit
pikleri [66]..
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EOF, CEC ve CE’de ortak olarak kullanilan yuriticu kuvvet iken, analitlerin ayrimi
ise yalnizca elektroforetik hareketlilige bagh olmayip, hareketli faz ve sabit faz
arasindaki etkilesim de buyuk énem tasimaktadir. CEC’in, ayrica CE’den farkh
olarak hareketli faz ile sabit faz arasinda etkilesimi ise Elektriksel Cifte Tabaka ile
saglanmaktadir. CEC, CE ve HPLC’ye nazaran kolon igerisinde sabit faz icermesi
sebebiyle daha yuksek pik kapasitesi ve segiciligi vardir. Yurttict kuvvet olarak
EOF’nin kullaniimasi ve igerdigi dolgulu kolon neticesinde yuksek ayirma
performansina ulasilabilmektedir [71]. CE ile CEC arasinda elektroozmotik akis
uzerinde katki vermek acisindan kaynak bakimindan farklihk yasanmaktadir.
CE’de kapiler duvar Uzerindeki yuzey yukleri EOF’yi saglarken, CEC’de ise bu
katki partikillerden gelmektedir. CEC igin dlUsundldiginde partiklllerin
cesitliliginin yani sira silanol gruplarinin ve diger bagl gruplarin miktari da EOF
akigl Uzerinde etkisi bulunmaktadir. Sabit faz olarak kullaniimakta olan silika
kolonlar igin ylzey alani ve boyut farkliliklari temel alinarak ticari olarak temin
edilebilmektedir. Bu amac¢ dogrultusunda silikaya bagli alkil gruplarinin takiimasi

isleminde cesitli Uretici firmalar tarafindan farkli yéntemler uygulanmaktadir [72].

Diger bir deyigle kapiler elektrokromatografi, kapiler kolon boyunca uygulanan
elektriksel alan vasitasiyla sabit faz olarak kabul edilen kromatografik kati destek
maddesinin kullanimiyla sivi fazda gerceklesen ayirma islemi olarak da ifade
edilebilir [73].

2.2.3.1. Kapiler Elektrokromatografi (CEC) Sisteminin Tarihsel Geligimi

Elektriksel alan kullaniminin kromatografik ¢alismalarda ilk kez uygulanmasi 1939
yilinda gergeklesmistir. Strain, boya maddelerini ayirmak igin yaptidi ¢calismada
elektroozmotik akig vasitasiyla analitlerin ayrilabilecegini gostermistir. Bu ¢alisma
sirasinda alimuna igeren sabit faza elektriksel alan uygulamig ve adsorpsiyon
kromatografisi teknigi ile birlikte kombine edilerek EOF’nin kullanilabilirligi ilk kez
incelenmigtir [74]. 1949 vyilinda Shepard ve Tiselius tarafindan yayinlanan
calismada, elektriksel alan kullanimiyla jel boyunca bilesiklerin hareket
ettirilebildikleri literatirde yer almigtir [75]. 1952 yilinda yayinlanan bir ¢alismada
ise elektriksel alan ilk kez ince tabaka kromatografisinde kullaniimigtir [72]. 1974,

Kapiler elektrokromatografi (CEC) sisteminin literatirde isminden ilk kez
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bahsedildigi yil olmustur. Proterius ve arkadaslari, 1 mm c¢apindaki dolgulu
kolonlarda elektromatografik uygulama gerceklestirmiglerdir [76]. Jorgensen ve
Lukacs’in, 1981 yiinda 170 um c¢apinda partikillerle doldurulmus kolonda
elektrokromatografik ayirmayi incelemisler ve ylksek verimliligi rapor etmislerdir
[77]. acik tubiler ve dolgulu kolonlarin CEC sisteminde ilk kez kullanimi 1987
yihinda gergeklesmistir [78]. 90’ yillarin basinda Knox ve Grant'in yaptigi
calismalarda CEC'’in potansiyeline dair kayda deger gozlemler elde edilmistir.
Knox ve Grant, teorik tabaka yuksekligini disurdakleri bu calismalarda ise 1.5
pm’den duasuk partikil boyutunda malzemeler ile 30-200 pm c¢apindaki ve
uzunlugu 1 metreye ulasan kolonlar kullanmiglardir. [79]. 1997 yilindan itibaren
ise makrogozenekli polibUtiimetakrilat monolitik kolonlar kapiler
elektrokromatografi (CEC) sabit fazi olarak kullaniimaya baslanmistir [80]. 1994
yilindan itibaren Smith ve Evans’in C18 sabit fazin1 kullanarak CEC sisteminde
cesitli ayrimlarin gerceklestirildigi ¢alismalar ile birlikte CEC sistemi, ilag
sanayisine girmeye baslamigtir. Ayni grubun bir diger galismasinda ise bu kez
katyon degistirici fazlar kullanilarak, ilaglarin ayrimi hususunda daha iyi sonuglar
elde edilmigtir [81,82]. Elektriksel alan uygulamasinin kromatografi ¢galigmalarinda
ilk kez kullaniimasindan itibaren CEC'in tarihsel gelisim sireci Cizelge 2.1.'de
verilmistir. 1939 yilindan itibaren gunumize dek CEC uUzerinde bircok teori,
mekanizma ve format calismalari, kapiler elektrokromatografideki kolon
teknolojileri, enstrimental icerigi ve gesitli uygulama alanlarina yonelik gelismeler
yasanmaktadir [83-85]. CEC’te kapiler kolon igerisindeki hareketli fazin,
elektroozmotik akis (EOF) ile ylrutulerek sabit faz ile etkilesiyor olmasi ylksek
secicilik, yuksek verimlilik ve ylksek ¢ozunurluk gibi avantajlari ile birlikte yeni bir
sivi-faz ayirma teknigi olarak literattirde gelisimini surdirmektedir [71, 86-88].
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Cizelge 2.1. Kapiler Elektrokromatografideki onemli gelismeler [72].

Tarih Gelisme

1939 Sivi kromtografide (LC) elektriksel alan kullanimi

1943 Elektrokromatografi teriminin literature girisi

1952 ince tabaka kagit kromatografisinde (TLC) elektriksel alan kullanimi
1974 1 mm i¢ ¢aph dolgulu kolonlardaki elektrokromatografi

1987 Dolgulu ve agik borusal kolonlardaki kapiler elektrokromatografi
1991 Katle ile elektrokromatografinin kombinasyonu

1997 Monolitik gozenekli yapilarin kapiler elektrokromatografide kullanimi

2.2.3.2. Kapiler Elektrokromatografi (CEC) Sistemleri

ic capi 50 ile 100 ym arasinda degisen yaklasik 100 cm uzunlugundaki silika
kolonlara dolgu malzemesi takviyesiyle kapiler elektrokromatografi kolonlari elde
edilir. Dolgu maddesi olarak ise genellikle capi 1.5 ile 10 ym arasinda degisen
silika jeller kullaniimaktadir. Kolonlar, genellikle dolgu malzemesinin yuksek
basin¢li pompalar ile doldurulmasiyla hazirlanir. CEC sistemindeki hareketli fazlar,
akisin devamliigini saglayan ¢ozeltiler icermektedir. Sivi kromatografisi (LC) ile
karsilastinldiginda ise CEC sisteminde kullanilan organik modifiye edici gruplarin
sayisi daha fazladir. Hareketli faz icin asetonitril derigsiminin %50-90 arasinda

degerde olmasi tercih edilir.

Analit yapisinin tayininde kullanilmamasina ragmen, basit ve kullanilabilir olmasi
sebebiyle CEC sisteminde siklikla fotometrik dedektor kullaniimaktadir. Fotometrik
dedektorun tek basina kullanildigi CEC sistemindeki analizlerde ise CEC
kolonundaki dedektor hicre uzunlugunun, HPLC hucresi ile kiyaslandiginda
yaklasik 2 kaat daha klguk olmasi sebebiyle HPLC analizlerine karsilik100 kat

daha az duyarlihk tespit edilmektedir. UV, floresans ve kuitle dedektorlerinin
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kullaniimasi CEC’de dedektor kullanimi olarak alternatiflik saglamaktadir. Molar
seviyenin 1000 kat asagisina inildiginde ise floresans tayin, basit UV tayinine gore
1 ile 4 kat arasinda degisen seviyede daha fazla duyarl oldugu goézlenmektedir.
Lazerle uyarlanmis floresans dedektér kullanildi§inda ise tayin seviyesini 10° M’a
kadar dusurebilmektedir ve bodylece duyarlihk daha fazla artis gosterir. Kitle
dedektoru kullanildiginda mikromolar seviyede tayin gerceklegtirilebildigi gibi
molekulin yapisi hakkinda bulgular hakkinda fikir verebilmektedir. Bunlar ile
birlikte termo-optik absorbans, NMR, fotokimyasal tepkime tespiti ve 1sik sacilimi

calismalari gibi farkli tayin yontemleri de literattirde yer almaktadir [89].

CEC’in, sivi kromatografisi (LC) ile kiyaslandiginda gozlemlenen en Oonemli
avantaj etkinliginin ¢cok ylksek olmasidir. CEC ve LC’deki van Demter grafikleri
birbirinden farklidir. Sebebi ise CEC’de kanallar arasindaki akis farkliligi ve girdap
olusumu daha azdir. Ayrica, sabit fazdaki partikiller LC’de akigi engellerken,
CEC'de elektro-ozmotik akis  partikil  yluzeylerinde  gerceklestiginden
engellemezler. CEC’de kolon boyunca basing dislisu olmadidindan, kolonlarin
kullanimi mimkindir. Ancak, LC ile CEC arasindaki temel fark elektro-ozmotik
akisi saglayabilecek 2-akriloamido,2-metilpropansulfonik asit (AMPS) gibi

fonksiyonel monomerlerin polimerizasyonunda kullaniimasidir [72].

2.2.3. Kapiler Elektrokromatografinin Uygulama Alanlari

Yuksek segcicilik, yuksek ¢dzinurlik, yuksek pik kapasitesi ve hizli ayirma gicu
gibi avantajlari dolayisiyla CEC, bugun itibariyle eczacilik, c¢evre, Kliniksel,
biyolojiksel ve tarim-gida analizlerinde olmak Uzere bir¢gok alanda yaygin bicimde
uygulanmaktadir. CEC’de yuksuz bilesiklerin ayrimi kromatografik mekanizmaya
bagli olarak gerceklesirken, yuklu bilesiklerin ayrilmasi ise hem kromatografik hem

de elektroforetik mekanizmaya bagli olarak gergeklesir [83] .

2.2.3.1. Notral Molekiiller

Notral molekullerin CEC uygulamalarina rastlamak mumkdndur. Silanizasyonun

yukselmesi ile birlikte hareketli fazin pH’1 genellikle 7’den buyuktir. pH'In 2 ile 9
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arasinda degistigi ortamda kromatografik analizler gercgeklestirilebilmektedir.
Silanol gruplarinin CEC uygulamalarinda yer almasina ek olarak son donemlerde

CEC analizleri igin ters faz kolonlarda gelistiriimektedir.

2.2.3.2. Asidik Molekuller

EOF dretebilen sulfonik asit kullaniimasiyla birlikte genis pH araliginda
kromatografik analizler gerceklestirilebilmektedir. Eurby ve arkadaslari, sulfonik
asit ve alkil gruplarinin ayni silika sabit faza birlikte baglayarak bu karisima ait bir
faz calismalarinda kullanmistir. Iyonik formdaki asidik molekiiller EOF’'ye gdre
kargi anoda dogru hareket ederler. Devaminda ise, elektrokintekik numune
yukleme esnasinda kolona ge¢meyebilirler. Bu da ornegin dedektore dogru
suruklenmesine neden olmaz ve tayin yapilamaz. Bu nedenle analizi yapilacak

asidik molekullerin iyon baskilanmig turlerinin kullaniimasi gerekir [90].

2.2.3.3. Bazik Molekiiller

EOF akis elde edilmesi hususunda bilindigi Uzere asidik yapidaki silikaya ihtiyac
duyulmaktadir. Buna karsilik, numune ile iyonik haldeki silanol gruplarinin kuvvetli
ikincil etkilesimleri sebebiyle elde edilen pikler sorunludur. CEC analizlerini bazik
molekuller Uzerinde degerlendirmek zor bir suregtir. Bu dezavantajli durumun
giderilmesi Uzerine, ortama silanol gruplari i¢in yarismali trietilamin molekullerinin
hareketli faza ilave edilerek ¢ozllebilecegi onerilmistir. Bazik ilaglar icin, Cig
kolonlari ile galisildiginda kuyruklu pik sekilleri elde edilmesi halinde, fenil grubu
takil sabit fazlarin kullanilabilecegi literatirde yer almaktadir. Silikaya bagli fenil
ya da C18 kolonlari, serbest silanol gruplarina bazik ilaglar ile etkilesebilmesini
Onleyebilir. Boylece ise yeni sabit fazlara ihtiyag duyulur. Bu hedef dogrultusunda
bazin pKa’'sina bagll olarak iyon baskilanmis dolgu malzemeleri kullanilabilir.
Smith ve Evans, bazik molekullerin analizleri i¢in kuvvetli katyon degistirici kolonlar
kullanmiglardir. Boylece trisiklik bazik ilaglari 8.10° plaka/metre gibi etkin plaka
sayisi ile ayirabilmislerdir [81,82]. Maruska ve Pyell sellloz temelli C18 fazlar ile
piridin  bazinin analizinde iyi bir pik elde etmiglerdir. Silika kolonla
karsilastirildiginda, C18 kolonlarinda silanol gruplarindan dolayi pikte kuyruklanma
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gOzlemlenirken, seluloz kullaniminda ise piklerde kuyruklanmaya rastlanmamistir
[91].

2.2.3.4. Eczacilik Analizleri

CEC’in hizla gelismesine katkida bulunan siniflardan bir taneside farmakolojik
calismalardir. ilag endistrisinde gergeklestirilen bu gcalismalarda yiiksek etkinlik ve
hizlh ayirrm o6zelligi sayesinde CEC’in geleneksel kromatografik yontemlere
tamamlayici olmasini saglamis ve oldukga kompleks karigimlar ayrilmistir. CEC,
antibiyotiklerin, barbirturatlarin, prostaglandinlerin, diuretiklerin, makrohalkali
laktonlarin, peptidlerin, ndkleozit ve purin bazlarinin, ftalat ve parabenlerin
ayrilmasinda basarili bir sekilde uygulanmigtir [81, 92-98]. CEC uygulamalari ile
birlikte HPLC’nin yetersiz kaldigi konularda kapiler elektrokromatografi tekniginin
gelisimi de hizlanmigtir. Smith ve Evans’in ila¢ analizinde uygulanmak tzere CEC
sisteminin ilk kez kullanildi§gi c¢alismanin ardindan eczacillk alaninda CEC
uygulamalarina iligkin bir¢ok calismalara rastlanmaktadir [99]. Diastroizomer
steroidlerinin ayrimindaki yetersizligini CEC kullaniimasiyla tamamlandig! rapor
edilmistir [27]. Hsu ve arkadaslari, 9 adet benzer Ozellikte sulu ¢ozeltide anti-
inflamatuar ilag 6rnegini, CEC’e modifiye edilmis UV ve MS yardimh sistemde
ayrimini ispatlamiglardir [100]. Kositarat ve arkadaslari, yuksek secicilik ve
hassaslikla tocopherol homologlarinin CEC sisteminde RP (ters fazli)-monolitleri
de dahil ayrimini gerceklestirmislerdir [101]. ila¢c kalite-kontrol ve toksikolojik
analizler icin termodinamik ve kinetik calismalara ek olarak enantiyomerik
amaclara yonelik metodlar gelistiriimesi gereklidir. Cesitli kiral ilaglarin CEC
sisteminde enantiyoayrimi amaci dogrultusunda Lu ve arkadaslari mikro tabanli
silika sabit faz hazirlamiglar ve uygulamislardir [102]. Kullanilan mikrometre ¢ap
mertebesinde sabit faz vasitasiyla ylksek orandaki rasemik karisimlarin CEC’de ki
analizlerinin, HPLC’deki analizlere kiyasla daha iyi ayrimlar gergeklestirildigi rapor
edilmistir. Auditore ve arkadaslari, amlodipin ve iki kiral tirevinin enantiyomerik
ayrimi amacityla yeni olarak polisakkarid bazl kiral sabit faz sentezlemiglerdir
[103]. Son zamanlarda, Pan ve arkadaslari, 6 amino grubu igeren ila¢ bilesigi ve 4
adet norotransmitterlerin enantiyo ayirimi igin Agik Tubuler-CEC sisteminde
kullaniimak tGzere MOF kaplanmig yeni tip homokiral kapiler kolon hazirlamislardir
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[104]. Cok yonlu ve etkinligi sebebiyle ayni zamanda CEC ve p- CEC sistemi,
bitkisel kokenli ilaglarin igerisindeki bitki kimyasallarinin analizi ve onlarin
hazirlanmasi konusunda buyuk ilgi gérmektedir. p-CEC (Basingh CEC) sistemi,
son yillarda popduler olarak tlketilen ve yapisi merak konusu olan Gingko biloba
bitkisinin yapisinin aydinlatiimasinda 3 farkli kolon kullanimi vasitasiyla ¢ok
degerli bir metot olarak literatirdeki yerini almistir [105]. 2D Kromatografinin
uygulamalarinin bir tanesinde bitkisel 6zltlerin analizlerinde CEC sistemleri
geligtirilmigtir. y-SCXLC (mikro glcli katyon doénudsimld sivi kromatografisi) ve
RP-pCEC (ters fazli basingh kapiler elektrokromatografi) kullanilarak geleneksel
geleneksel Chinesemedicine Cortex Phellodendri analizleri amacina yonelik 2D
ayrim platformu hazirlanmistir. Teorik olarak pik kapasitesinin yaklasik olarak
880’e ulasmasi, kompleks bilesiklerin ayrimi ve analizi uygulamalari i¢in umut vaat
edici olarak kabul edilmistir [106].

2.2.3.5. Biyoteknolojik Uygulamalar

Biyolojik sistemleri olarak proteomiksler, metabomiksler ve glikomiksler en ilgi
ceken orneklerdir. Bununla beraber proteinler, enzimler, karbonhidratlar, nukleik
asitler, peptidler ve aminoasitler olarak yasama yonelik ¢alisma alanlarindaki en

onemli uygulama turleridir [68].

2.2.3.5.1. Karbohidratlarin Ayirilmasi

UV hassashgina sahip olmayan karbohidratlarin CEC sisteminde ayirimlarinin
gerceklestirimesinden o6nce fonksiyonlandiriimalari gerekmektedir. Gucek ve
arkadaslari, cesitli monosakkartiler ve disakkaritlerin 1-fenil-3-metil-5-pirazol
turevlerinin  ayrimlarini, silika pargaciklari ile doldurulmug kolonlar ile
gerceklestirmislerdir [107]. Suzuki ve arkadaslari, glikoproteinlerde yaygin olarak
bulunan monosakkaritleri CEC ile ayirmislardir [108]. Aldopentoz izomerlerinin 1-
fenil-3-metil-5-pirazol  UrUnleri, silika pargaciklari ile doldurulmus ve 3-
aminopropilmetoksisilanla gesitlendirilmis kolon yardimi ile ayriimistir. CEC’de ise
Isik sagiima teknigi kullanilarak sukroz ve sakaroz ayirimi 1sik sagilma teknigi

kullanilarak tayin edilmistir [109]. Palm ve Novotny poliakrilamid ve poli(etilen
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glikol) monolitik sabit fazi ¢esitli enkephalin turevlerini ve 2-aminobenzamid turevli

maltoz oligosakkaritleri pH 8.2’de borat tamponu kullanarak CEC ile ayirmiglardir

2.2.3.5.2. Protein ve Peptidlerin Ayiriimasi

Peptid ve proteinlerin silika kapiler duvarina veya silika bazli sistemlerin kolon
ceperlerine adsorpsiyonu biyomolekuler turlerin CEC ayriminin gergeklestirmesini
Onleyen en buylk sorundur. Bu etkilesimler silanol gruplarinin negatif yuki ve
biyomolekil yapilarinda bulunan fonksiyonel yapilarin pozitif yukleri tarafindan
gerceklestirilir. Devaminda ise etkinlik ve elisyon zamaninin tekrarlanabilirliginde
eksiklik goralur. Bu problemi ¢dzebilmek igin CEC’in farkli tlrevleri kullanilabilir.
istenmeyen adsorpsiyonu engellemek icin biyik hacimli gruplara sahip tiirevier
molekuller kapiler duvarina baglanir [72]. Poli-dopamin kapli Acik-Tubiler (OT-
CEC) kolonu uygun bir bicimde modifiye edilerek, protein ayrimi amacgh yeni ve
basarili bir kolon 6rnegdi olarak beyaz yumurta ve sutteki proteinlerin analizinde ve
ayriminda basaril bir sekilde uygulanmistir [110]. Faiz ve arkadaslar, 3 farkli
monomere dayall kopolimer tabakasi imobilize edilmis yeni acgik tubiler-CEC
kolonu hazirlayarak, sitokrom C’nin triptik sindirimindeki c¢esitli peptidlerin
ayriminda kullanmiglardir [111]. Hamer ve arkadaslari, sentetik bazi peptid
karisimlarin ayrimi konusunda yuksek secicilikte ve ayni zamanda gelecekteki
benzer caligmalara onculuk etmesi agisindan yeni bir uygun yontem literatlre
kazandirmislardir [112]. Pesek ve arkadaslari, asindiriimis kapiler duvarini n-
oktadesil ve kolesterol gruplar ile turevlendirmislerdir [113]. Charvatova ve
arkadaslari, aromatik gruplu asit veya oligopeptit iceren peptitleri ayirmak igin ig
duvari tlrevlendirici ajan olarak porfirin tlrevlerini kullanmiglardir [114,115]. Unger
ve arkadaslan yaptiklari ¢alismada hem n-alkil gruplari hem de gugli katyon
degistirici gruplar iceren ¢esitli mod fazlari ya da n-alkil silika ters fazli sorbentlerin
bir ¢cesidini kullanarak halkali peptidlerin kolonda tutulmasini incelemiglerdir [116].
Yuksek iyonik guce ve dusuk pH’a sahip tamponlarin kullaniimasiyla sorbentler ile
yukli peptidler arasindaki elektrostatik etkilesimlerin Onlenebilmesi sebebi ile
Horvath ve arkadaslari bazi peptidler igin c¢esitli gruplarin CEC ayirimini
gerceklestirirken bliylik gdzeneklere sahip (1000 A°) kuvvetli katyon degistirici

kullanmiglardir [117]. Monolitik kolonlarin ters fazli moda kullanildiklari proteinlerin
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ayrilmasina iligkin bir diger ¢calisma Ericson ve Hjerten tarafindan yapilmistir. Ters
fazli moda protein ve peptidlerin elektroforetik olarak, elektro-ozmotik akisin tersi
yonunde hareket etmesi vasitasi ile pozitif ylkli proteinlerin elektroforetik olarak
katoda dogru hareket etme egilimi gosterdigi rapor edilmistir [118]. Horvarth ve
grubu tarafindan ters yondeki moda peptid ve proteinlerin analiziyle ilgili yine gok
sayida calisma literatirde mevcuttur [119]. Wu ve arkadaslari yaptiklari ¢alisma
ile poli(lauril metakrilat-etilen dimetakrilat) monolitik ylksitz kolonlarla peptidleri
ayirmiglardir. Bu calismada peptidlerin ayirimi, elektroforetik akis hizlarindaki
farklarinin yani sira sabit fazdaki etkilesimlerine bagli olarak gerceklestiriimigstir.
Ayrica, histidin ve lizin igceren peptidlerin iyi pikler verdigi de c¢alismada gozlem
olarak sunulmustur [120]. Literaturde yer alan bir diger ¢alismada hacimli gruplar
iceren silan ile modifiye edilmis gbézenekli organik-inorganik kombinasyonlu
monolitik kolon, sol-jel fotopolimerizasyon yontemi ile hazirlanmig ve katyonik

peptidlerin saflastiriimasi incelenmistir [121].

2.2.3.5.3. Aminoasitlerin Ayirimi

Xu ve arkadaslan lizin modifiyeli nanopartikul dolgulu agik tubuler-CEC kolonu
hazirlayarak, izoelektronik noktalari birbirine yakin 3 amino asidin ayriminda CEC
sisteminde kullanmislardir [122]. Aydogan ve Denizli, hidrofobik aminoasitleri,
zayIf katyon degistirici 6zellige sahip monolitik kolonlar ile ayirmislardir. Calismada
katyon degistirici olarak N-metakriloil-(L)-glutamik asit (MAGA) kullanilirken, batil
mektarilat (BMA) monomeri yapiya hidrofobik 6zellik kazandirmistir [123]. Denizli
ve arkadaslarinin diger calismasinda ise, N-metakriloil-L-histidin metil ester
(MAH), fonksiyonel monomer segilerek kiral segici olarak kullaniimig ve bdtil
mektakrilat (BMA) monolitik yapiya hidrofobik 6zellik arttirici grup olarak dahil
edilerek hidrofobik amino asit enantiyomerlerinin enantiyomerik ayirimi CEC
sisteminde gercgeklestiriimistir [124]. Elektroozmotik akis (EOF) saglayici olarak
MAGA monomerinin kullanildi§i Denizli ve arkadaslarinin bir diger ¢alismasinda,
batil metakrilat (BMA) bazli kiral monolitik kapiler kolon ile D,L-histidin, D,L-tirozin,
D,L-fenilalanin  ve  D,L-glutamik  aminoasit enantiyomerlerinin  kapiler
elektrokromatografi yontemiyle saglikli bir bicimde ayirimini yapmiglardir. MAGA

miktarinin artmasiyla ayirma faktoranan de arttigi, calismada rapor edilmistir [125].

28



Huber ve arkadaslari, fenilizosiyanat yardimi ile peptidlerin Edman yikimi sonucu
olusan feniltiyodantoin (PTH)-aminoasitlerinin CEC Ayirimini 3.5 ym’lik C1g dolgulu
kolonda gergeklestirmislerdir [30]. Amino asitler Uzerinde CEC tekniginin
kullanilarak alifatik ve aromatik amino asitlerin enantiyomer ayirimini ligand-
degisim yontemiyle gerceklestirebilecegi Denizli ve Aydogan’in ortak
calismasinda saptanmis ve bu calismada polimerik sabit fazin, agik borusal

kapiler monolitik kolon geklinde sentezlendigi rapor edilmistir [126].

2.2.3.5.4. Lipidlerin Ayirimi

insan idrarindan alinan drnekte yapilan ¢alismada Jang ve arkadaslari, OT-CEC'in
ESI (Elektrosprey ionizasyonu) ve MS (Kiilte Spektrometresi) modifikasyonu ile
birlikte kullanilan sistemde agcil grubu zinciri ile grubun baginda polar gruplar igceren
fosfolipidlerin yuksek hizda ayriminin potansiyel olarak mumkin oldugunu
ispatlamiglardir. ESI ve MS igin uygun ara yuz kullanimi ile birlikte 18 farkli
fosfolipid bileseninin karakterize edilmesi saglanmistir Bu yodntem ile birlikte
idrardaki fosfolipidlerin hizli analizi i¢cin OT-CEC/MS/ESI kullaniminin potansiyel
faydasi ortaya ¢ikmistir [127].

2.2.3.5.5. Metabolomikslerin Ayirilmasi

Metabolomik, hucreler, biyolojik sivilar, dokular veya organizmalar icerisinde
genellikle metabolitler olarak bilinen kigik molekullerin buyuk olgekli  bir
calismasidir. Toplu olarak, bu kiguk molekuller ve biyolojik sistem igindeki
etkilesimleri metabolom olarak bilinir [68]. Metabolomikslerin incelemesinde CEC
sistemi uygulanmaktadir. Xie ve arkadaglar, idrarda ve serumdaki
metabolomikslerin g¢alismasinda incelenmesinde indirgenmis elUsyonla p-CEC
kullanmak Uzere yeni bir metod 6ne surmuslerdir. 6 haftalik arastirma sonrasinda
diyet halindeki obezite hastalari ile saglikli bireyler arasinda idrar
metabolizmasinda ¢ok ciddi farklihklar oldugu saptanmigtir [128]. Metaboliksler
uzerinde CEC tabanh ayirma ve analiz metodlarinin, geleneksel olarak kabul
edilebilecek diger kromatografik metotlar HPLC ya da LC/MS gibi yontemlere
oranla daha az masrafli ve gelismis yontem oldugu belirtiimistir. Zhang ve
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arkadaslari, pankreas kanserinde plazma metabolikslerinin ayrimini mumkin
kilabilmek icin pCEC/UV sistemini gelistirmislerdir [129]. CEC sisteminin,
OPLS/DA (Ortagonal Kismi En Kuiglk Kareler-Diskriminant Analizi) ile
birlestiriimesinin ardindan yapilan analizler ile birlikte pankreas kanseri insanlar ile
saglikli insanlar arasindaki hastalik agisindan ayrimi konusunda sistemin, uygun
bir metot oldugu acik bir sekilde gdsterilmisti. Son doénemlerde pCEC’in
QTOF/MS ile birlikte modifiye edilmesi ile birlikte ara yuzsuz kullanimiyla sistemde
akciger kanserinin metabolik profillenmesi gercgeklestiriimistir [130]. Lord ve
arkadaslari, bufadienolidlerin  [bufalin,  sinobufakin,  sinobufatakin) ve
sardenolidlerin ayirrminda CEC’i kutle spektrofotometresi ile birlestirerek
kullanarak basari elde etmislerdir [68]. Testesteron, l-a-metiltestesteron ve
progesteron gibi endojen steroidlerin CEC ile ayirimi tzerine ¢ok sayida arastirma
yapilmigtir  [131]. Triamsinolon, hidrokortizon, kortizon, metilprednisolon,
betametason, deksametason, adrenosteron, flukortolon triamsinolon ve
triamsinolon asetonid gibi c¢esitli sentetik steroidlerin ayirmi  CEC ile
tamamlanmistir [72]. CEC ile ayriimasi gergeklestiriimis bir diger molekdl taru
lipofilik steroidlerdir [132]. Tiazid diuretikleri de pH'Iin 2.5 oldugu ortamda CEC ile

ayirimi yapilmis turlere 6rnek verilebilir [132, 133].

2.2.3.5.7. Niikleotitler ve Niikleozitlerin Ayrilmasi

Nukleotit ve nukleozit birimlerinin CEC ile ayrilmasi HPLC”ye alternatif olarak
kullanilmaktadir. Aydogan ve arkadaslari, nikelozit ve proteinlerin anodik EOF ile
CEC sisteminde ayrimini gerceklestirmek tizere anyon dénustimla polimerik zincir
iceren dokunag tipli OT-kolon gelistirmiglerdir [134] Helboe ve Hansen, cgesitli
parametreleri optimize ederek 6 nudkleozitin kisa slrede saflastiriimasini
gerceklestirmislerdir [135]. Zhang ve arkadaslari monolitik kolonda 12 farkli mono-,
di- ve tri-fosfat molekili ile 4 buyik tRNA Ik karigimin ayriimasini
gerceklestirmislerdir ve ayni zamanda bu c¢alisma, idrar, serum veya plazmadaki
nukleozit veya modifiye edilmis nikleozitlerin miktari kanser ve HIV'in teghis
belirteci olarak onerilmistir [136]. Mesplet ve arkadaslari HIV ters-transkriptaz

nakleozitlerini B-siklodekstrin takili silika iceren CEC ydntemi ile ayirmis ve
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kantitatif analizini yapmiglardir. Bu agidan CEC, miktar tayini ve nukleozit

karigimlarini ayirmak igin de kullanilabilmesi oldukga muhtemeldir [137].

2.2.3.6. Gida ve Tarimsal Analizler

CEC sistemi, gida ve tarim analizlerindeki analitik ayrimlarda ¢ok o6nemli rol
oynamaktadir [138]. Cheng ve arkadaslari, et O&rneklerindeki sulfonamid
kalintilarinin eg zamanli olarak ayrilmasi ve tanimlanmasi i¢in son derece hassas
bir yontem olan CEC/MS sistemini énermislerdir [139]. Melamin ve Ug¢ tdrevinin
analizi icin son zamanlarda CEC/MS sistemi, LC/MS’e alternatif yontem olarak
Huang ve arkadaslari tarafindan onerilmistir [140]. Nano-lateks kaplanmig OT-
CEC kolonlarn ile birlikte CEC sistemi bu kez gidalardaki nitrit ve nitrat tayini
amacl kullanilmistir [141]. EIma suyundaki malik asit enantiyomerlerinin tayini igin
Aydogan ve arkadaslari, In-situ polimerizasyonuyla L-histidin baskilanmigs OT-CEC
kolonu hazirlamig ve uygulamiglardir [142]. Balik kalintilarindaki flumequine ve
oksolinik asit tespiti icin pCEC sistemi hizli bir ydontem olarak tercih edilmistir [143].
Mutajenik ve kanserojenik 6zellikleri sebebiyle insan sagligi agisindan zararli olan
organafosfor pestisitler tarimsal Uretimlerde siklikla kullanilmaktadir. Bu sebeple,
pestisit kalintilarini kontrol etmek icin hassas ve etkili bir analiz yontemi
gerceklestirmek hayati derecede 6nem tasimaktadir. Triklorfon’'un secici olarak
taninmasi amaciyla organik-inorganik hibrit 6zelligi tasiyan ve hidrolik olmayan
sol-jel yontemiyle desteklenmis molekuller baskilanmig kapiler monolitik kolonlar
hazirlanmistir [144]. Tarlalarda yabanci turli bitkileri yok etmek icin kullanilan

triazin hasare ilaglarinin ayarlanmasinda CEC oldukga etkindir [145].

2.2.3.7. Cevre Analizleri

Poliaromatik hidrokarbonlar, gidalar ve c¢evreye cesitli yollarla bulasabilen
kontominantlardir. Salwinski ve arkadaslari ayni laboratuvar kosullarinda kapiler
teknige dayali iki yontem olan MKEC (Misel Elektrokinetik Kromatografi) ve CEC
kolonlarini ylksuz poliaromatik hidrokarbonlarin ayriminda kullanmak Gzere
kiyaslamaya giderlerken, CEC kolonlarinin bariz UstinliGgund vurgulamisglardir

[146]. Bir diger calismada Zhang ve arkadaslari, CEC ydntemiyle poliaromatik
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hidrokarbonlarin ayrimini gergeklestirebilmek i¢cin C18 polimerik monolitik kolonlari
hazirlamiglardir [147]. Son zamanlarda Perez-Fernandez ve arkadaslari yeni
olarak kabul edilebilecek polisakkarid tabanli kiral sabit faz gelistirerek, i¢erisinde
herbisit, fungusit ve bocek olduriculerinde yer aldigi toplam 16 adet pestisid
enantiyomerlerinin ayriminda kullanmiglardir [148]. Hazirlanan bu kolon, CEC ve
HPLC’de ayni kosullarda kullanilarak birbiri arasinda kiyas hedeflenmistir. Bu
kargilastirmanin ardindan analiz sonucunda beklenildigi gibi hem etkinlik, hem de
kiral ¢o6zunurlik bakimindan CEC analizleri daha ylksek sonuglar vermistir. UV ile
birlikte modifiye edilerek kullanilan CEC ydnteminde (CEC/UV) sebzelerdeki bdocek
oldartculer ve artiklarinin analizi basariyla gergeklestirilmistir. Wu ve arkadaslari
bazi elektrokimyasal olmayan organofosforlu pestisitlerin tayini icin yeni bir pCEC
analitik yontemi gelistirdi. [149]. Ayni grubun bir diger g¢alismasinda ise fenolik
ksenostrojenlerin ayrimi ve dogrudan tayini amagcli olarak segici ve hassas bir
yontem olarak pCEC sistemini uygulamislardir [150]. Yan ve arkadaslari,
yumurtalardaki 4 tetrasiklin bocek o6ldirict grubun tayini icin pCEC sistemini
gelistirmiglerdir [151]. Son zamanlarda, susuz fazlarin kullanildigi elektrolit ilave
edilmemis sistemler CEC’de yaygin olarak kullaniimaktadir [16]. C;s sabit fazi
kullanilarak asetonitril ve su karisiminda (80/20 (v/v) 16 poliaromatik hidrokarbon
molekull birbirinden ayrilmistir. Su molekllli Cig sabit fazina yeterli dagiliminin
saglanmasi icin gereklidir [73]. Poliklorlanmis benzen tirevleri ve ftalatlar CEC
sistemi ile etkili bir sekilde ayriimislardir [152]. Denizli ve arkadaslari PAH’larin bir
grubu olan benzofenantrenleri sentezlemis olduklarn zayif katyon degistirme
Ozelligine sahip monolitik kapiler kolonlar ile ayriimasini gergeklestirmiglerdir.
Monolitik kapiler kolondaki butil metakrilat (BMA) monomeri yapiya hidrofobik
Ozellik katarken, kolona zayif katyon degistirici 6zelligini aminoasit bazli metakriloil
glutamik asit (MAGA) ko-monomerini saglamistir. Yine, ayni kolon ile fenolik
bilesikler [%60/40 (ACN/PB)] (10mM, pH 7.0) ortaminda birbirinden

elektrokromatografik olarak ayriimiglardir [153].
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2.2.4. Nanoteknoloji ve Kapiler Elektrokromatografi

Karbon nanotupler ilk olarak 1991 yilinda Japon Bilim adami lijima tarafindan
kesfedilmis ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir [154]. ici bos silindiri andiran
ve karbon atomlarindan olusan karbon nanotupler tek duvarl ya da ¢ok duvarli
olmak Uzere iki kisim cesitlendiriimeleri sdzkonusudur. Tek duvarli nanotup
(TDNT) karbon atomlarindan olusan igi bos silindirik bir sekle sahipken, c¢ok
duvarli nanotip (CDNT) ise i¢c ice ge¢mis nanotlpler seklindedir. Bu agidan
bakildiginda ¢ok duvarli nanotupler, tek duvarli nanotuplere gore yapilari daha
karmasiktir. Karbon nanotuplerin ise sahip olduklari gozeneklik, adsorpsiyon igin
yuksek yuzey alani ve ¢ok sayida molekuller yapiya afinitelerinden dolay! LC, GC
ve CEC icin sabit faz-kati destek maddesi olmasi acisindan elverigli
malzemelerdir. Karbon nanotlplerin CEC’de sabit faz olarak kullaniimasiyla ile
ilgili ilk yayin 2005 yilinda yayinlanmigtir [155]. Bununla birlikte CEC’de kullanilan
karbon nanotuplere iligkin literatirde yer alan ¢alismalar devam etmektedir [156-
161].

2.2.4.1. Nanoboynuzlarin Kapiler Elektrokromatografide Kullanimi

Literatirde tek duvarli nanotupler ile nanoboynuzlarin CEC’de sabit faz olarak
kullanilabilmesi acisindan karsilagtirmalar mevcuttur. Tek duvarli nanotupler
kullanimi esnasinda ag yapisinda iken nanoboynuzlarin kullaniminda ise bu yapi
katman olarak goézlemlenmektedir. Elektrokromatografik oOzellikler ve elektro-
ozmotik akista bu iki nanomalzemenin kullanimi benzerlik géstermektedir. Sabit
fazda karbon nanoboynuzlarin kullaniimasi ile molekullerin tamamen ayirimi
gerceklestirildigi gibi taban c¢izgisi dalgalanmasi da azaltiimigtir. Ancak, buna
kargilik nanoboynuzlarin kullanilmasi ile gurultanan arttigi rapor edilmigtir [155].

2.2.5. Kapiler Elektrokromatografinin Dezavantajlari

Olaganustu avantajlarina karsilik CEC’in  baglica ayirma teknigi olmasini
etkileyebilecek en dnemli olumsuz durum, kolon igerisinde hava kabarciklarinin

meydana gelmesidir. Kolon igerisinde gergeklesen bu durum baseline gurtltistine
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ve istenmeyen pik gbozlemi sorunu ortaya gikarabilecegi gibi, akimin kopmasina
kadar sebebiyet verebilmektedir. Kolonun sonunda inlet ya da outlet kisminda
uygulanabilecek ekstra basing ile hava kabarcigi olusumu onlenebilmektedir. Bu
sebeple yuruticu kuvvet olarak elektroozmotik basinca ilaveten hidrolik basincin
da eklenmesi ile gelistirilen sistem olan Basingh Kapiler Elektro Kromatografi
(pCEC) yontemine olan ilgi son donemlerde artis gostermektedir. Basincin farkli
pozisyonlarda gerceklesmesine gore pCEC cihazi iki sekilde gruplandirilabilir:
Buna gore; hem giris hem de ¢ikis kismina sik sik basing uygulanabilen ve giris ya
da cikis kismina basing uygulanabilen olmak (zere gruplandirma yapilabilir. ilk
kez cihaz onerilmesi Knox ve Grant tarafindan ortaklasa gergeklestirilmigstir [162].
pCEC cihazina yodnelik olarak ilk ©Oneri Tsuda ve arkadaslari tarafindan
sunulurken, HPLC pompasi modifiye edilerek bu oneri literatlirdeki yerini almigtir
[78]. Elektroozmotik akisin dahil olmasiyla sisteme yontem, HPLC ve CEC’in
birlesimi olmustur. Kolon verimliligi kiyaslandiginda ise pCEC’e gore kismen daha
asagl duzeyde oldugu rapor edilmigti. Bu sonuca karsilik, birgok avantajli
kullanimi beraberinde bulundurmasiyla birlikte birgok arastirmaci tarafindan pCEC
sistemi de literatlirdeki en pratik yontemlerden bir tanesi olarak gosterilmektedir
[163].

CEC sistemine ait bir olumsuz durum ise protein ve peptidler gibi cesitli
buyomolekullerin analizinde, analitler ve yluzey dolgu malzemesi arasindaki guglu
elektrostatik etkilesimler sebebiyle sorun ¢gikmasidir. Bununla birlikte absorpsiyon
dedektorlerinin kullanilmasiyla duguk tespit hassashgr bir diger sorundur. Tayin
duyarhih@ini arttirmak igin gergek zamanli derigtirme ve buyuk tayin hucreleri gibi
yontemler onerilmektedir [164].

Kapiler elektrokromatografinin kullanimi ayni zamanda dusuk tayin duyarlihgi
sebebiyle de tercih edilmez. Bu dezavantaji bertaraf etmek amaciyla CEC’e
yuksek secicili dedektorlerin ilave edilmesine ihtiyag vardir. Boylece biyolojik analiz
ihtiyacinin da giderilebilecegi dustnilmektedir. Bu énermeler dogrultusunda CEC-
MS, CEC-lazer uyariimis floresan dedektér, CEC-iletken dedektéri ya da soguma
kapasiteli termostat gibi birlegtiriimis teknikler son doénemlerde kullaniimaya

baslanmistir [165].
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Yuratucu kuvvet olarak elektroozmotik akis (EOF)nin kullanildiginda kolonda geri
basing olusmamasi igin kolonu kaplamak uUzere cgesitli kiguk capli, yaklagik
mikrometre mertebesinin altinda pargaciklar dolgu malzemesi olarak kullaniimasi,
HPLC ile kiyaslandiginda daha yuksek kolon etkinligi elde edilmesini saglar. CEC
ve pCEC gibi sistemlerin MS ile olan duyarlihdl sebebiyle modifiye edilerek
sunulmasi yalnizca kolon etkinligini arttirmak ve tayin duyarlligi agisindan katki
vermekle kalmayacagi gibi, ayni zamanda molekulin yapisi ve kutlesi hakkinda da
bilgi verebilecektir. Bu yuzden, daha guvenilir nano-sprey arayuzler geligtirimesine

ihtiyag duyulmaktadir [68].

2.3. Kolon Teknolojisi

HPLC sisteminin kullanilmaya baslanmasi ile birlikte kromatografiye ydnelik
calismalarda gozle goérunen ilgi ve bu ilgiye paralel olarak kolon teknolojisi
uzerinde beklentiler ve galismalarda artis gostermistir. Bu alanda ilk olarak, gaplari
5-10 ym arasinda degisen partikil dolgulu kolonlar ile yapilan c¢aligmalar
literaturde yer almigtir [166-169]. 1980’li yillara gelindiginde ise bu kez ¢ap
boyutunda kuglulmeye gidildigi ve 1,5-2 ym arasinda degisen partikul dolgulu
kolonlar ile galismalar yapildigi, Guichon ve arkadaslari tarafindan rapor edilmigstir
[170-172]. Monolitik silika kolonlar ise ilk kez Tanaka ve arkadaslari tarafindan
Onerilmis ve uygulamalari 1990’li yillarda kullaniimaya baslanmistir [173-175].
Polimer bazli monolitik malzemeler iceren kolonlar ise Svec ve arkadaslarinin ilk
kez 1992°'de yaptidi calismalar ile literatirdeki yerini almistir [176, 177]. 1997
yilinda ise Mercik firmasi monolitik kolonlarin ticarilesmesi konusunda patent
yetkisini almistir [178].

CEC kolonundaki dolgularin iki 6nemli gérevi vardir. Bunlardan ilki, tipki HPLC’de
oldugu gibi gerekli etkilesimin gergeklesmesi igin uygun birimlerin saglanmasi,
digeri ise CEC’deki en gerekli kisimlarindan bir tanesi EOF’nin olugsmasini
saglamaktir [179]. Sabit faz icerisinde iyonlasabilen gruplar oldugu takdirde EOF
olusturulabilir. Bu amag¢ dogrultusunda silika ylzeyinde yer alan silanol gruplarinin
iyonlasmasi ile birlikte (-) yuk kaynagi olarak verdigi destek ile birlikte EOF
yuritici kuvvet olarak uygulanabilmektedir. Ancak, basta HPLC’de goéruldigu

uzere kullanilan sabit fazlardaki turevlendirici islemler sonrasi silanol derigiminin
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azaliyor olmasi ve bu durumun EOF olugsumunda yeterli beklentiyi
kargilayamayacak olmasi sebebiyle, HPLC gibi sistemlerde kullanilan sabit fazlar
genellikle CEC igin uygun sabit fazi olarak degerlendirilememektedir [98,180,181].
Silika iceren sabit faz destek malzemelerinde olusan EOF, ortamin pH’ina baghdir
[98,182.183]. Dusuk pH degerlerinde silanol gruplari, protonlanir ve bu durum
EOF'yi azaltici etki gosterir. pH Ust degerlere giktikga ise sabit faz malzemesinin
kararliligi saglikli olmayabilir [184]. ilaveten, pik genislemesi ve kolon verimliligi
gibi istenmeyen kosullar, polar olmayan analitlerin aktif silanol gruplari tGzerinde
adsorplanmasiyla gerceklesir [185,186]. Iyonlasma gercgeklestirebilmeleri ve pH
degisiminden etkilenmemeleri sebeplerinin  yani sira yuzeylerindeki yuk
yogunlugunun kontrol edilebilir seviyede olmasi ile birlikte polimerik destekli dolgu
malzemeleri, EOF olusturabilme 6zelligine sahiptirler [187-189]. Polimerik dolgu

destek malzemeleri, EOF olusturabilme 6zelligine sahiptir.

CEC'de en cok kullanilan kolonlar genel olarak 3 bashk altinda

siniflandiriimaktadir. Bunlar;
a) Acik-Borusal (OT)
b) Dolgulu
c) Monolitik kolonlar olmak Uzere 3 baslk altinda degerlendiriimektedir. Sekil

2.11.’de bu kolonlar gosterilmeye calisiimistir.

a) Acik Tubiler Kapiler Kolon

s?b_it_Fa_z ) ____Kapiler Cepher

b) Monilitik Kapiler Kolon

c)Dolgulu Kapiler Kolon

Poliamit Kaplama

Sekil 2.11. CEC’de kulanilan kolonlar: a) Acik-Tubuler Kolon(OT) b) Monolitik
kolonlar c) Dolgulu Kolonlar [179].
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2.3.1. Acik Borusal Kolonlar

Acik borusal (Open Tubular) kolonlar igerisinde dolgu malzemesi
bulundurmayarak, fiziksel ya da kimyasal olarak kapiler kolon Uzerinde sabit faz
tarafindan kaplanarak meydana getirilir. Molekller baskilanmis polimerler (MIP),
konakg! ligandlar, blok ko-polimerler, nanotupler, polisakkaritler, nanopartikuller,
monolitler gibi molekuler yapilar agik-tiber kolonlar igerisinde sabit faz malzemesi
olarak kullanilmaya yoOnelik oOrnek verilebilecek yapilardir [190]. Kolay
hazirlanabilirlik, kabarcik olusumu gozlenmeyisi ve enstrimental agidan kullanim
kolayligi bakimindan acik tabdler kolonlari, dolgulu kolonlara karsilik avantajlari
mumkuandar. Ancak, bu yontemin en dezavantajli kismi, duguk yuzey alani
sebebiyle numunenin yuklenmesindeki dusuk kapasitedir. Bu dezavantajli
durumun bertaraf edilebilmesi konusunda yizey alaninin genisletebilmesi
amaciyla sabit faz-hareketli faz etkilesimlerinin arttirlmasi hedeflenmektedir.
Polimerik ya da nano partikil kaplamalar, gozenekli silika tabakalar, asindirma,
sol-jel teknikleri gibi bir cok yenilikgi yontemin énerilmesiyle acik tibuler kolonlarin
performansi artmakta ve bu artis neticesinde basta analitik kimya olmak Uzere
uygulama alanlarini da genigletilebilmektedir [113,191]. Yine de, acik tubdler
kolonlarda kararl sabit faz elde edebilmek konusunda ¢ok daha keskin dnerilere
intiyac duyulmaktadir [192]. Kapasite problemini ¢ozebilmek ve yuzey alanini
genigletebilmek igin kapiler borunun i¢ kismini asindirmak suretiyle yuzey alanini
1000 kat bluyutmek gibi fikirler onerilmigtir. Zhang ve arkadaslari, hizli protein
ayrimi gergeklestirmek amaclh gelistirdikleri sistemde agik tubudler kolonun ig
kisminda, in-situ polimerizasyonu ile porojen kullanarak kapiler kolonun i¢
kesiminde gbzenekli sabit faz elde etmislerdir [193]. Feng ve arkadaslari, 4 farkli
protein ve proteolitik sindirim karigimi ayirnrminda kullaniimak tzere titandiyum di
oksit kapl acgik tubuler kolonu, sivi faz tarafindan biriktirme yontemiyle CEC
ayirminda kullanmigtir [194]. Yang ve arkadaslarinin gelistirdigi poli(glisidil
metakrilat) nano partikillerinin, kapiler kolonun i¢ kismina immobilize edilmesiyle
elde edilen agik tubuler kolon sistemi, analitler ile nano partikuller arasi kuvvetli
hidrofobik etkilesimlerden faydalanarak ytksek etkili ayrim sonucu gostermistir
[195].
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Elektrokromatografi sisteminde kullaniimak Uzere hazirlanmig ve kaplama
malzemesi olarak polietilen turevli poli 3-kloro-2-hidroksi metakrilat (poli(HPMA-
ClI)) kullanilan agik tibuler kolon sekil xx’de gosterilmistir [66].

Sekil 2.12. Kapiler Kolon SEM goérintileri A) Bos kapiler B) Polietilen
modifikasyonlu kapiler kolon [66].

2.3.2. Dolgulu Kolonlar

Yuksek seviyede numune kapasitesi, acik-tubuler kolonlara nazaran daha hassas
olusu sebebiyle en c¢ok kullanilan kolon taraddr. Dolgulu kolonlar, igerisine
partiktllerin yuksek basing yardimiyla fritler arasinda yerlestiriimesiyle olusur.
Fritler, partikuller icerisinde kolonlarin kalmasini saglayan materyallerdir [196].

Dolgulu kolonlarin hazirlanmasi genel itibariyle 3 kisimdan olugur. Bu kisimlar;

1- Kolon dolgu malzemesinin se¢imi ve sentezi,
2- Kolonun doldurulmasi,
3- Fritlerin olusturulmasi,
lyi bir dolgulu kolona sahip olabilmek icin, uygun dolgu malzemesi, dolgulama

islemi igin uygun method ve son olarak fritleri icermesi gerekir.

CEC igin dolgu malzemesi segilirken, EOF'’yi saglayabilecek ve segici ayirim
yapabilmek igin gerekli yuklu fonksiyonel gruplari iceren malzemeler tercih edilir.
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CEC’de silika bazli terz-faz dolgu malzemeleri, en siklikla kullanilan dolgu
malzemesi turleridir. Silika ylzeyine bagli karbon zinciri alikonma ve segicilik
saglamaktadir ve silikanin yuzeyinde artan silanol gruplari iyonlagsmasiyla pH
2.3’Un yukari degerlerinde hareketli faz kullanimiyla EOF’yi olustururlar. Silanol
gruplarinin iyonlagabilme vyetenekleri ve kimyasal kararhliklarinin diasmesi
sebebiyle silika bazli dolgu malzemesinin kullanildigi CEC ¢alismalarinda en
uygun pH araligi 2-8 arasindadir. Bu yuzden, daha yuksek pH degerlerinde
kimyasal kararlihgini koruyabilen alternatif silika bazli dolgu malzemeleri sentezleri
de son donemlerde literatlrdeki yerini almaktadir. Qu ve arkadaslari, sertlik iceren
ve Yyuksek basingta dayanikli C-18 ile modifiye edilmis gdzeneksiz altin
nanopartikil iceren dolgu malzemesini CEC siteminde yeni sabit faz olarak
onermislerdir ve kullanilabilecek uygun sabit fazlardan bir tanesi olarak
literatUrdeki yerini almistir [197]. Gwon ve arkadaslari, pH araligi oldukga genis
(1-14) ve 200°C’a kadar dayanikh olusu sebebiyle zirkonyum pargaciklari tabanli
kiral sabit faz olarak kullanilabilecek dolgulu kolonlari 9 farkli rasemik karisim
iceren enantiyomerik ayrimlarda kullanmak konusunda literatlre kazandirmiglardir
[198]. Son yillarda ¢ekirdek kabugu tabanh silika partikillerin, disuk geri basincin
yanisira yuksek oranda ve hizda etkili ayrimlar amacli geleneksel yontemler ile
sivi kromatografisindeki kullanimi artis géstermektedir [199]. CEC’de bugune dek
kullanimina az sayida rastlanilan uygulamalarina karsilik Fanali ve arkadaglar
yaptiklari ilgi g¢ekici calismalarinda, kiral ayrimlar icin tamami gdzenekli ve
cekirdek kabugu tabanl kolonlarin karsilastiriimali performanslarini iglemislerdir.
2.8 ym capl gekirdek kabuk tabanl silika dolgulu kolon ile 3.0uym yarigapli tamami
g6zenekli kolon performansinin gerek piklerin, mikemmel elde edilisi ve benzer
etkin ayrim oranlari ile warfarin ve temezpamin ayriminda randiman verdigi rapor
edilmistir. Bu c¢alisma, kabuk parcacikli gozenekli kolonlarin herhangi bir
¢Ozunurlik ya da verim kaybi yasanmadan kullanilabilecegini gosterirken, bir diger
merak konusu ise diger karigimlar igin de uygulandigi takdirde nasil bir sonug elde
edilecegidir [200]. Wirth ve arkadaslar, silika kolloidler dizisi yardimiyla
biyopolimerlerin elektromigrasyonunu ispatlamislardir [201]. Ticari monolitler ile
sabit faz performansinin kiyaslandiginda ise silika tabanh kolloid kristallerin
kullaniimasiyla elektriksel alanda tasinmasiyla yuklu taneciklerin ayirma igleminde
pik genisliginin memnuniyet verici olgide azaldigi ve yine bir diger olumlu gelisme
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olarak yasanan kutle kaybinin indirgendigi rapor edilmistir [202]. Wirth, daha sonra
ayni kolonu proteinlerin ayirma igleminde kullanmis 50 nm’lik tabakalarda izokratik
tasinma sonrasi, 1 cm’nin hemen Uzerinde kapiler kolonda 1.5 dakikanin altinda
gecen surede ayirmayi gergeklestirmistir. Bu sonuglar gostermigtir ki, proteinler
gibi yukli ve buyuk molekuller icin silika tabanh kolloid kristallerin elektriksel

alanda kullaniminin uygun oldugu saptanmigtir [203].

2.3.3. Monolitik Kolonlar
2.3.3.1 Monolitik Kolonlarin Hazirlanigi

Monolit kelimesinin Latince karsihdi, tek tag anlamini icermektedir. 1990l yillarin
baslarindan itibaren monolitik sabit fazlar, kromatografik destek malzemesi olarak
degerlendiriimesiyle en ilgi ¢ekici mikro ayirma tekniklerinden bir tanesi olmaya
bagslamiglardir [177]. Monolitik kolonlar, monomerlerin, gdézenek olusturucu karigim
sistemi ve baslaticinin da bulundugu ortamda kapiler kolon igerisinde in-situ
polimerizasyonu ile hazirlanan makro gozenekli polimerik malzemelerdir. Monolitik
kolonlarin hazirlanmasina iligkin genel sureg, sekil 2.13."de gosteriimektedir.
Buradan anlasilabilecedi Uzere ilk olarak, baslaticinin da bulundugu ortamda
monomer karisimi ve gozenek olugsturucu sistemin karistirlmasiyla yeni bir
karisim elde edilir. Silika tabanli monolit hazirlamak icin alkoksi silan grubu
bilesikler kullanilir. Hazirlanan bu yeni karigim, kolonun igerisine injeksiyon yoluyla
dahil edilirek, sicaklik ve zaman kavramina bagh degiskenlikler yardimiyla cesitli
polimerik malzemeler icin polimerizasyon tamamlanmis olur. Monolitik kolonun
hazirlanmasi icin son asama ise kolondan, monomer yiginin yikama yoluyla

uzaklastiriimasidir [204].
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Sekil 2.13. Monolitik kolon hazirlanma stireci [205].

Elde edilen gbozenekli yapi, yluksek ylzey alani saglamasinin yani sira ayirma
problemlerinin giderilmesi hususunda turevlendiriimis bdlge icermektedir. SEM

goruntileri alinmis polimerik tabanli gesitli monolitler sekil 2.14’de sunulmustur.

Sekil 2.14. Farkh tip ve buyuklikte polimer bazli monolitik kolonlarin SEM
goruntuleri.
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2.3.3.2. Monolitlerin Gozenek Yapisi

Monolitlerin gbzenek yapisi kullanilan gozenek yapici ¢ozucunun niteligine ve
hacmine bagli oldugu kadar, capraz baglayici ve monomer ile gbzenek yapici faz
orani ile de ilgilidir. Makrogozenekli polimer monolitlerin gbzenek ve akis
Ozellikleri, kromaotgrafi, kataliz, dogrusal akis reaktorleri veya kati faz
ekstraksiyonu gibi kullanilacak ayirma ortamina goére degisiklik gostermektedir.
Kolonun hazirlanma kosullari, gézenek yapisi Uzerinde oldukga etkilidir. Sicaklik,
gbzenek yapict ¢bzucu orani, ¢apraz badlayici ile monomer orani gozenek

boyutunu 10-1000 nm arasinda degistirebilen baglica faktorlerdir [205].

2.3.3.3. Monolitlerin Kiitle Aktarim Ozellikleri

Monolitlerin daha yuksek performans gdstermelerinin sebebi olarak kitle aktarim
Ozelligine sahip olmasi gosteriimektedir. Gozenek, diflizyon yolu ¢ok kisa oldugu
icin analit, gbzenek icerisine difizyon yerine net akigla ulasmaktadir. Monolitik
kolonlarin film direnc 6zellikleri de farklidir. Film kalinhdginin daha kiguk ve yluzey
alaninin daha buyuk oldugu kabul edilmektedir. Her iki etki, kutle aktarimini
arttirmakta ve monolitik akis sisteminde saflastirma islemini daha hizli

gerceklestirmektedir [72].

2.3.3.4. Monolitlerin Akis Ozelikleri

Kromatografi iglemlerinde temel prensip, sivi gegirmek Uzere gereken basincin
mumkun oldugunca az olmasi beklenir. Hareketli fazin tamaminin monolit boyunca
gecgebilmesi gerekir. Bu durum, genel itibariyle monolitin gdzenek boyutuna bagh
sivi gegirgenlidi ile ilgilidir. Cok ylksek basing istenmemesinin yani sira, ylksek
ayirma kapasitesine ulasabilmek icin ylizey alaninin da biiyiik olmasi istenir. ideal
bir monolit tasarlanirken, disuk akis direnci ve yuksek yuzey alani arasinda ince
bir denge s6z konusudur. Bu 6ngoérinln paralelinde akis igin buylk gdézenekler ve
yuksek ayirma kapasitesi igin ise birbiriyle baglantili bir ag olusturabilecek kuguk
gozenekler icermelidir [72]. Monolitlerin yuksek gegirgenligi, dolgulu kolonlar ile

kiyaslandiginda 3 kat daha dusuk geri basing olusumunu hazirlarken, kabarcik
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olusumuna sebebiyet verebilecek fritlerin surekli ardigik yapi olusumuna ise gerek
duyulmamaktadir [206].

2.3.3.5. Monolitik Kolonlarin Geligsim Sireci ve Cesitleri

Monolitik kolonlari bugune dek gelisimleri acgisindan tarihgeleri bakimindan,
organik-polimer bazli, inorganik silika bazli ve organik-inorganik silika bazli olmak

uzere 3 grup altinda degerlendirilebilir.

Organik monolitler, bir kapiler boru igerisinde monomer, ¢apraz baglayici, baslatici
ve gbzenek yapici ¢dzucu malzemelerin birlikte kullaniimasiyla hazirlanmaktadir.
Gozeneklilik, ylizey alani ve gbézenek boyutu, baslangi¢c monomer ¢ozeltisi ve
polimerizasyon sartlarinin ayarlanmasiyla kontrol edilir [206]. Kolonlarin ozel
turevlendirilmeleri acisindan farkli kimyasal ve o&nculer kullanilabilir. Organik
polimer bazli monolitik kolonlarin polimerizasyon kosullarinin basit, genis pH
araliginda etkinlikleri ile fonksiyonel monomer ve capraz baglayici kullanarak
yuzeylerinin kolayikla modifiye edilebilmesi gibi avantajlari mevcuttur [207,208].
Buna karsilik, sisme ve organik ¢ozuculerdeki kuculme gibi etmenlerin tekrar
kullanilabilirligi  etkileyebilecegi gibi mekaniksel kararlihidr dusurdugu takdirde,

hizmet 6mrandn azalmasi gibi sorunlar ile karsilasilabilir [68].

Organik polimer tabanli monolitik kolonlarin sisme ya da buzilme karsisindaki
dezavantajli durumlarina kargilik, inorganik silika bazli monolitik kolonlar ise
¢Ozucu etkisine karsi guglu direng gostermesinin yani sira, yuksek kolon verimi,
etkinligi ve mekaniksel agidan ylksek kararlilikla dikkat ¢cekmektedir. Monolitin
uzerindeki silanol gruplarinin varligi ve iyonlasmasi neticesinde gerekli olan
elektroozmotik akis (EOF) saglanabilmektedir. Silanol gruplarinin asitliginin disuk
olusu sebebiyle silika bazli monolitler, yiksek EOF’yi saglayabilmek igin hareketli
faz icerisinde pH’in 5.0’den ylUksek oldugu kosullarda ¢alisabilmektedir [209]. EOF
sebebiyle asidik analitlerin bodyle sorbentlerde analizi olduk¢a zordur. Bu
kapsamda asidik analitlerin elektroforetik hareketliliklerinin kargitligi sebebiyle
analiz sireleri oldukga uzun ya da numune eliisyonu yoktur. Ote yandan, sabit
fazin ylzeyinin iyonlasmasi ile yukli c¢ozelti arasindaki terisinir adsorpsiyon
sebebiyle bazik bilesiklerin inorganik silika bazli monolitlerde ayrimi kuyruklu pik
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olusumu gozlenmesine neden olur. Bu problemi ¢ézmek igin silika tabanli

monolitlerin yuzeyine yuklu fonksiyonel gruplar immobilize edilmektedir [68].

2.3.4. CEC Sisteminde Monolitik Kolonlarin Uygulamalari

CEC’de kullanilan kolonlarin Mikro LC ve nano LC’de kullanilan kolonlara nazaran
benzer taraflari bulunmasina karsiik 6nemli bazi farkliliklarda bulunmaktadir.
Oncelikle uygulanan potansiyel nedeniyle ayirmada kullanilan akim sl
uretmektedir. Bu Uretilen 1s1 dagitiimazsa hemen kabarcik olusumuna neden olur,
hem de kolonun bir boluminin kurumasina neden olmaktadir. Bu ylzden
kullanilan kolonlarin ic capi genellikle 100 pm'yi gecmez. ilaveten elektrolit
viallerine 10 bar’a kadar basin¢ uygulanabilir. Elektrolit'i kolon boyunca strikleyen
elektro-ozmotik akis (EOF) 1 ym’den kuglUk partiktllerin kullanimina olanak saglar
[72].

Yuksek kararhlik, kullanilabilirlik agisindan pH araliginin genis olmasi ve kolay
hazirlanabilmesi ag¢isindan organik silika bazli hibrit monolitik kolonlar oldukca
dikkat cekmektedir [210]. Fang ve arkadaslari, tek basamakta sentezledikleri C18
tabanh katyonik organik silika bazli hibrit monolitik kolonlari CEC analizlerinde
kullanmiglardir [211]. CEC ile c¢esitli analitlerin analizleri etkili sekilde
gerceklestiriimistir. In-situ kopolimerizasyon yontemiyle Yan ve arkadaslari, zwitter
iyon fonksiyonel gruplar igceren kapiler monolitik kolonlar hazirlamislardir [212]. Bir
grup karisimin CEC sisteminde ayirimi bu kolon igerisinde gergeklestirilmistir. Ye
ve arkadaglari tarafindan gelistirilen altin nano parcacik igeren iyonik-sivi
modifiyeli silika tabanh monolitik kolonlar literatirde yer almigtir. Silika tabanli
monolitik kolonlar ile performansi kiyaslandiginda ise yuksek ayirma etkinligi ve
daha iyi pikler elde edildigi gozlemlenmigtir [213]. Ayrica, silika tabanh monolitik
kolonlarin termal agidan kararsiz ve hareketli fazin disuk ya da yuksek pH’'da
olmasini bertaraf edememesi noktasinda c¢esitli arastirmacilar bu durumu
giderebilmek icin inorganik-zirkonyum tabanli monolitik kolonlari Onermisgtir.
Enatiyomerik bilesiklerin ayrilmasi hususunda Kumar ve arkadaslari, kiral selektor
ile kaplanmis inorganik-zirkonyum tabanli monolitik kolonlari kolonlari literatlre

kazandirmiglardir [2]. Ayni grup, daha sonraki ¢alismalarinda bu sistemi CEC’te
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kiral B-bloke edicilerin hizli ayrilmasinda kullaniimigtir [68]. Buglne dek ayirma
tekniklerine yonelik literaturde Mikro-HPLC ve CEC’de kullanilan monolitik kolonlar

Uzerine yapilan diger incelemeler de bulunmaktadir [214-216].

2.4. Molekiuler Baskilama Teknolojisi

Molekuler taninma, biyolojik birgcok surecin en temel prensibidir. Antikorlar
antijenleri ile enzimlerin substratlari ve hormonlar ise reseptorleriyle oldugu Uzere
uzmanlasmis yapilar kendi dogal hedef molekulleriyle mikemmel bir uyumluluk
gOstermektedirler. Bu durum neticesinde bu biyomakromolekillerin afinite
sistemlerinde tanimlayici molekuller olarak kullaniimasiyla birlikte analitik ve
biyomedikal alanlarda uygulamalar mevcuttur. Ancak, bu molekullerin kendi dogal
ortamlarinin digina c¢iktiklarinda kararhliklarini kaybetmekte ve bu sebeple
endustriyel Uretim asamasinda yapiya dahil olmalarinin zor olugu sebebiyle ideal
bir materyal olmaktan olduk¢a uzaktadirlar. Bununla birlikte, miktar bakimindan
dogada az olup, hedef molekull igin dogal reseptdr olarak bulunamayabilirler.
Dolayisiyla, uzun suredir arastirmacilarin bu yapilari yapay olarak insa
edebilmelerini hayal etmek ettikleri bilinmektedir. Olusturmak istenen molekiler
tanima ve baglama yeteneg@ine sahip reseptorler yuksek afinite ve secicilik ile
hedeflenmektedir. Sdrpriz olarak kabul edilebilecek ve ayni zamanda basit
yontemler ile molekuler baskilanmis sentetik polimerler yoluyla yapay

makromolekuler reseptorler elde edilebilmektedir [217].

Molekuler baskilama, kalp molekull tarafindan yonlendirilmis, ylksek segicilikte
polimerik malzemeleri Uretebilmek i¢in basit ama oldukc¢a guclu olarak kabul edilen
bir yaklasimdir. Bu yontem yapi, boyut ve kimyasal fonksiyonlar acgisindan
uyumluluk igerisinde belli bosluklar olan molekullerin taninmasini énermektedir
[217]. Molekuler tanima, reseptér ve substrat arasindaki komplekse
dayanmaktadir. Bu tanimlama literattirde ilk kez Emil Fischer tarafindan “Anahtar-
Kilit” modeli olarak belirtiimistir. Bu teoriye gore molekuller arasi etkilesimler,
enzim-substrat ya da antikor-antijen arasindaki gibi tamamlayici fonksiyonel
gruplar arasindaki uyumluluk paralelinde dizenlenmektedir. Bu uyumlulukta, gerek

yapisal, gerekse kimyasal agidan desteklenmelidir [218].
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Molekuler baskilama yonteminde uygun monomerler, gcapraz baglayicilar, kalip ve
hedef molekull igeren turler birlikte bulunurlar. Cozelti ortaminda monomerler ve
capraz baglayicilar, kalip molekll etrafinda elektrostatik, dipolar etkilesimler,
hidrojen bagi, wan der Waals etkilesimleri ya da 1r- 11 etkilesimleri gibi gugcler
desteginde dizenlenmektedir. Bir sonraki asamada ise polimerlesme reaksiyonu
neticesinde etkilesim aginin kararlik kazanmasiyla birlikte makromolekuler
malzemeler ortaya c¢ikmaktadir. Polimerlesme surecinin ardindan bu kez kalip
molekulin ayrilmasiyla birlikte molekilde kalip molekulin sterik ve fonksiyonel
Ozelliklerini barindiran yapida bogluklar olusmaktadir. Bu bosluklar ylksek oranda
gcapraz baglayici ve yaklasik % 30-80 oraninda monomer vasitasiyla kimyasal
islev kazandirilirken, secici olarak kalip ya da farkh bir analitin yeniden
baglanmasina olanak saglamaktadir. Buharlagsma surecinde matriste olusan kalici
porlar, i¢c ve dis genis yuzeyleri meydana getirir ve bu agidan polimerin tanima

davranisi hususunda ¢dzucunun etkisi kuvvetlidir [219-222].

Genel itibariyle molekller baskilama yontemi temel olarak (¢ basamaktan

olusmaktadir:
1.BASAMAK: On Komplekslesme

Polimerlesme potansiyeli yuksek monomerler, molekulerarasi etkilesim kuvvetleri
vasitasiyla kalip molekdller olarak nitelendirilen ve ayni zamanda hedef molekile
kimyasal olarak tutunmaktadir. Kendiliginden olusabilecegi gibi kimyasal sentez ile
de gergeklesebilir. Bu etkilesimlerde iki onemli faktdr; molekdlin yapisi ve

kimyasal 6zelliklerinin uyumlulugudur.
2. BASAMAK: Polimerlesme

ilk basamakta gerceklesen monomer-kalip kompleksine capraz baglayicinin
eklenmesiyle, kompleksin polimerlesmesi fonksiyonel monomer Uzerinden
saglanmis olur. Genel olarak serbest radikalik polimerizasyonu tercih edildigi gibi

elektropolimerizasyon ya da polikondenzasyon yontemleri uygulanabilmektedir.
3.BASAMAK: Kalip (Hedef) Molekllin Polimerden Ayriimasi

Oncelikli olarak kalip molekil, polimerden uzaklagtirilir. Bu islem sonrasi
molekulde, kalip molekllun yapisal, boyutsal, termodinamik izlerini tagiyan ve yeni
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kalip molekulin polimere dahil olabilmesi i¢in bosluklar meydana gelir. Kimyasal
yarilma ya da ¢Ozucu ekstraksiyonuyla gergeklesebilir.

/—\!:
\ Kalip / /,_(

1 Kalip
/—./ 4 Molekdlin
& Kendiliginden : )j Polimerizasyon Uzaklastiriimas|
apraz > » w

Baglayici e, W

Y Y
Fonkslyorg

Monomer

Sekil 2.15. Molekuler Baskilama Tekniginin Sematik Gosterimi [217].

2.4.1. Molekuler Baskilama Yonteminde Kullanilan Kimyasallar

U¢ basamakta gerceklesen molekiiler baskilama tekniginde kullanilan kimyasal
malzemeler; monomerler, capraz baglayicilar, ¢ozuculer ve basglaticilar olarak

siniflandiriimaktadir.

2.4.1.1. Monomerler

Polimerlesme evresi fonksiyonel monomerler Uzerinden gerceklesirken,
monomerler ise baglanma bolgelerindeki etkilegimlerden sorumludur. Baskilama
yonteminin basarili sonug¢ verebilmesi i¢in segilen fonksiyonel monomer ile
baskilanacak olan kalip molekulin kimyasal uyumunun ylksek olmasi oldukga
onemlidir. Radikalik polimerizasyon yoluyla molekuler baskilanmig polimerlerin
sentezlenmesinde cesitli monomerler kullaniimaktadir. Bu monomerlerin buylk
cogunlugunu akrilik asit ya da stiren turevli monomerler olusturmaktadir. Bu
monomer gruplarinin kullaniimasindaki baslica sebep ise sagladiklari Ust dizey
esnekligin yani sira hedefteki polimer ile olan etkilesime bire bir uygunluk
gOsterebilmeleridir.  Ayrica, bu kimyasallara ticari acgidan ulasabilmekte
mumkundur. Sahip olduklar birden fazla fonksiyonel grup sebebiyle tekli grup
iceren monomerlere kiyasla molekile taninma segiciligini daha fazla
yansitacagindan, bu degiskenlik ayni zamanda kopolimer sistemlerin tasarimini da

kolaylastirmaktadir. Poliakrlat ve polistiren sentezi igin kullanilabilecek fonksiyonel
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monomerleri asidik, bazik ve nétral olmak Uzere gruplandirabilecegi gibi hidrofilik
ve hidrofobik olmak Uzere alt gruplara da siniflandinlabilir. Asidik monomerler
icerisinde Metakrilik asit (MAA) ve bazik gruptan ise 4-vinilpiridin (4-VP) en yaygin
olarak kullanilan monomerlerdendir. Akrilik asit amitleri ve esterlerinin yani sira
metakrilik asit en sik kullanilan monomer tirleridir. Kovalent baskilamada kalip
molekull ile monomer turevleri arasinda kovalent etkilesimler godzlemlenirken,
kovalent olmayan baskilama tlarinde ise vinil gruplarinin gesitli turevleri
secilmektedir [223-225].

2.4.1.1.1. Asidik Monomerler

Asidik monomerler amin gruplarina iyonik etkilesim saglar, amit, karbamat ve
karboksil gruplarina ise hidrohen bagi formasyonunda goérev yapar. Metakrilik
asidin yani sira, akrilik asit (AA), 4-vinilbenzoik asit (4-VBA), itakonik asit (ITA), 2-
(triflorometil) akrilik asit (TFMAA), p-vinilfenilboronik asit (VPBA) ve 2-akriloamido-
2-metil-1-propanstilfonik asit (AMPSA) molekiiler baskilama teknigi ile sentezlenen

polimer eldesinde kullanilan diger asidik monomerlerdir [224].

F F
HC O o on . o
HO
Bt OH CH, O H,C  OH
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\_< \OH
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OH,C CH,HO o
OH HzC\\\)LNK/S\(
H,C._ H O
4-VBA AMPSA

Sekil 2.16. Asidik fonksiyonel monomerler [217].
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2.4.1.1.2. Bazik Monomerler

Bazik monomerler, kalip molekilin karboksil gruplarinin iglevselligiyle etkilegim
gerceklestirir. 4-VP’nin yani sira, 4-aminostiren (4-AS), l-vinilimidazol (1-VI), 2-
(dimetilamino)etil metakrilat (DMA), N-izopropilakrilamid (NIPA) gibi bazik grupta
degerlendirilen fonksiyonel monomerlerin kullanildigi calismalar literatirde yer
almaktadir [Ullmann 20.21]. 4-VP ve DMA’nin kullanildidi ¢alismalarda segilen
kalip molekuller olarak steroid olmayan ve tahrig edici 0Ozelligi bulunmayan
malzemeler segilirken, yine 4-VP, VI ve DMA'nin yer aldigi islemlerde kalip
molekul olarak amino asit tdrevlerinin tercih edildigi c¢alismalar literatlrde
bulunmaktadir [223].

CH
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S )
N/ N
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Q (Hs O  CH,
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3 THLON e L L
3
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Sekil 2.17. Bazik fonksiyonel monomerler [217].

2.4.1.1.3. Notral Monomerler

Akrilamid (Aam), metakrilamid (MAAm), N-Vinilpirolidin (NVP), stiren (S) ve 2-
hidroksietilmetakrilat (HEMA) bu grup monomerler icerisinde yer almaktadir. Notral
monomerlerden bazilari, 6rnegin AAm, amino asit turevlerinin baskilanmasinda
kullaniimaktadir [223, 225]. immunoglobulin gibi bazi kompleks molekiillerin
baskilanmasinda 4-VP ve AAm’nin birlikte uygulandigi gibi nétral monomerler
asidik ya da bazik monomerler ile birlikte kullanilabilir [UIlmann20]. Cok sayida

hidrojen bagi yapma amaciyla 2,6-bis(akrilamid)piridin  gibi fonksiyonel
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monomerlerin sentezlendigi calismalar literatiirde yer almaktadir [Ullman 10]. Ote
yandan, son donemde floresans 6zellik gostermek bakimdan segici taninma ve
hassas deteksiyon icerikli trans-4-[p-(N,N-dimetilamino)stiril]-N-

vinilbenzenpiridinyumklorir kullaniminda rastlanmaktadir [226-228].

2.4.1.1.4. Capraz Baglayicilar

Molekuler baskilama tekniginde fonksiyonel monomerler ile birlikte c¢apraz
baglayicilara da ihtiya¢ duyulmaktadir. Capraz baglayici olarak islev géren gruplar,
ayni zamanda birden fazla fonksiyonel grup icermekte ve bu 6zellikleri sayesinde
kalip molekdllerle etkilesim yaptiklari gibi birden fazla rolde Ustlenmis olurlar
[225,230]. Organik ¢ozucduler igerisinde kullaniimakta olan etilen glikol dimetakrilat
(EDMA), capraz baglayicilar icerisinde en vyaygin kullanilan malzemedir.
EDMA’nin faydalari arasinda molekulde gézenek olusumuna katki vermesinin yani
sira kalip molekul ile kovalent olmayan etkilesim yapmaya yardimci olmasi da
gosterilebilir [231]. EDMA’'nin kimyasal yapisina goz attigimizda arasinda kisa
mesafe bulunan bir reaktif ve prokiral metakrilat ester yapisi bulunmaktadir. Bu
durum rijit polimer yapisina yol agmasina karsilik, C-C bagi arasinda glikol
grubunun foksiyonlari ile sinirsiz noktada polimer etkilesimi kurulabilmektedir.
Capraz baglayiciya ait iki metakrilat ester grubu arasindaki zincirin uzamasiyla
polimerin esnekligi de arttirilabilir [223]. Membranlarin sentezlenmesinde bu
durum ilgi c¢ekmektedir. EDMA’'ya karsilik yuksek ylkleme kapasitesi,
kromatografik ¢ozinUrlik kapasitesi ve segicilik gibi faktorler noktasinda daha iyi
sonuglar verdigi saptanan tri metilol propan trimetakrilat trimethylolpropane
trimethacrylate (TRIM) ve pentaeritirol triakrilat (PETRA) gibi ¢ fonksiyonel grup
iceren c¢apraz baglayicilar, molekuler baskilama tekniginde kullaniimakta olan
diger 6nemli capraz badlayicilar olarak dikkat ¢ekmektedir [229]. Birden fazla
fonksiyonel grup igeren c¢apraz baglayicilara érnek bir baska grup olarak penta
eritirol tetrakrilatin capraz baglayici olarak kullanildigi ¢aligmalar literaturde yer
almaktadir [223, 225, 228, 232, 233]. Biyopolimerlerin kalip molekul olarak
kullaniimasi halinde polimerlesme sulu ¢ozelti ortaminda gerceklesmek

zorundadir. Bu durum ¢apraz baglayici secimini sinirli hale getirmektedir. Sudaki
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¢Ozunurlik derisimi dikkate alindiginda ise N,N-Metilen bis(akrilamid) (MBA), N,N-
Metilen bis(akriloil) piperazin (BAP) en yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayici
turleri olarak bu alanda one g¢ikmaktadir [233]. Polarite mertebesinde bir bagka
ornek verilecek olursa, stiren tiurevli divinil benzen (DVB) lipofilik karakterli en
yaygin capraz baglayicidir. DVB, EDMA’dan daha dayanikh olmakla birlikte
molekuler baskilama tekniginin uygulandigi calismalarda vyalnizca 1,3-di
izopropenil benzenin ¢apraz baglayici olarak kullanildigi ¢aligmalar literaturde yer
almaktadir [223]. Ayrica, poliakrilat capraz baglayici gruba sahip benzen turevleri

ya da benzoik asitin kullanildidi ¢calismalarda bulunmaktadir [225].
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Sekil 2.18. Yaygin olarak kullanilan ¢apraz baglayicilar [217].

2.41.1.5. Gozuctler

Cozuculerin, polimerizasyon sirasinda yuklendigi  gorevler arasinda tum
bilesenlerin tek bir fazda tutulmasi amaci tasindigi gibi baskilanmis polimerdeki

g6zenek sayisini arttirmak ve hedef molekilin baglanisini kolaylastirmak temel
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prensiplerdir. Polimer yuzeyindeki gbzenek sayisini arttirabilmek icin ayni anda

birden fazla ¢6zucullu sistemlerde deneysel kosullarda uygulanabilmektedir [217].

2.4.1.1.6. Baslaticilar ve Sicaklik Etkisi

Polimerizasyon igslemi sirasinda sicaklik 6nemli bir parametredir. Sicaklik, kalip
molekdl ile monomer arasindaki etkilesimlerin dengelenmesinde rol oynadigi gibi
kalip molekulun bozunmamasi agisindan da onemlidir. Polimerizasyon sicakliginin
dusuk tutuldugu takdirde, kalip molekul ile monomer arasindaki etkilesimler daha
kararlh hale gelirken, bunu termal etki neticesinde acgiklanabilmektedir [225].
Calismalar gostermektedir ki, dusik sicakliklarda gergeklesen polimerizasyon
islemi sonrasi elde edilen molekuler baskilanmis polimerlerin, ytksek sicakliklara
ulasildiginda elde edilen turlere karsiik daha secici o6zellikler tagimaktadir.
Devaminda, dusuk sicaklikta ve daha yavas gerceklesen polimerizasyon islemi
neticesinde polimerizasyonun kontorlunuin daha kolay saglanabildigi ve bodylece
guclu bir sekilde tekrarlanabilirligini de isaret edilmektedir [234]. Bu etmenler goz
onunde bulunduruldugunda serbest radikalik polimerizasyon ¢alismalarinda dusuk
sicakliktaki reaksiyonlar tercih edilen kosullardir. En yaygin baslaticilardan bir
tanesi konumundaki 2’-azobis(2-metilbatironitril) (AIBN)'nin fotoliz ve termoliz
neticesinde bozunabilir olusu, bu temeli desteklemektedir. Baslaticinin niteligi ve
miktari polimerizasyonu etkiledigi kadar, molekiler baskilanmis polimerlerinde
yapisi ve Ozelliklerini de etkiler [Ullman6]. Serbest radikalik polimerizasyon,
monomer derisimi ile kiyaslandiginda %1 kadar baslatici kullanilarak molektler
baskili polimerin elde edilebilecek en ylksek saflikta olmasini tercih eder [234].

2.4.2 Molekiiler Baskilama Yontemleri

Molekuler baskilama tekniginin geldigi nokta, doganin taleplerinin kargilanmasinin
bir sonucudur. Enzimler, hormonlar ya da antikorlar gibi biyolojik maddeler siklikla
kendi spesifik hedef molekulleriyle birlesmektedir. Ancak, kendi dogal ortamlarinin
disina ciktiklari zaman niteliklerinin ugradigi deformasyonlarin yani sira onlari
immobilize etmek ya da ucuz olmayan saflastirma kosullari nedeniyle ylksek
sicaklik, genis pH araligi, organik ve inorganik ¢dzlcullerin yani sira basing
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kargisinda dayanikli insan yapimi malzemelerin igleve dahil olmasi 6ne
citkmaktadir. Molekuler baskilanmig polimerler bu her iki dunyay! bir araya
getirmek konusunda tasarlanan ve sentezlenen mukemmel malzemelerdir.
Yapinin kendi dogasini kaybetmeden insan yapimi malzemelerinde o6zelliklerini
tasimasi agisindan yalnizca reseptorler olarak degil, enzim analoglari olarak da
islev gorurler Molekullerin birbirine baglanmasi konusunda temel husus guglu
etkilesimlerdir. Bu etkilesim, kalip molekulin fonksiyonel gruplariyla polimerin
fonksiyonel gruplari arasinda gelismektedir. Genel itibariyle molekuler baskilama
yontemleri, kovalent ve kovalent olmayan baskilama ydntemi olmak Uzere iki

yaklasim Uzerinden gruplandiriimaktadir [217].

2.4.2.1. Kovalent Etkilegsimler

Kovalent etkilesimler, polimerlesebilen kalip tdrevlerinin  polimerlesmesini
saglamasi olarak taninmaktadir [219, 235]. Bu yuzden kalip molekillerinin
tirevlendirilebilecek en az 1 fonksiyonel grubu olmasi gerekir. Bu gruplar aldehit,
keton, alkol, amin ve karboksilik asit gruplari olabilir. Kovalent baskilamada,
polimerizasyon oOncesi kalip molekul ile monomerler arasinda tersinir kovalent
badlar olusur. Sonrasinda ise bagin kirilmasiyla kalip molekul ortamdan ayrilirken,
sonrasinda ayni kovalent bag Uzerinden yeniden baglanma gercgeklesir. Basarili
bir baskilama gergeklestirebilmek icin kalip molekulin olabildigince en yuksek
oranda uzaklasmasi gerekir. Kalip molekulin yeniden baglanabilmesi icin kovalent
bagin yeniden kurulabilmesi sebebiyle katilim, kovalent olmayan etkilesimlere
nazaran daha gec¢ gerceklesir. Kavalent yaklasimda kalip molekull ile monomer
arasindaki stokiyometrik oran, aralarindaki kovalent bag ile iligkilidir. Analitin
yeniden baglanma iglemi ise vyalnizca bosluklarda gercgeklesir. Kovalent
yaklasimda kullanilan c¢apraz baglayicinin yuksek miktarda olusu, polimerin
kimyasal kararliligi agisindan monomer ile kalip molekul arasindaki sitokiyometrik
orana baghdir. Kovalent etkilesimler en 6nemli dezavantaji ise pargalanabilen
kovalent bag sayisinin sinirli olusudur. Ote yandan, polimerlesebilen kalip molekil

tirevinin sentezlenmesi ekstra gerekebileceginden bu durum reaksiyon surecini
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uzatabilir. Dolayisiyla, bu yontemi daha karmasik ve kovalent olmayan etkilesim

yontemiyle kiyaslandiginda daha az uygulanabilir kilmaktadir [217].

2.4.2.2. Kovalent Olmayan Etkilegimler

Kovalent yaklagimin aksine kovalent olmayan yaklagimda ise nispeten daha zayif
monomer-kalip molekule etkilesimi bir avantaj olarak degerlendiriimektedir. Bu
yuzden, kalip molekulin ayrilmasi ve bosluga baglanmasi daha kolaydir. Bu
asamada yardimci bir metod olarak yari-kovalent isimli yontem onerilmistir. Bu
yaklasimda ise kovalent baglar polimerizasyon Oncesi olusurken, yeniden
baglanma ise kovalent olmayan etkilesimler yoluyla gerceklesir [223, 231]. Kalip
molekulin polimerlesmesinden kaginarak, kovalent olmayan etkilesimler ile
molekuler baskilanmig polimer sentezi daha kolay gerceklesir. Kovalent olmayan
etkilesimlerin cesitliligi nedeniyle neredeyse kalip molekulin tamami kovalent
olmayan baskilamada kullanilabilir. Kalip molekldl ile monomer arasindaki
etkilesim ne kadar yakin olursa, aralarindaki bag da o kadar kuvvetli olur. YUksek
secicilik ise hidrojen bagl ya da elektrostatik etkilesimler gibi guglu etkilesimlere
dayalidir. Ancak, biyobaskilama isleminde kalip molekul turleri ayni anda iyonik,
hidrojen bag! ya da hidrofobik etkilesimler gibi farkli etkilesimlere girebileceginden
bu agidan bakildiginda kovalent etkilesimlere nazaran daha fazla cgesitlilik ortaya
¢cikmis olacaktir. Bu durum daha c¢ok islevselligin onunu agmaktadir. 90l yillardan
itibaren literatrde yer alan calismalarin cogu molekuler baskilama teknigi
yonteminde kovalent olmayan etkilesimlerin yer aldigi ¢alismalar olmasi, bugln

itibariyle bu yontemin daha c¢ok tercih edildiginin bir gdstergesidir [236].
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Cizelge 2.2. Kovalent ve Kovalent olmayan baglanma yontemlerinin avantaj ve

dezavantajli yonlerinin karsilastiriimasi

Kovalent baglanma Kovalent olmayan baglanma

Avantajlari Avantajlari

e Baglanma bodlgelerinin homojen fazda Hazirlanmasinin kolay olusu,
olmasi ¢ Kalip molekiliin MIP’den kolay ayrilmasi,
e Polimerlesme slrecinde secici e Kalip molekdller arahginin genis olusu,

olmayan baglanma bdlgelerinin e Fonksiyonel monomer  bakimindan

minimizi edilmesi. cesitlilik,
Dezavantajlari e Kallp molekil neredeyse tamaminin
e Polimerlesebilen kalip molekdillerinin ayriimasi,
sentezlenmek zorunda kalinmasi, * Analitin baglanmasindaki ktle
e Kalip molekiillerinin sinirh olusu, transferinin hizli gerceklesmesi
e Gigli kovalent bagh  olmasi Dezavantaijlan

sebebiyle kallp molekilin kolay ® Fonksiyonel monomer miktarinin fazla
ayrilamasi, gelmesi halinde segici olmayan baglanma

e Analitin yavas baglanmasi bdlgelerinin olusma riski

2.4.2.3. Metal iyon Degisikligi Yontemi

1990 yilindan itibaren ginumuze, metal iyonlarinin da monomer-kalip molekdl
arasindaki etkilesimi koordinasyon baglariyla kararli hale getirdigi ve molekuler
baskilamaya dahil oldugu calismalar literatirlerde mevcuttur [217]. Olusan
kompleksin kararliligina bagh olarak metal iyonlarin kullanildigi molekuler
baskilama ydnteminin uygulanmasi hem kovalent, hem de kovalent olmayan
etkilesimleri desteklemektedir. Baskilama yonteminde kullanilan metal iyonlarinin
iki farkli rol alabilece@i sunulmaktadir: Buna gére, metal iyonlari kalip molekulin
baskilanmasinda kalip araci olarak islev gorebilecegi gibi, fonksiyonel monomer

gruplari iceren ligandlar gibi de davranabilmektedir [217].
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Sekil 2.20. Metal iyonlarinin baskilama yonteminde kullaniimasiyla yaptiklari

gorevler: A: Kalip olarak metal iyonlari B: Metal iyon vasitasiyla baskilama [ 217].

2.4.3. Molekiler Baskilanmig Polimerlerin Uygulama Alanlari

Molekuler baskilanmis polimerlerin (MIP) kullanim alanlari olduk¢a genistir. Bu
alanlari baglica gruplandiracak olursa, Kati-Faz Ekstraksiyonu (SPE), Yuksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC), ayirma yontemleri icerisinde Kapiler
Elektroforez (CE)nin yani sira sensoérler, kataliz, membranlar ve tahlil

¢alismalarinda uygulanabilmektedir [217].

2.4.3.1. Kati-Faz Ekstraksiyonu (SPE)

Molekuler baskili polimerlerin en siklikla uygulandidi alan olarak kati-faz
ekstraksiyonu gosteriimektedir. Literatirde, hem MIP fiberler ve hem de MIP
partikuller ile doldurulmus kartus-siringa sistemleri yer almaktadir. Bununla birlikte,
bazi kaynaklarda kati-faz ekstraksiyonu olarak bahsedildiginde Molekuler Baskili
Kati-Faz Ekstraksiyonunu (MIPSPE) isaret ettigi bilinmektedir. Secicilik
baglaminda MISPE’nin, klasik SPE metotlarindan bariz Gstunligd bulunmaktadir.
Birgok analitik yontem, numuneyi zenginlestirmek ya da butinden parcayi
ayirabilmek icin 6n deneme islemi gerektirmektedir. Numune, yikama ve hedef
molekulin eldt igleminin ardindan sabit faza yuklenmektedir. Cozucu segimi, bu

noktada en dnemli islemdir. Molekuler baskilma sentezinde tercih edilen ¢ézlcu ile
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hareketli faz ayni oldugu takdirde yeniden baglanma gergeklesir. Yikama iglemi
sirasinda var ise istenmeyen molekuller herhangi bir desorpsiyon islemi olmadan,
kati fazdan uzaklastiriir. Reaksiyonun sonunda ise ellisyon c¢o6zicu analite
birakilir. Etkin segcicilik ve ylksek saflastirma verimi sebebiyle MISPE, gida
analizlerinde oldukga tercih edilen bir yontemdir [237]. MISPE yonteminde hedef
molekulle eslesecek ve on deneme isleminde kullanilacak molekuller arasinda
herbisitler, pestisitler, antibiyotikler, endokrin bozucular, toksinler, katki maddeleri,
proteinler, eser metalleri ve farmasoétik Urtinleri kapsamaktadir [236-238]. Ayrica,
MIP’ye dayali Kati-Faz Mikroekstraksiyon yontemi (SPME) Gaz Kromatografisinde
(GC) siklikla uygulanmaktadir. I¢ yiizey tzerinde MIP igeren silika bazl kapiler
boru bulunmaktadir. Numunenin doldurulma isleminin ardinda kalip molekul termal

olarak uzaklastiriir ve GC’ye dogrudan enjekte edilir [230, 236-238].

2.4.3.2. Ayirma Tekniklerinde Molekiiler Baskilanmig Polimerler

Polimerlerin  molekuler baskilanma yontemiyle elde edildigi ilk zamanlarda
kovalent yaklagsim, karbonhidratlar ya da amino asitler gibi optikce aktif
biyomolekullerin ayrilmasi igleminde kalip molekuller ile monomerler arasindaki
diester kovalent baglar kullanilarak uygulanmigti [235]. Ancak, kovalent olmayan
etkilesimler yontemiyle molekuler baskilanmis polimerlerde yeniden baglanmanin
hizli gerceklesmesi, bu yontemin daha sonraki surecte daha ¢ok tercih edilmesine
aracilik etmistir. YlUksek performansli ayirma esasen analitin, sabit fazdan hizli
adsorpsiyon ve desorpsiyon islemine dayanir. Tabanlanmig ve toplu partikuller
segicilik gdsterebilirler, bununla beraber genis afinite dagilimi barindiran baglanma
bolgeleri icermektedirler. Bu yuzden, etkili ayirma ve dusuk maliyet icin
suspansiyon, emulsuyon ve c¢oOkturme polimerlesmesi tercih edilir. Ek olarak.
HPLC ayinmlarinda molekiler baskilanmis monolitlerin kullanildigi calismalar
bulunmaktadir [239,240]. Bu sistemlerin ayni zamanda kiral ayirimlar icin de
mukemmel c¢ozumler verdigi kanitlanmistir [223, 241, 242]. Benzer sonuglar,
Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ve Kapiler Elektroforez (CE)
yontemlerinin bileske metodu olarak kabul edilen Kapiler Elektrokromatografi

(CEC) sistemlerinde de go6zlemlenmistir. Bu segicilik, molekller baskilama
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teknolojisinin uygulanmasiyla kiral molekullerin agik tubuler kolonlar, monolitler ya

da partikullerde ayrilma iglemleriyle daha da gelistirilebilecedi sunulmaktadir [243].

2.4.3.3. Molekiiler Baskilanmig Polimerlerin Diger Uygulamalari

MIP teknolojisi ayni zamanda yeni ila¢g taginim sistemlerinin tasarimi, zaman
dizenlenmesi ve hassas salinimi gibi uygulamalarda kullaniimaktadir. Bunun yani
sira protein kristallizasyonunda baglatici olarak test edilmektedir. Baskilanmis
parcaciklar ise bagisiklik sisteminde dogal antikorlarin, antikorlar ile
degistiriimesinde gorev  almaktadir [244, 245]. Molekuler baskilanmis
polimerlerden organik kimya sentezlerinde koruyucu grup olarak kovalent etkilesim
yontemiyle faydalaniimaktadir [246]. Son olarak, bu polimerler enzim gibi katalizor

goreviyle kovalent baskilama yontemiyle uygulanabilmektedir [235].

2.5. Kiral Ayirnmin Gerekliligi

Optikge aktif bilesiklerin birbirleriyle her tirli stereospesifik etkilesim yapabilme
yetenedi sayesinde canli sistemler igin kiral tanimlama c¢ok 6énemli bir rol
ustlenmektedir. Molekller duzeyde kiralite, yasamin dayanak molekulleri olarak
proteinler, peptitler, sekerler ve onlarin yapi taslari amino asitler, monosakkaritler
ve polisakkaritler gibi bilesikler igin kendine 6zgu temsil arz etmektedir. Sonug
olarak, biyolojik sistemler tarafindan aracilik edilen metabolik ve duzeleyici
surecler stereokimya agisindan duyarli olup, enantiomer giftlerinin aktiviteleri
kiyaslandiginda farkli tepkiler gdzlenebilmektedir. Bu yuzden, biyolojik baglamda
sahip olduklari 6zellikler sebebiyle enantiomerler farkli bilesikler olarak

tanimlanmaktadir

Kiraliteye olan ilgi ve onun bilimsel dayanakli sonuglari yeni bir olgu degildir.
Ancak, son 20 yil icerisinde ekonomik beklentiler sebebiyle yeni kiral bilesiklerin
ortaya ¢ikmasi ve bu durumun Ozellikle ila¢ sanayiinde ¢ok onemli katkilar verdigi
g6zlenmektedir. Genis bir yelpazede, ilag enantiomerlerin biyolojik agidan
uygunluk, dagihm, bosaltim ve metabolik davraniglarina iligskin yer alan 6rnekler

mevcuttur.
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Simdilerde ise yalnizca ilag maddeleri degil, tarimsal kimyasallar, gida koruyucu
ve katki maddeleri, katalizorler ve birtakim yeni malzemeler sahip olduklari
ekonomik ve bilimsel potansiyel sebebiyle gida, tarim, basta olmak Uzere yagsamin
buyuk bolumunde ekonomik hassasiyet goz onunde bulunduruldugunda onemli bir
yere sahiptir. Bu agidan bakildiginda, kiral ilaglardan bahsedildiginde bu kapsam

bahsettigimiz bu kimyasallar ile rahatlikla genigletebilmektedir.

Son vyillarda vyapilan c¢alismalar sidinda kiral bilesiklerin enantiyomerik
ayirnmlarinin gerek guvenli ve etkili gozUmler sunmasi, basta akademik gevreler
olmak Uzere diger sanayi ve arastirma alanlarinda kullaniimasi amaciyla optikce
aktif bilesikler analitik bir gorev Ustlenmekte ve gerek ayirimlar gerekse de analiz
islemlerinde uygulamalari 6nerilmektedir. Enantiomerce saf bilesiklere olan
gereksinim arttikga, enantiomerlerin farkli 6zellikler barindiran bilesiklerinin analitik
ayirm metotlari icin yeni stratejilerin gelistiriimesi gerekmektedir. Bu baglamda
kapiler elektrokromatografi bu ihtiyaca cevap vermek konusunda basarili bir

yontem olarak literatlirde yer almaktadir [245].

2.5.1. Ayirma Teknikleriyle Kiral Tanimlama

Ayirma teknikleri yontemiyle enantiomerleri ayirabilmek icin dncelikle kiral ortama
ihtiyac duyulmaktadir. Bu amacg dogrultusunda, kiral segiciler, kiral reaktifler ve
aralarindaki enerji farkini kullanarak enantiomerlerin ayrilmasina olanak saglayan

tasiyici yapidaki diastromik turler gereklidir.

Enantioayirirmlar dogrudan ya da dolayli yontemler olmak Uzere iki farkli bashk
altinda gercgeklestirilebilir. Dolayli yontemde analit enantiomer, kovalent bag
vasitasiyla bir enantiomer cifti olusturmak Uzere kiral reaktifle etkilesime girer.
Sonrasinda ise diastromerler ise akiral kosullarda fiziksel ya da kimyasal 6zellik
farkliliklarina dayanarak ayirimlari gergeklestirilir. BugUnlerde ise bu yontem cesitli
sinirlandirmalar sebebiyle daha az tercih edilmektedir. En énemli sinirhlik konusu
ise gerekli olan yiksek enantiomerik safliktaki kiral reaktifin hem pahalli hem de
bulunabilirliginin az olmasidir. Alternatif olarak en siklikla kullanilan dogrudan
yontemde ise kovalent olmayan ve gecici diastromerik etkilesimler temel alinir. Bu

durumda enantiomerlerin kiral ortamda ayrilmasi, kiral segici olarak sabit bir faz ve
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onunla etkilesim halindeki enantiomerik karigimi iceren hareketli bir faz

yontemiyle gerceklesmektedir [246].

. . » Dogrudan Yéntem
Enantiyomerik Ayirim

~ =~

A ES
Y Kiral Sabit Faz Hareketli Kiral Faz Katkisi
Dolayh Yéntemler Tal &
CE, HPLC ya da TLC ile Ayirma
Y

Tirevilendirme

Y

Kromatografik Yontemler ile Ayirma

Sekil 2.21. Enantiyomerik Ayirirm Semasi.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Tez doneminde yapiimis olan deneysel ¢alismalar ve uygulanan sistemler asagida

yer almaktadir.

3.1 Kromatografik Analiz Sistemleri

Enantiyomerik ayrim igin analizler CEC sistemi (Prince CEC-760, Hollanda) ile
yapilmistir. Diyot array dedektér (DAD), UV lamba ve elektriksel guc saglayicisi
iceren cihaz Sekil 3.1° de gorulmektedir. Ayrica analizler igin uzun kapiler mod
sistemi kullanilarak metodlar uygulanmis ve bu ydntem analiz yontemi olarak
secilmistir. Kapiler kolonlarin sartlandiriimasi hususunda pPHPLC pompa

kullaniimistir.

Sekil 3.1. Kapiler Elektrokromatografi sisteminde kullanilan Prince CEC-760

cihazil.

3.2 Kimyasal Malzemeler ve Yontem

Tez kapsaminda deneysel calismalar Hacettepe Universitesi, Fen Fakdltesi,
Kimya BO&lumi, Biyokimya Ana Bilim Dalinda gergeklestiriimistir.  On
komplekslestirici monomer olarak segilen ve molekuler yapisi Sekil 3.2.de
gOsterilen N-metakriloil-(L)-fenilalanin ~ (MAPA), Nanoreg, (Ankara)’dan satin
alinma yoluyla temin edilmistir. Hidrofobik amino asitler; L-tirozin, L-triptofan ve L-

fenilalanin ile birlikte gcapraz baglayici olarak kullanilan etilendimetakrilat (EDMA)
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kimyasallari Sigma Aldrich, (Almanya) firmasindan temin edilmigtir. AIBN
(Azobisizobutironitril), asetonitril (ACN), potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,),
asetik asit (CH3COOH) ve analitik safliga sahip olan diger kimyasallar Merck
firmasindan (Darmstad, Almanya) alinmistir. Silanlama ajani olarak kullanilan
kimyasal 3-trimetoksisililpropilmetakrilat (TMSPM), Sigma-Alrich (Milwaukee, WI,
A.B.D.) firmasindan temin edilmigtir. Deneylerde kullanilan cam malzemeler, 4.0

M nitrik asit ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra kullaniimistir.

Enantiomerik ayirrm amacl kullanilan 100 pm’lik i¢ ¢ap (I.D 100 ym) ve 360 pm’lik
dis ¢apa (O.D 362 pm) sahip kapiler kolonlar (Polymicro Technologies Capillary

Tubing) Molex firmasindan satin alinarak temin edilmigtir.

Kolonun ayirma glcunlu test etmek amaciyla kromatografik karakterizasyon
calismalarinda alkil benzen tlrevleri olarak benzen, toluen, etilbenzen,
propilbenzen ve butilbenzen kullanilimigtir. Alktil tlrevli bilesiklerin agik yapilari

Sekil 3.3.’de gosterilmigtir.

Deneysel calismalarda pH ayarlamasi yapmak Uzere genel olarak fosfat tamponu
tercih edilmigtir. Tampon ¢ozeltileri hazirlamak i¢in uygun pH’1 ayarlayabilmek igin
di sodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,), sodyum di hidrojen fosfat (NaH,PO,),
hidroklorik asit (HCI) ve sodyum hidroksit (NaOH) c¢ozeltileri Merck firmasindan

temin edilerek kullanilimistir.

Deneylerde kullanilan su, ylksek akisli seliloz asetat membran (Barnstead
D2731) ile ters ozmoz Barnstead (Dubuque, |1A) ROpure LP® birimi ve ardindan
Barnstead D3804 NANOpure® organik/kolloid uzaklastirma birimi ve iyon
degistirici dolgulu kolon sistemi kullanilarak saflastiriimigtir. Elde edilen saf suyun
(deiyonize su) direnci 18.02 MQ/cm’ dir.
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Sekil 3.3. MAPA bazli monolitik kolonun kromaotgrafik ayirimini test etmek igin

secilmis alkil tarevleri.
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NH,
NH, \H

HO
Tirozin Fenilalanin Triptofan

Sekil 3.4. Kromatografik uygulama olarak enantiyomerik ayirimi gergeklestirilen

aminoasitlerin kimyasal yapilari.
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3.2.1. Deneysel Yontemler
3.2.1.1. N-metakriloil-(L)-fenilalanin (MAPA) Monomerinin Sentezi

N-metakriloil-(L)-fenilalanin  (MAPA) monomerinin sentezi literatlirde verilmistir
[247]. Buna gore ilk olarak, 5.0 gram fenilalanin ve 0.2 gram sodyum nitrit karigimi,
30 mL %5 (w/v)'lik potasyum karbonat igerisinde ¢ozullr. Bu karisim daha sonra
u¢ boyunlu 100 mL’lik damitma hunisinin i¢ine alinir. Reaksiyon, azot gazi altinda
manyetik olarak karistirilarak 0°C’de buz banyosunda sogumaya birakilir.
Reaksiyon Uzerine 6 mL metakriloil klorur ¢ozeltisi damla damla ilave edilir. Buz
banyosundan alinan karigim daha sonra oda sicakliginda manyetik karistiricida 2
saat boyunca karistirilir. Bu iglem sonrasi karisimin pH ayarlamasi gergeklestirilir
ve pH 3.0’a getirilir. Elde edilen trtiin 50 mL kloroform ¢dzeltisinde ekstrakte edilir.
Fazlarin ayrilmasi igleminin ardindan organik fazda magnezyum siulfatla (MgSO,)
nemi alinirken, kloroform ¢ozeltisi evaporatérde buharlastirilir. MAPA monomeri

son olarak, eter-siklohekzan karigimindan kristallendirilir.

3.2.1.2. Kapiler Kolonun Kullanima Hazirlanmasi

Kapiler kolonlar genellikle silikadan (SiO;) Uretilir. Silanizasyon islemi ile
kromatografik calismayi gerceklestirmek Uzere hazir hale getirilir. Silanizasyon
isleminin gerekliligi, kolonun i¢ yuzeyinin silanol (SiOH) gruplar ile kaplanmis
olmasinin EOF’yi olumsuz yonde etkileyebilecedi duslincesine dayanir. Bu amag
dogrultusunda ise silanol gruplarinin iyonlastirilarak (Si-O°) sekline dénusturtlmesi
gerekir [217].

Deneysel calismalarda kullanilan kapiler kolonlarin toplam uzunlugu 38 cm ve
monolit iceren kisim olarak baz alindiginda etkinlik uzunlugu 30 cm olarak

belirlendi.

Silanizasyon islemleri 750 mBar basing altinda gercgeklestirildi. Bu islemler igin ilk
olarak kolonlarin yuzeyi, polimerizasyon c¢ozeltilerinin kolon icerisine enjekte
edilmeden once yuzeyi aktif hale getirildi. 3 saat suresince 0.2 M NaOH c¢ozeltisi,
sonrasinda ise 30 dakika deiyonize su ve devaminda 30 dakika boyunca N
gazlar gegcirildi. 1 saat boyunca, TMSMP ve metil alkol g¢dzeltilerinden esit

hacimde (%50:%50) karistirilan ¢ozeltinin kolondan gegirilmesinin ardindan kolon
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uclari septumlarla kapatilarak 20 saat suresince 35°C’de su banyosunda bekletildi.
Bu iglemin ardindan 30 dakikalik bolumlerde metanol ve N, gazi gegcirilerek
kolonun i¢ yluzeyi aktif hale getirilmis oldu. Bu islemler, hazirlanmig tim kolonlar

igin uygulandi.

3.2.1.3. Fonksiyonel Monomer Segilmesi

Yapmay! planladigimiz bu tez kapsamindaki ¢alismada hidrofobik amino asitler
olarak fenilalanin, tirozin ve triptofanin enantiyomerik formlarinin CEC sisteminde
birbirinden molekuller baskilanma teknigi ile ayrilmasi hedeflendi. Bunun igin,
hidrofobik amino asit olarak secilen amino asitlerin L- formlari baskilanacak kalip
molekul olarak secilirken, monolitik ve hidrofobik karakterli kolon hazirlanmasi
amaciyla hidrofobik karakterli MAPA monomeri, polimetakrilat bazli monolitik

kolonlarin hazirlanmasinda fonksiyonel monomer olarak tercih edilmistir.

3.2.1.4. PMAPA Monolitik Kapiler Kolonunun Hazirlanmasi

Polimerizasyon ¢oOzeltisi hazirlamak igin capraz baglayici olarak EDMA ve
monomer olarak hidrofobik aminoasit bazli (fenilalanin) MAPA kullanildi. G6zenek
olusturucu ¢ozucu sistemi olarak etil alkol ve metil alkol karigsimi (EtOH&MetOH)
ile birlikte fosfat tamponu (5mM, pH 7.0) kullanildi. Polimerizasyona gdzenek
olusturucu, gapraz baglayici, monomer orani ve zamanin etkisi, bu parametrelerin
degistiriimesiyle hazirlanan polimerizasyon c¢ozeltilerinin CEC sisteminde 750
mBar basing uygulanarak 38 cm silanize edilmis kolonun 30 cm lik (isaretleyerek)
kismina yuklenmesiyle uretilen kolonlar ile incelendi. Bu parametrelerin optimize
edilmesiyle hazirlanan monolitik kolonlar daha sonra yHPLC pompasina baglandi
ve etanol ile 5 pL/dk akis uygulayarak yikandi. Hazirlanan monolitik kapiler
kolonunun igaretli kismindan 1gik gegcmesi i¢cin ¢cakmak ile yakilarak poliimid
tabakasi kaldirildi ve monolitik kolon CEC sisteminde kullanima hazir hale getirildi.
MAPA bazli amino asit baskilanmis monolitlerin polimerizasyon ¢ozelti igeriklerine
iliskin gbzenek olusturucu, ¢apraz baglayici, monomer orani ve zamanin etkisine

iliskin icerikler sirasiyla Cizelge 3.1. - 3.12.’de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Triptofan baskilanmig PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda

¢6zlcu orani etkisi.

Amino
ETOH/MeOH EDMA MAPA asit AIBN T° Siire
(VIv) (bL) (bL) (Trp)  (mg) (C)  (dk)
(mg)
MIP1 50/50 113 240 3 2 70 40
MIP2 60/40 v v o o o o
MIP3 80/20 3 3 (1) (1) (1) (1)
NIP 60/40 (1] (1] - (1) (1) ()

Cizelge 3.2. Triptofan baskilanmis PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda

¢apraz baglayici orani etkisi .

ETOH/MeOH = EDMA | MAPA Trp AIBN | T° | Sire

(VIv) (L) | (L) | (mg) | (mg) (C) (dk)
MIP2 60/40 113 240 3 2 70 40
MIP4 60/40 226 v v v v v
MIP5 60/40 339 o v ! v ’

Cizelge 3.3. Triptofan baskilanmig PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda

monomer orani etkisi.

ETOH/MeOH | EDMA | MAPA Trp AIBN | T° | Sire

(Viv) L) @y (mg) (mg) (€  (dk)
MIP2 60/40 113 240 3 2 70 40
MIP6 v 113 360
MIP7 v 113 480 v v v v
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Cizelge 3.4.Triptofan baskilanmis PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda

polimerizasyon suresinin etkisi.

ETOH/MeOH = EDMA | MAPA Trp AIBN | T° @ Siire

(VIv) (BL) (L)  (mg)  (mg)  (©) (dk)
MIP2 60/40 113 240 3 2 70 40
MIP8 ; 113 : : " © | 30
MIP9 ; 113 : : ; © | 80

Cizelge 3.5. Fenilalanin baskilanmis PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda

¢o6zlcul orani etkisi.

ETOH/MeOH EDMA | MAPA A;nslirtlo AIBN = T° | Time
(VIv) (bL) (bL) ((F:;)) (mg) | (C) | (dk)
MIP1 50/50 113 240 2.43 2 70 40
MIP2 60/40 o o o o o o
MIP3 80/20 o o . o o o
NIP 60/40 o o - o D o

Cizelge: 3.6. Fenilalanin baskilanmis PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda

capraz baglayici orani etkisi.

ETOH/MeOH EDMA MAPA Phe AIBN T°  Sire

(Viv) L) @y (mg) (mg) (€ (dk)
MIP2 60/40 113 240  2.43 2 70 40
MIP6 v 226 v o o v v
MIP7 v 339

Cizelge 3.7. Fenilalanin baskilanmis PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda

monomer etkisi.

ETOH/MeOH EDMA MAPA Phe AIBN T°  Siire

(VIv) L) @y (mg) (mg) (€ (dk)
MIP2 60/40 113 240 243 2 70 40
MIP6 " " 360 " " " "
MIP7 8 ’ 480 o o i i
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Cizelge 3.8. Fenilalanin baskilanmis PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda

polimerizasyon suresinin etkisi.

ETOH/MeOH = EDMA MAPA  Phe @ AIBN T° Siire

(VIv) (BL) (L)  (mg) (mg) (C) (dk)
MIP2 60/40 113 240 3 2 70 40
MIP8 ; ; " : ; © 30
MIP9 ; ; " : ; “ 80

Cizelge 3.9. Tirozin baskilanmig PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda

¢6zlcul orani etkisi.

ETOH/MeOH EDMA MAPA Aminoasit AIBN T° | Time

(VIV) (L) (L) (Tynmg (mg) (C) (dK)

MIP1 50/50 113 240 2.66 2 70 40
MIP2 60/40 " ’ " ; " "
MIP3 80/20 4 ; ’ : ! ;
NIP 60/40 i : - ¢ ! ;

Cizelge: 3.10. Tirozin baskianmis PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda

capraz baglayici orani etkisi.

ETOH/MeOH EDMA MAPA Tyr AIBN T° Siire
(VIv) (BL) (BL)  (mg) (mg) (C) (dk)
MIP2 60/40 113 240 2.66 2 70 40
MIP6 226 ° K K
MIP7 339
Cizelge 3.11. Tirozin baskilanmigs PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda

monomer etkisi.

ETOH/MeOH EDMA MAPA  Tyr  AIBN T° Siire
(VIiv) L) @) (mg) (mg) (€) (dk)
MIP2 60/40 113 240 266 2 70 40
MIP6 360
MIP7 480
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Cizelge 3.12. Tirozin baskilanmis PMAPA monolitik kolonun hazirlanmasinda

polimerizasyon suresinin etkisi.

ETOH/MeOH EDMA MAPA Tyr AIBN T° Siire

(VIV) (ML) (pL) (mg) (mg) (C) (dk)
MIP2 60/40 100 240 3 2 70 40
MIP8 o o o o o o 30
MIP9 o o @ @ o @ 80

3.3. Polimetakrilat Bazli Monolitlerin Karakterizasyon Calismalari

3.3.1. Monolitik Kolonlarin Morfolojik Ozelliklerinin Taramali Elektron

Mikroskobu (SEM) ile incelenmesi

Hazirlanan monolitik kolonlarin morfolojik 6zelliklerini incelemek icin monolitlerin
taramali elektron mikroskop goruntuleri SEM cihazindan (Model: Jeol JEM1200
EX, Tokyo, Japonya) elde edilmigtir. Kromatografik performansi incelenmis
kolonlarin dolgulu uclarindan yaklasik 2’ser cm kesildikten sonra altin kaplama
yapilarak farkh buyuklikte SEM goruntileri alindi. SEM goéruntileri ile monolit
hazirlamada kullanilan degisik oranlarda gbézenek yapici iceren sistemlerin

incelenmesi yapiimistir.

3.3.2. Yiizey Alani ve Gozeneklilik Ozellikleri

Yuzey alani ve gozeneklilik ozellikleri igin Brunauer-Emmet-Teller (BET) ve civa
porozimetre ile monolitlerin gbézenek o6zellikleri incelenmistir. Civa porozimetri
analizleri MAPA bazli monolitler igin yapiimigtir. Bu analizlerin yapilmasi igin
yaklasik 2.5 cm c¢apl siringalarda makro boyutlu hazirlanan monolit giringa
icerisinden c¢ikarildiktan sonra etanol ile yikanmis ve oda sicakliginda
kurutulmustur. Kurutularak toz haline getirilen yapi BET sistemi hicresine konmus

ve 80°C de vakum altinda 3 saat kurutulmus ve analiz yapilmistir.
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3.3.3. FTIR-ATR Spektrofotometre Analizi

Fonksiyonel monomer MAPA ve hazirlanan MAPA kompleksinin yapisi Fourier
donusumlu infrared spektrofotometresi-zayiflatiimis toplam yansima (FTIR-ATR)
(Thermo Fisher Scientific, Nicolet iS10, Waltham, MA, ABD) kullanilarak
incelenmistir. Orneklerin FTIR-ATR spektrumlarinin elde edilmesi igin 2.0 mg
ornek, 98.0 mg KBr ile karistirilarak havanda dovulmus ve hidrolik preste 600
kglcm? basingta yaklasik olarak 10 dakika bekletilerek ince bir tablet haline
getiriimistir. Hazirlanmis olan tabletlerin 4000-400 cm™ dalga sayisi arali§inda

FTIR-ATR spektrumu alinmistir.

3.4. Kromatografik Performans Ozellikleri

CEC sisteminde alkil benzen tirevleri test bilesikler olarak kullaniimasi ile MAPA
bazli monolitik kolonun kromatografik performans c¢alismalari yapiimistir. Alkil
benzen c¢ozeltileri, ACN’nin ¢bozucu olarak kullaniimasiyla fosfat tamponu
icerisinde konsantrasyonlari 0.5 mg/mL olarak hazirlandi. Ters faz igin tiyoure,
allkonmayan analit olarak kullanildi. Ayrica kromatografik performansiarini

optimizasyonu igin farkli oranlarda ACN:fosfat tamponu kullaniimistir.

3.5. Elektrokromatografik Ayinm Kosullari

Elektrokromatografi deneylerinde uzun kapiler (long capillary) modu secilerek
analiz yapildi. Uzun kapiler moduna gore, anot sistemin inlet kisminda katot ise
sistemin outlet kisminda yer almaktadir. Ters akim islemi olarak bilinen negatif
elektrovoltaj uygulamasi, elektrotlarin polaritelerini terse ¢evirmektedir. Calisma
iceriginde hareketli faz olarak asetonitril (ACN) ve fosfat tamponu farkli oranlarda
karistirilarak hazirlandi. 1M NaOH ve 1M HCI ¢ozeltileri, uygun pH’in ayarlanmasi

amaciyla kullanilmistir.
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3.5.1. Elektroozmotik Akig (EOF)

EOF, CEC sisteminin temel sltricu gucudur ve ayni zamanda monolitik kolonun
gegirgenliginin gostergesidir. Bu calismalarda EOF asagida verilen yontem ile

hesaplanmigtir.

Le X Lt

Heof = ~itn (Esitlik 3.1.)

Burada formdilde p.,f; elektroozmotik hareket, L, (m); kolonun etkin uzunlugu,

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

icin alikonma suresidir.

3.5.2. Aikonma (Kapasite) Faktoru (k)

Bir kolonda her bir bilegen icin kendine ait alikonma suresi vardir. Bu sure, “tg” ile
gosterilir. Allkonma zamani, numunenin kolona yuklendigi zaman ile dedektorden

¢lkmasi arasinda gegen zamandir.

Kolonda, sabit faz olarak kullanilan madde Uzerinde hi¢ tutulmayan bir madde
kullanildigi takdirde, bu maddenin detektérden ge¢mesine kadarki sitre “to- ile
gosterilir. Ahkonma zamani (tr) ile ty arasindaki farka (tr-to=tr) dlzeltilimis
allkonma zamani denir. Ote yandan, bagil alikkonma zamani hesaplanmasi
konusunda numunenin iki ayri madde igeriyor olmasi ve bu bilegiklerin alikonma
zamanlari t'r; ve t'ry ise esitlik (3.2)’deki formul yardimiyla bagil alikonma zamani

hesaplanabilir. “a” ile gosterilen bagil allkkonma zamani ne kadar buyukse,

ayrilmalarin da o kadar iyi gerceklestiginin bir isaretidir.

t'R,
t'R,

a = (Esitlik 3.2)
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Allkonma (kapasite) faktorld, monolitik matriks ile hareketli faz igcerisinde olan
analitin etkilesmesine dayanan bir gostergedir. Ters farz kromatografide monolitik
yapinin polaritesi allkonma faktori ile ifade edilir. Hidrofilik etkilesim
kromatografisinde ise yine monolitik yapinin hidrofobisitesini gosteren bir

parametredir. Allkonma faktort genellikle asagida verilen formulle hesaplanir;

= Bh Esitlik (3.3)

Bu formulde tg; analitin bir hareketli faz ile tesbit edilen alikonma suresini, to; ise bu

calisma kapsaminda tiyoure icin elde edilen alikonma suresidir.

3.5.3. Teorik Tabaka Sayisi (N) ve Tabaka Yuksekligi (h)

Teorik tabaka sayisi ve ylUksekligi kolonun verimliligini ve hizini gésteren énemli
kromatografik parametrelerdir. Kolonun verimliligi teorik tabaka sayisi ile dogru
orantili, yani teorik tabaka sayisi ne kadar yuksekse kolonun verimi o kadar
yuksektir. Teorik tabaka yuksekligi ise kolonun calisma hizi gostergesidir ve N

degeri ile ters orantilidir.

Hazirlanan kolonlarin N degeri asagida verilen formullere goére belirlendi;

N = 5.54 x & (Esitlik 3.4)
o W1/22) ¥ '
N = 16 X (£2)/(w?) (Esitlik 3.5)

Burada, w; bilegik pikinin taban genigligini ve wi; pik yuksekliginin yarisindaki

taban genisligini ifade etmektedir, t; bilesigin alikonma suresini gosterir.
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Teorik tabaka yuksekligi ise asagida verilen Esitlik 3.6’daki formule gore

hesaplanir,

H=L/y (Esitlik 3.6)

Bu esitlikte, H; teorik tabaka yuksekligi, L; kolon boyu ve N; teorik tabaka sayisidir.

Kolon gecirgenligi hesaplama yontemi asagida verilen Esitlik 3.7’deki Darcy

esitligine gore yapildi [249].

K = (F xn xL)/(APx n x r?)
(Esitlik 3.7)

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

uzunlugu, AP; kolonun geri basinci ve r; kolonun i¢ capidir [247].

3.6. Enantiyomerik Ayirimi Etkileyen Parametreler

Enantiyomerik ayirma sulreci; uygulanan elektrik akimi, basing, organik faz etkisi
ve enantiyomerik tlrtn tespitini belirlemek amaciyla farkli kosullar altinda optimize

edilmeye calisildi.

3.6.1. Ayinma Elektrik Alaninin Etkisinin incelenmesi

Enantiyomerik ayrima uygulanan elektrik alaninin etkisini belirlemek i¢in 100 mbar
basingta sirasiyla 5, 10 ve 15 kV voltaj uygulanmis ve uygulanan elektrik alani

sonucu olugan akimin ayrima etkisi incelenmisgtir.

3.6.2. Ayinma Basing Etkisinin incelenmesi

Enantiyometrik ayrima uygulanan basincin etkisini incelemek tzere 10 kV akimda
sirasiyla 0, 100 ve 200 mbar basing uygulanmistir. Basing degisikliklerinin ayirim

uzerindeki etkisi incelenmistir.
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3.6.3. Ayirima Organik Fazin Etkisi

Enantiyomerik ayirima organik ¢ozucunun etkisini incelemek Uzere %50 ve
%60’lIk derisimlerde ACN ¢ozeltisi kullaniimis ve ¢dzlcinin derisimindeki

degisimin enantiyomerik ayirim Uzerindeki etkisi incelenmistir.

3.6.4. Enantiyomerik Turiun Tespiti

Enantiyometrik ayrimlarda enantiyomer turunun tespit edilmesine yonelik yapilan

analizlerde amino asitlerin L- formu kolona verilerek analiz gergeklestirilmistir.

3.7. Molekiiler Baskilanma Faktoriiniin Belirlenmesi

Molekuler baskilamaya tabi tutulmus kolon ve baskilanmamigs kolon arasindaki
oranlama, baskilanma faktorinu vermektedir (Egitlik 3.8.). Baskilanma faktorunin

belirlenmesi, kolonda tutunma kabiliyetinin bir dlglisu olarak degerlendirilir.

IF = SMIp (Esitlik 3.8.)

knip

Esitlikte verilen “IF” baskilanma faktérini temsil ederken, kuyp ve kyp ise
siraslyla, baskilanmig kolon ve baskilanmamig kolonun alikonma faktorlerini isaret
eder. Her iki kolon icin alikonma faktorleri, Esitlik 3.2.’de verilen formal yardimiyla

hesaplanabilmektedir.

3.8. Tekrarlanabilirlik (Reproducibility)

Kromatografi ¢alismalarinda tekrarlanabilirlik ¢ok 6énemlidir. Calismalarimizda
hazirladigimiz kolonlarin gun igerisinde analizden analize tekrarlanabilirlik (run to
run reproducibility) veya farkli glnlerde yapilan analizlerin terarlanabilirligi (day to
day reproducibility) gibi verimlilik analizleri yapilmistir. Ayrica kromatografik
performanslari test edilmis monolitik kolonlar ayni kosullar altinda tekrar

hazirlanarak, tekrarlanabilirligi tespit edilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Aminoasit Baskilanmig P(MAPA) monolitik kolonlarin hazirlanisi

Bu calismada ilk olarak, literatirde ilk olma 6zelligi tasiyan hidrofobik karaktere
sahip amino asitler (tirozin, triptofan ve fenilalanin) ile amino asit bazli hidrofobik
Ozellige sahip N-Metakriloil-L-Fenilalanin (MAPA) monomeri kullanilarak molekuler
baskilama yontemiyle hidrofobik 6zellikli monolitik kapiler kolonlar hazirlanmistir.
Hazirlanan kapiler kolonlar, aminoasitlerin enantiyomerik ayiriminda kullaniimistir.
Calisma kapsaminda, MAPA monomer orani, gapraz baglayici, gdzenek yapici ve
polimerizasyon suresindeki degisimlerin monolitik kolonun optimize edilmesinde
etkileri incelenmis ve 9 farkli kolon sistemi hazirlanarak, bu parametrelere bagli
kosullar ile birlikte Cizelge 4.1. - 4.12.’te sunulmustur. Hazirlanan kolonlarda
hidrofobik 6Ozellik saglamak icin MAPA, carpaz baglayici olarak EDMA, uygun
g6zenek yapici sistem olusturmak igin Etanol/Metanol karigimi (EtOH/MeOH)
kullanildi. Hazirlanan kolonlarda c¢o6zicu, ¢capraz baglayici ve monomer oraninin
yani sira polimerizasyon suresinin optimize edilmesiyle birlikte gegirgenlik
saglayarak akisin oldugu amino asit baskilanmig MIP2 (MIP-Phe, MIP-Tyr ve MIP-
Trp) kolonlari, ¢alisma kolonu olarak secildi. MIP8 kolonunda polimerizasyon
islemi tamamlanamadi§i icin geri basing olusmamistir. MIP9 kolonunda
polimerizasyon iglemi tamamlanmig, ancak geri basing ¢ok yuksek oldugu igin

kolonun akis hizi istenen seviyede olmadigi gozlenmistir.

Sekil 4.1., 4.2. ve 4.3’te siraslyla; fenilalanin, triptofan ve tirozin baskii PMAPA
kolonlarinin akis hizina karsilik geri basing degerleri verilmistir. Geri basing
Olcumleri igin metanol kolondan farkli akis hizlarinda (uL/dak) gecirilmis ve geri

basing degerleri bar olarak kaydedilmistir.
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Cizelge 4.1. Triptofan baskilanmis monolitik kolonda ¢6zucl orani degisiminin

monolitik kolonun hazirlanmasinda etkisi

Amino

ETOH/MeOH EDMA MAPA asit (Trp) AIBN T° Zaman Gegirgenlik
(VIv) (ML) (uL) (mg) (mg) (C)  (dk)
MIP1 50/50 113 240 3 2 70 40 Hayir
MIP2 60/40 : : : i ¢ i Evet
MIP3 80/20 o o o o o : Hayir
NIP 60/40 N N - ° ¢ ° Evet

Cizelge 4.2. Triptofan baskilanmig monolitik kolonda ¢apraz baglayici miktarinin

degisiminin monolitik kolonun hazirlanmasinda etkisi.

ETOH/MeOH EDMA  MAPA Trp AIBN T° Zaman

(VIV) (L) (ML) (mg) (mg)  (C) (dk) Gegirgenlik
MIP2 60/40 113 240 3 2 70 40 Evet
MIP4 60/40 226 v o & o o Hayir
MIP5 60/40 339 o o o o o Hayir

Cizelge 4.3. Triptofan baskilanmis monolitik kolonda monomer miktarinin

degisiminin monolitik kolonun hazirlanmasinda etkisi.

ETOH/MeOH EDMA MAPA Trp AIBN T° Zaman

Gecgirgenlik
(VIV) ML) (M)  (mg) (mg) (©)  (dk) ¢
MIP2 60/40 113 240 3 2 70 40 Evet
MIP6 ? v 360 ¢ v v v Hayir
MIP7 2 v 480 ¢ v v v Haylr
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Cizelge 4.4. Triptofan baskilanmig monolitik kolonun hazirlanmasinda

polimerizasyon suresinin etkisi.

ETOH/MeOH EDMA MAPA  Trp AIBN T° Zaman

Gecgirgenlik
(VIV) ML) (W)  (mg) (mg) (C) (dk) g
MIP2 60/40 113 240 3 2 70 40 Evet
MIP8 v ¢ v ¢ ? v 30 Evet
MIP9 v ¢ v ¢ ? v 80 Hayir

Cizelge 4.5. Fenilalanin baskilanmis monolitik kolonda ¢dzlici orani degisiminin

monolitik kolonun hazirlanmasinda etkisi.

Amino

5 o Zaman
ETOH/MeOH EDMA MAPA asit AIBN T Geciraenlik
(VIv) (ML) (L)  (Phe) (mg) (C) ¢irg
(mg) (dk)
MIP1 50/50 113 240 2.43 2 70 40 Hayir
MIP2 60/40 o o o o q o Evet
MIP3 80/20 o o o o o i Hayir
NIP 60/40 v ¢ - v o v Evet

Cizelge 4.6. Fenilalanin baskilanmigs monolitik kolonda c¢apraz baglayici

miktarinin degisiminin monolitik kolonun hazirlanmasinda etkisi.

ETOH/MeOH EDMA MAPA Phe AIBN T° Zaman

(VIv) ML) (L)  (mg) (mg) (C) (dk) oesirgentik
MIP2 60/40 113 240 2.43 2 70 40 Evet
MIP4 60/40 226 o o o o o Hayir
MIP5 60/40 339 o o o o o Hayir
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Cizelge 4.7. Fenilalanin baskilanmig monolitik kolonda monomer miktarinin

degisiminin monolitik kolonun hazirlanmasinda etkisi.

ETOH/MeOH EDMA MAPA Phe AIBN T° Zaman . .
Gegirgenlik

(VIv) (L) (L)  (mg) (mg) (C)  (dk)
MIP2 60/40 113 240  2.43 2 70 40 Evet
MIP6 o v 360 o v v o Hayr
MIP7 § " 480 ¥ v v ¥ Hayr

Cizelge 4.8. Fenilalanin baskilanmis monolitik kolonda kolonun hazirlanmasinda

polimerizasyon suresinin etkisi.

ETOH/MeOH EDMA MAPA Phe AIBN T° Zaman Gegirgenlik
(VIv) (ML) (uL) (mg) (mg) (C) (dk)
MIP2 60/40 113 240 2.43 2 70 40 Evet
MIP8 o ’ o P ’ o 30 Evet
MIP9 (1) (1) (2] (1) (1) (1) 80 Hay"‘

Cizelge 4.9. Tirozin baskilanmis monolitik kolonun hazirlanmasinda ¢6zlucu orani

degisiminin monolitik kolonun hazirlanmasinda etkisi.

Amino
ETOH/MeOH EDMA MAPA acid AIBN T° Zaman Gegirgenlik
(VIV) (bL) (bL) (Tyr)  (mg) (C)  (dk)
(mg)
MIP1 50/50 113 240 2 70 40 Hayir
MIP2 60/40 @ @ ’ Evet
MIP3 80/20 Hayir
NIP 60/40 © @ - " @ o Evet
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Cizelge 4.10. Tirozin baskilanmigs monolitik kolonun hazirlanmasinda g¢apraz

baglayici miktarinin degisiminin monolitik kolonun hazirlanmasinda etkisi

ETOH/MeOH EDMA  MAPA Tyr AIBN T° Zaman

(VIV) (ML) (HL) (mg) (mg) ©) (dk) Gegirgenlik
MIP2 60/40 113 240 3 2 70 40 Evet
MIP4 60/40 226 o o o o o Hayr
MIP5 60/40 339 o o o o o Hayr

Cizelge 4.11. Tirozin baskilanmig monolitik kolonun hazirlanmasinda monomer

miktarinin degisiminin monolitik kolonun hazirlanmasinda etkisi

ETOH/MeOH EDMA MAPA Tyr AIBN T° Zaman

Gecirgenlik
(VIV) ML) ML) (mg) (mg) (C) (dk) ¢irg
MIP2 60/40 113 240 3 2 70 40 Evet
MIP6 e ? 360 2 v v v Hayir
MIP7 2 v 480 ? 2 ? v Hayir

Cizelge 4.12. Tirozin baskilanmis monolitik kolonda monolitik kolonun

hazirlanmasinda polimerizasyon suresinin etkisi

ETOH/MeOH EDMA MAPA (-[T):r AIBN T° Zama Gecirgenlik
(VIV) ML) (W) )g (mg) (C) Nk §irg
MIP2 60/40 100 240 3 2 70 40 Evet
MIP8 1) (1) (2] (1) (2] (1) 30 Evet’
MIP9 v v ¢ v ¢ v 80 Hayir
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Sekil  4.1.  Fenilalanin  baskilanmigs PMAPA bazli monolitik

karakterizasyonu igin a) akis hizina goére

karsilik akis hizi grafikleri.

geri basing degerleri b) gecirgenlige

Triptofan

Geri basing (mbar)

0 1 2 3 L 5
Akig hizi (pL/dk)

Triptofan
1,656-11
1,66-11
1,556-11

1,56-11

Gegirgenlik {m?)

1,456-11

14E-11

1,356-11

0

-

2

3
Akig hizi (nL/dk)

4

v

Sekil 4.2. Triptofan baskilanmis PMAPA bazli monolitik kolonun karakterizasyonu
icin a) akis hizina gore geri basing degerleri b) gecirgenlige karsilik akis hizi

grafikleri
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Sekil 4.3. Tirozin baskilanmis PMAPA bazli monolitik kolonun karakterizasyonu
icin a) akis hizina gore geri basing dederleri b) gegirgenlige karsilik akis hizi
grafikleri

Metanol c¢ozeltisinin akis hizinin arttirlmasiyla birlikte geri basing dismesinde
artis gosterdi. Bu sonug, hazirlanmis monolitik kolonun gegirgenliginin yani sira
mekanik agidan kararlihginin yuksek oldugunu gostermistir. Metanollin akis hizi 5
pL/dK’ya ulastigi anda geri basing degerleri fenilalanin, triptofan ve tirozin igin
sirastyla 34.16 mbar, 31.61 mbar ve 31.01 mbar olarak olgulmustir. Molekuler
baskilanmis monolitik kolonlarin sahip oldugu dugsuk geri basing degerleri,
molekuler baskilama sonucu kolonda meydana gelen kaviteler Uzerinde hareketli
fazin akis gostermesine olanak saglamaktadir. Diger taraftan, monolitik kolonlar
icin dnemli bir diger parametre olan gecirgenlik de@erleri fenilalanin, triptofan ve
tirozin igin sirasiyla 1.521x10™ m? 1.644x10™ m? ve 1.676x10™ m? olarak
hesaplanmigtir. Gegirgenlik degerlerine bakilarak, kolonun hidrofobik karakterinin

diger kolonlar ile kiyaslandiginda daha yuksek oldugunu gostermektedir.

4.2. PMAPA Monolitik Kolonun Karakterizasyon Caligmalari

4.2.1. PMAPA Bazli Monolitik Kolonun Morfolojik Ozelliklerinin incelenmesi

Polimerik yapilarin kolonlarin yuzeyi ile siki bir sekilde baglanti olusturdugu
gOzlenmis ve 2 pm’lik kuresel mikroglobuler yapilarin i¢ ice kimeler halinde
birleserek genis gbzenek kanallariyla birlikte monolitik kolonlari olusturdugu

g6zlenmistir. Bu durum, monolitik kolonlarin genel karakteristik o6zellikleriyle
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uyumlu yapidadir. Bunun yanisira, kolonun molekuler baskilanma surecinde ise

makrogozenekli yapida ¢ok ciddi boyutta degisiklik gozlenmemistir (Sekil 4.4.).

det HV
v | ETD 20.00

WELN CENLEBYI N'YE
5 hw

Sekil 4.4. MAPA bazli monolitik kolonlarin kenar ve i¢ kisim SEM goruntileri. A)

bos kolon, B) fenilalanin, C) tirozin ve D) triptofan baskilanmis kolonlar
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4.2.2. PMAPA Bazli Monolitik Kolonlarin Yiizey Alani ve Gozeneklilik

Ozelliklerinin incelenmesi

Hazirlanmig PMAPA bazli monolitik kolonlarin ylzey alani ve gozeneklilik
Ozellikleri igin Brunauer-Emmet-Teller (BET) ve civa porozimetre ile monolitlerin
gOzenek oOzellikleri incelendi. Spesifik yuzey alanlari molekuler baskilanmig (MIP)
ve baskilanmamis (NIP) kolonlar igin sirasiyla; tirozin baskili, triptofan baskili,
fenilalanin baskili ve baskilanmamis monolitik kolonlar (MIPTYR, MIPTRP,
MIPPHE, NIP) icin 9.3, 9.1, 9.0 ve 8.7 m?g seklinde bulunmustur. MIP ve NIP

kolonlari arasinda ¢ok ciddi bir fark bulunmamaktadir.

4.2.3. FTIR-ATR Spektrofotometre Analizi

Monolitik kolonlarin hazirlanmasinda fonksiyonel monomer olarak tercih edilen
MAPA ve polimerizasyon sonucu elde edilen PMAPA’nin icerdigi fonksiyonel
monomerlerin tayini olarak g¢ekilen FTIR spektrumlari Sekil 4.5.°de yer almigtir.
MAPA monomerinin monolitik yapiya dahil olmasi, polimerlesmis MAPA
(PMAPA)Ynin FT-IR spektrumunda incelenmistir (Sekil 4.5.). PMAPA, sirasiyla
1650 cm™ ve 1520 cm™ frekansinda karakteristik Amit | ve Amit Il bantlarina
sahiptir. 1076 cm™deki pik ise MAPA monomerine ait benzen halkasindaki pike
aittir. 1083 cm™deki pik, yine MAPA’daki benzen halkasindan gelmektedir. 1040

cm™’deki pik ise —=NH grubunun varligini isaret etmektedir.

Polimerin dogal yapisina ait bilgi edinebilmek adina polimerizasyon derecesi FTIR-
ATR spektrumuyla karakterize edilmistir. Yaklasik, 1615 cm™de gdziiken kuvvetli
pik, polimerizasyon basamaginda acilan vinil grubundaki (C=C) bagina ait piktir.
Genel itibariyle sonuglari degerlendirdigimizde ise tum MAPA gruplarinin polimerik
ag yapisina basarili bir sekilde katildigi ve reaksiyon karisiminda esas itibariyla

hicbir polimerlesmeden kalan monomer bulunmadigi yorumu yapilabilmektedir.
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Sekil.4.5. MAPA monomeri ve PMAPA monolitik kolona ait IR Spektrumlari

4.3. Kolonlarin Kromatografik Performans Testi

Monolitik kolonlarin kromatografik ayirma performanslari, hareketli faz olarak
ACN/fosfat tamponunun (%60:40; pH 7.0, 10mM) ¢6zucl sistemi olarak segildigi
ortamda uygulama bilesikleri olarak secilen alkil benzenlerin ayrilmasiyla test

edilmistir. (Sekil 4.6.). Alikonmayan bilesik olarak ise tiyoure bilesigi secildi.

Sekil 4.6.’daki elektrogramdan anlasilacagi Uzere piklerin elisyon siralamasi;
tiyoure> benzen > toluen > etilbenzen > propilbenzen > butilbenzen olarak
gerceklesmistir. MAPA monomerinin sahip oldugu aromatik halka ile alkil benzen

bilesiklerinin hidrofobik etkilesmesine bagli olarak elisyon sirasi yorumlanmigtir.

Baskilanmis kolonun elektrokromatografik davranigi, farkli elektriksel alan
uygulamalari ile test edildi. Ayirnmlarin etkin bir sekilde gergeklestigi hesaplanan
%RSD degerleri ile tespit edilmigtir. (Cizelge 4.13 - 4.17). tg, ortalama alikonma
zamanini temsil etmektedir. 1’den 6’ya numaralandiriimis bilesikler sirasiyla;

tiyolre, benzen, toluen, etillbenzen, propilbenzen ve butilbenzendir.
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Sekil 4.6 Baskilanmamis (NIP) kolonunun elektrokromatografik karakterizasyonu.
Uygulanan akim:10 Kv; Hareketli faz, %50:50 ACN/Fosfat tamponu (pH 7.0, 10
mM); etkin kolon uzunlugu 27 cm, toplam kolon uzunlugu, 36 cm (i¢ ¢cap 100);
injeksiyon: 3s; dalgaboyu (A)= 200 nm; kolon sicakhigi 25°C; tiyoure (0.5 mg/mL),
alkil benzenler (2 pL/mL) pik sirasi, (1) tiyolre (2) benzen (3) toluen (4) etilbenzen
(5) propilbenzen (6) butilbenzen

Cizelge 4.13. CEC sisteminde optimize edilmis baskilanmamis monolitik kolonda

alkil benzenlerin alikonma surelerinin ve tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi

NIP Kolonu

tr (ort), dk (%RSD)

Monolitik

Seri Kolon Tiyolire Benzen Toluen Etilbenzen Propilbenzen Butilbenzen
5.62
9.02 12.15 14.92 18.62
1 NIP (a1 (0951 (@21 (L13) (1.16) 23.92 (0.0952)
5.58
9.07 12.11 14.86
2 NIP 18.64 (1.17 23.88 (0.0950
(1.39) (0.953) (1.19) (1.11) (1.17) ( )
5.70 8.97 12.23 14.98 18.60
3 NIP (143)  (0.949) (124)  (L15) (1.14) 23.98 (0.0954)
Ortalama 9 5.63 9.02 12.16 14.92 18.63 (1.17) 23.93 (0.0953)

(1.42)  (0.951) (1.22) (1.13)
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Cizelge 4.14. CEC sisteminde optimize edilmis fenilalanin baskilanmig monolitik

kolonda alkil benzenlerin alikonma surelerinin ve tekrar kullanilabilirliginin

incelenmesi
Fenilalanin
tr (ort), dk (%RSD)
Seri M;z::::lk Tiyoire Benzen Toluen Etilbenzen Propilbenzen Biitilbenzen
12. 19. 24.87
1 MIP-Phe >-59 9-57 (1 2518) 15.88 (191965) (o 9?2)
(1.43) (1.02) ' (0.951) ' '
5 MIP-PHE 5.58 9.53 12.52 15.86 19.92 24.88
(1.42) (1.01) (1.19) (0.953) (1.17) (0.950)
5.60 9.61 12.62 15.86 19.90 2.86
3 MIP-Ph
¢ (141 (1.02 (1.24) (0.950) (1.14) (0.954)
Ortalama 9 5.59 9.57 12.57 15.87 19.92 24.86
(1.42) (1.02)  (1.22) (0.951) (1.17) (0.953)

Cizelge 4.15. CEC sisteminde optimize edilmis triptofan baskilanmis monolitik

kolonda alkil benzenlerin allkonma surelerinin ve tekrar kullanilabilirliginin

incelenmesi
Triptofan
tr (ort), dk (%0RSD)
. Monolitik s . . .
Seri Kolon Tiyoiire Benzen Toluen Etilbenzen Propilbenzen Biitilbenzen
5.60 9.38 12.45 15.26 19.67 24.55
1 MIP-T
P (138) (0958) (1.21)  (1.03) (1.41) (1.10)
5.58 9.37 12.40 15.32 19.64 24.58
2 MIP-T
P (136)  (0959) (1.19)  (1.01) (1.43) (1.12)
5.59 9.39 12.50 15.29 19.60 24.50
3 MIP-T
P (140) (0959) (1.24)  (1.05) (1.40) (1.12)
Ortalama 9 5.59 9.38 12.45 15.29 19.63 24.54
(1.39) (0.958) (1.22) (1.04) (1.42) (1.12)
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Cizelge 4.16. CEC sisteminde optimize edilmis tirozin baskilanmig monolitik

kolonda alkil benzenlerin alikonma surelerinin ve tekrar kullanilabilirliginin

incelenmesi
Tirozin
tr (ort), dk (%RSD)
Monolitik
Seri ;2:::1' Tiyoire Benzen Toluen Etilbenzen Propilbenzen Biitilbenzen
5.61 9.18 12.28 15.21 19.55 24.20
1 MIP-T
Y (115) (1.41)  (1.21) (1.33) (1.16) (1.01)
) MIP-Tr 5.58 9.23 12.22 15.26 19.60 24.28
Y (113) (1.43)  (1.19) (1.31) (1.17) (1.03)
5.63 9.14 12.32 15.18 18.51 24.16
3 MIP-T
B (1.17) (1.45) (1.24) (1.35) (1.14) (1.05)
Ortalama 9 5.61 9.19 12.28 15.22 19.54 24.22
(1.16) (1.43)  (1.22) (1.33) (1.17) (1.04)

4.4. Enantiyomerik Ayirnmdaki Parametrelerin incelenmesi

4.4.1. Ayinma Elektrik Alaninin Etkisinin incelenmesi

PMAPA kolon ile hidrofobik etkilesim prensibinden yararlanilarak sirasiyla amino
asitler fenilalanin,triptofan ve tirozinin enantiyomerlerinin ayrimina elektrik alanin
etkisi incelenmistir. Ayrimlar icin farkli siddetlerde (5, 10, 15 kV) elektrik alani
(voltaj) uygulanmistir. Artan elektriksel akimin neticesinde ayirimlardaki etkinligin

arttigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.7. Fenilalaninin D-, L, enantiyomerlerinin ayirimina elektrik alanin etkisi:
A) 5 kV b)10 kV ¢)15 kV d) D,L-fenilalaninin elektriksel alan etkisinin enantiyomerik

ayrimda incelenmesini farkli akimlar igin gdsteren elektrogramlarin cakistiriimig

hali: (dalgaboyu: 200 nm; konsantrasyon: 0.5 mg/mL; basing: 0 mbar; (%50 ACN

& %50 pH 7).
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Cizelge 4.17. Farkli voltajlarda (5 kV, 10 kV, 15 kV) gergeklestiriimis olan

fenilalaninin enantiyomerik ayrimlarina ait tp, t., Rs, k ve a degerleri

Fenilalanin
Akim (KV)  t to @ R. ki Ko AuLio) a
(TL-TO/TD-TO)
5 20.04 13.12 4,87 2.78 1.46 1.53 1.90
10 19.50 11.09 7.30 2.68 1.21 1.76 2.44
15 18.34 9.60 7.98 2.47 0.82 191 3.06

Fenilalaninin D,L, enantiyomerlerinin ayirimlari igin elektriksel alan farkh voltajlarda
(5, 10, 15 kV) uygulanmistir. Uygulanan voltajin 5 kV’dan, sirasiyla 10 kV ve
15 kV’a arttinlmasiyla birlikte ayinimlardaki etkinligininde arttigi saptanmistir.
Cizelge 4.17.den anlasilacagi uzere ayirma gucu (Rs) tim uygulamalarda 1.5’ten
buyuk olmasi, yapilan ayirimlarin etkinliginin yuksek oldugunu godstermektedir.
Uygulanan elektriksel alaninin giddetinin arttirlmasiyla, diger bir deyisle 5
kV’dan,15 kV’a gecis yapildiginda Rs degerlerindeki yukselmenin yani sira,
secicilik faktort (a) degerinin artmasi iki maddenin birbirinden daha iyi ayirildigini
gOstermektedir. Artan voltaj sonrasi fenilalanin enantiyomerleri i¢in elUsyon
suresinin de kisaldigi dikkat cekmektedir. Bu durum, kapasite faktoru (k)'nin da

dususunu aciklamaktadir.

Fenilalanin, mevcut hidrofobik karakterli amino asitler igerisinde en hidrofobik
olmasi sebebiyle hidrofobik karakterli amino asit baskilanmig MAPA bazli kolonda
en kuvvetli hirofobik etkilesimler yapmis, triptofan ve tirozine kiyasla ellsyon
suresi daha uzamis ve kolondan surutklenerek c¢iktigi igin de piklerinde goreceli

olarak yayvanlagmalar oldugu gozlenmistir.

Elektroozmotik akisin (EOF) artigi, elektroozmotik akis ile elektroforetik akisin

anottan katoda dogru oldugu normal kapiler elektrokromatografide analiz suresini

kisaltmaktadir. Elektroozmotik akis ise Esitlik 3.1.’e gbre artan akim siddeti ile
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azalmaktadir.  Elektroozmotik akig azalinca analiz suUresinin  artmasi
beklenmektedir. Ancak, pH 7.0 de negatif yuke sahip fenilalanin, elektroozmotik
akis ile ters ydnde hareket ettidi icin analiz siresi uzamamis, kisalmistir. 15 kV da

en uzun elUsyon suresi fenilalanin i¢in gorulmus, burada hidrofobik etkilesimlerin
de katkida bulundugu tepit edilmigtir.
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Sekil 4.8. Triptofanin D-, L, enantiyomerlerinin ayirimina elektrik alanin etkisi:
A) 5kV b)10kV c)15kV d) D,L Triptofanin elektriksel alan etkisinin enantiyomerik
ayrimda incelenmesini farkli akimlar igin gosteren elektrogramlarin gakistiriimig
hali. (dalgaboyu: 200 nm; konsantrasyon: 0.5 mg/mL; basing: 0 mbar; (%50 ACN
& %50 pH 7).
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Cizelge 4.18. Farkli voltajlarda (5kV, 10kV, 15kV) gerceklestiriimis olan triptofanin

enantiyomerik ayrimlarina ait tp, t., Rs, k ve a degerleri

Triptofan
Akim (kV) tL @ to (k) Rs ke Ko (e ) a
(TL-TO/TD-TO)
5kV 18.14 12.02 5.18 2.44 1.27 1.51 1.91
10 kV 16.46 9.94 5.53 2.15 0.90 1.65 2.38
15 kV 15.00 8.11 5,70 1.91 0.57 1.85 3.33

Triptofanin  D-,L, enantiyomerlerinin ayirimi  Uzerinde elektriksel alan
uygulamalarini inceledigimizde 5,10 ve 15 kV’luk voltajlar uygulandiginda,
uygulanan voltajin arttirlmasiyla birlikte Rs degerlerinde sirasiyla artis
gorulmustir. Bu durum, ayrimin etkili gergeklestigini gosterir. Sayisal olarak
degerlendirdigimizde ise Rs degerlerinin uygulanan her voltaj icin 1.5ten buyuk
olmasi ve buylyen a degerleri de ayirimin etkinliginin yiksek oldugunu

kanitlamaktadir.

Uygulanan elektriksel alanin arttiriimasiyla birlikte elektroozmotik akisin azalmasi
ve boylece analiz suresinin uzamasi beklenmektedir. Ancak, pH 7.0 de
elektroozmotik akis ile negatif ylUke sahip triptofan ile elektroforetik
hareketlenmesinin ters yonli oldugu igin analiz suresi kisalmistir. Triptofan ve
tirozinin izolektrik noktalari kiyaslandiginda (pl: 5.88, pl: 5.65) tirozinin daha
negatif yukli oldugu goérulir. Ancak triptofan daha hidrofobik oldugundan daha geg
elue edilmistir. 15 kV daki daha uzun elusyon burada hidrofobik etkilesimlerin de

katkida bulundugunu ve baskin oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.9. Tirozinin D, L, enantiyomerlerinin ayirimina elektrik alanin etkisi: A) 5kV
b)10kV c)15kV d) D,L-tirozinin elektriksel alan etkisinin enantiyomerik ayirimda
incelenmesini farkli akim oranlari igin gosteren elektrogramlarin ¢akistirilmis hali.
(dalgaboyu: 200 nm; konsantrasyon: 0.5 mg/mL; basing: 0 mbar; (%50 ACN &
%50 pH 7).

93



Cizelge 4.19. Farkli elektriksel akimlarda gerceklestiriimis olan tirozinin

enantiyomerik ayrimlarina ait tp, t., Rs, k ve a degerleri

Tirozin
Akim (kV) tL @k b @k Rs ke Kp QAL itD) a
(TL-TO/TD-TO)
5kV 16.91 11.01 7.00 2.27 1.13 1.54 2.00
10 kV 13.98 8.53 8.43 1.62 0.60 1.64 2.70
15 kV 11.57 6.66 8.53 1.22 0.27 1.74 452

Tirozinin D,L enantiyomerlerinin elektriksel alan etkisinde ayirimlarinin incelenmesi
uzerine sirasiyla 5, 10 ve 15 kV’luk akimlar uygulandiginda ayirimlardaki etkinligin
arttig1 gozlenmigstir. Cizege 4.18.deki Rs degerleri icin 5kV, 10kV ve 15kV’lik
uygulamalar sonrasi elde edilen sonuglarin kiyaslamasi yapildiginda ayirimlardaki
etkiligin, uygulanan voltajin yukseltimesiyle artmakta oldugu goézukmektedir.
Fenilalanin ve triptofan ile kiyaslandiginda molekul icerisinde sahip oldugu —OH
grubu sebebiyle hidrofobisitesi daha dislk olan tirozinin ellisyon siresi de daha
kisadir. Uygulanan elektriksel alanin siddetinin arttiriimasiyla elisyon suresinin
kisalmasi devam etmekte olup, uygulanan voktajin yuUkseltimesi sonrasi
k deg@erlerindeki dugsuste bu yarglyr desteklemektedir. Artan voltaj sonrasi ayirma
gucu degerlerindeki artis ise birlikte segiclilik degerlerininde yukselmesi, ayirimin
etkinliginin, uygulanan elektriksel alanin yukseltimesi ile artis gosterdigini
desteklemektedir.

4.4.2. Enantiyomerik Ayirima Basing Etkisinin incelenmesi

Uc farkll aminoasit enantiyomerlerinin fenilalanin, triptofan ve tirozinin
enantiyomerik olarak ayriminda basincin etkisi incelenmigtir. Bu amag
dogrultusunda sisteme basing uygulanmadan sadece elektriksel alan

uygulanmasiyla yapilan ayirimlarin yani sira, sirasiyla 100 ve 200 mbar basing
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uygulanarak basing uygulanmasinin artindan ayirimlardaki etkinligin nasil degistigi
incelenmigtir. Kolon sistemine basing uygulanmadan sadece elektrik alan
uygulanmasiyla D,L enantiyomerlerinde ayirrm gorulmus, ayrimin etkinligini
incelemek igin sisteme 100 ve 200 mbar basing da uygulanmistir. Enantiyomerik
ayirimlara basincin etkisi, agsagida yer alan elektrogramlarda $ekil 4.10. - 4.12." de

gOrulmektedir.
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Sekil 4.10. Fenilalaninin D, L, enantiyomerlerinin ayirimina basincin etkisi:

a) 0 mbar b) 100 mbar c) 200 mbar; d) D,L-fenilalaninin enantiyomerik ayrimda

incelenmesini farkli basinglar igin gosteren elektrogramlarin gakistiriimis hali:

(dalgaboyu: 200 nm; konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj:10 kV; (%50

ACN & %50 pH 7).
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Cizelge 4.20. Farkli basinglarda gerceklestiriimis olan fenilalaninin enantiyomerik

ayrimlarina ait tp, t., Rs, k ve a degerleri

Fenilalanin
Basing a
L @i b @k Rs ke Kp QAL itD)
(mbar) (TL-TO/TD-TO)
0 mbar 18.93 10.84 6.26 2.58 1.05 1.75 2.46
100 mbar 18.55 10.73 9.86 2.52 1.03 1.72 2.43
200 mbar 18.42 10.71 11.80 2.50 1.01 1.71 2.41

Kolon sistemine basing uygulanmadan sadece elektrik alan uygulanmasiyla D,L
enantiyomerlerinde etkin ayirim gorulmus, ayrimin etkinliginine basincin etkisini
incelemek amaciyla sisteme 100 ve 200 mbar basin¢ uygulanmigtir. Ayirma gucu
(Rs) degerleri, basin¢ uygulamadan Once ve basincin arttiriimasiyla birlikte
oldukga yuksektir. Ancak, segicilik faktori degerlerinde dustis meydana gelmistir.
Basincin arttiriimasiyla birlikte kolondaki etkilesimlerin azalmasi sonrasi ayrimlarin
etkinliginde bu sebeple azalma meydana gelmistir. Buna bagli olarak 200 mbar a
clkmasiyla ise enantiyomerik formlarin alikonmalari sdreleri azalmigtir. En
hidrofobik etkilesime ve en ¢ok (-) yluke sahip fenilalanin, diger amino asitler
triptofan ve tirozine gore ellisyon suresi yine en uzun olan amino asit enantiyomer

cifti olarak dikkat cekmektedir.
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Sekil 4.11. Triptofanin D,L, enantiyomerlerinin ayirirmina basincin etkisi: A) 0 mbar

b) 100 mbar c) 200 mbar d) D,L- Triptofanin basing etkisinin enantiyomerik

ayrimda incelenmesini farkli basinglar igin goésteren elektrogramlarin gakistiriimig

hali.

D,L-triptofanin basing etkisinin enantiyomerik ayrimda incelenmesini farkli

basinglar igin gdsteren elektrogramlarin g¢akistirilmis hali. (dalgaboyu: 200 nm;

konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj: 10 kV; (%50 ACN & %50 pH 7).



Cizelge 4.21. Farkli basinglarda gergeklestiriimis olan triptofanin enantiyomerik

ayrimlarina ait tp, t;, Rs, k ve a degerleri

Triptofan
Basing a
tL @k to (@) Rs ke Kp AtL/tD)
(mbar) (TL-TO/TD-TO)
0 mbar 16.34 9.77 5.44 2.16 0.89 1.67 2.48
100 mbar 16.12 9.26 9.05 2.12 0.79 1.74 2.73
200 mbar 15.73 8.95 11.50 2.01 0.72 1.76 2.84

Triptofanin D,L, enantiyomerlerinin CEC sisteminde ayirrminda uygulanan

basincin, ayinmlardaki etkinlik (izerine degisimi incelenmistir. ilk olarak basing

uygulanmadan, yalnizca elektrik akim uygulanarak yapilan ayirma isleminin

ardindan basincin 100 mbar ve 200 mbar degerlerine yukseltimesiyle ayirma

gucu ve secicilik faktorleri degerleride artmasiyla birlikte ayirimlardaki etkinlikde

artmigtir. Basincin giderek arttirimasiyla birlikte elUsyon surelerinde dusme

meydana gelirken, buna bagl olarak kapasite faktorlerindeki dusus bu sonucu

desteklemektedir.
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Sekil 4.12. Tirozinin D, L, enantiyomerlerinin ayirimina basincin etkisi: A) 0 mbar

b) 100 mbar c) 200 mbar d) D,L-tirozinin enantiyomerik ayrimini incelenmesini

farkli

basinglar  icin gOsteren elektrogramlarin cakigtiriimis hali:

( dalgaboyu: 200 nm; konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj: 10 kV; (%50
ACN & %50 pH 7).
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Cizelge 4.22. Farkli basinglarda gercgeklestiriimis olan tirozinin enantiyomerik

ayrimlarina ait tp, t;, Rs, k ve a degerleri

Tirozin
Basing tL @k to (k) Rs KL Kp AL iD) a
(mbar) (TL-TO/TD-TO)
0 mbar 14.00 8.50 8.46 1.62 0.59 1.65 2.75
100 mbar 13.30 7.75 9.65 1.58 0.51 1.72 3.09
200 mbar 12.90 7.10 11.60 1.48 0.36 1.82 4.11

Tirozinin D ve L, enantiyomerlerinin ayiriminda artan basin¢ degerlerine karsilik,
ayirimlarin performansinin nasil degistigi incelenirken, ilk olarak yine basing
uygulanmadan numune kolona verilmigtir. Sonrasinda ise 100 ve 200 mbar basing
uygulanarak ayirimin etkinligi goézlenmistir. Hi¢c basin¢g uygulanmadan yapilan
ayirim sonrasinda 100 mbar ve 200 mbar’lik basing uygulamalari sonrasi artan Rs
degerleri, tirozinin D ve L, enantiyomerlerinin CEC sistemindeki ayirimlarinda
uygulanan basincin arttiriimasiyla ayirimlardaki etkinliginde arttigir gdézlemlenmisgtir.
Segcicilik faktord (a ve a’) artis gostermis ve ayirimlarin etkinligi vurgulanmigtir.
Buna karsilik elusyon suresinde azalma ile birlikte kapasite faktorunde (k ve k)
dusus gozlenmistir. Fenilalanin ve triptofandan daha az hidrofobik karakterdeki

tirozinin elUsyon suresi yine en kisa olarak gerceklesmigtir.

4.4.3. Enantiyomerik Ayirirma Organik Cozuci Etkisi

Aminoasitlerin enantiyomerik ayrilmasi Uzerindeki organik ¢ézucu igeriginin etkisi,
farkh ylzdelerde ACN ve pH 7.0'de secici olarak arastiriimistir. Ayirma kapasitesi
seviyesi, EOF’ye baghdir ve hareketli faz igerigindeki organik ¢ozicli derigimi
EOF’nin buyukluguna etkilemektedir. Bu nedenle, hareketli faz igerisindeki organik
¢bzucu derisimi etkisi, enantiyomerik ayirimlar Uzerindeki etkinligi incelenmistir.

ACN derisiminin artmasi ile birlikte, EOF’'nin buyuklugunu azaltmistir. Hidrofobik
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etkilesimler azalmis olmasina karsilik, EOF’nin azalmasi sonrasi elisyon sureleri

artmistir.
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Sekil 4.13. Fenilalaninin D,L, enantiyomerlerinin ayirirmina organik fazin etkisi
etkisi: a) (%50 ACN - %50 pH 7.0) b) (%60 ACN - % pH 7.0) c) D,L-tirozinin
organik faz etkisinin enantiyomerik ayrimda incelenmesini  gOsteren
elektrogramlarin gakistilmis hali: (dalgaboyu: 200 nm; konsantrasyon: 0.5
mg/mL; uygulanan voltaj: 10 kV; basing: 0 mbar).
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Cizelge 4.23. Farkli ACN derigsimlerinde gerceklestiriimis olan fenilalaninin

enantiyomerik ayrimlarina ait tp, t., Rs, k ve a degerleri

Fenilalanin
Organik a
o tL @k to (k) Rs ke Kp O(iLiD)
gozucu (TL-TO/TD-TO)
%50 ACN 19.11 11.17 6.14 2.53 1.06 1.71 2.38
%60 ACN 23.42 15.26 4.58 3.34 1.83 1.53 1.83

Fenilalaninin enantiyomerik formlari olarak D,L, amino asitlerinin ayiriminda
organik ¢ozucu etkisi kapsaminda hareketli fazi olusturan ¢dézlcl sistemlerinden
pH 7 tampon c¢0zeltisinin yaninda bir diger bilesen olarak ACN derigiminin
degistirilmesiyle elde edilen elektrogramlar incelenmistir. Hareketli faz igcerisindeki
organik ¢ozucu olan ACN derigiminin %50 orandan %60’a g¢ikariimasiyla EOF’de
azalma meydana gelmektedir. Bu durum, kapasite faktorindeki artisla
desteklendigi gibi bu kez ayirim gicu dismuis ve secicilik faktori de azalmistir.
Hidrofobik etkilesimlerin en guglu olarak iginde bulunan fenilalaninin kolonda
tutunma suresinin uzamasinin olasi sebebi EOF’nin azalmasiyla birlikte molekuller
kolondan sUriklenerek ayrilmasi ve sonucunda piklerde de bdylece

yayvanlagsmalar gozlenmigtir.
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Sekil 4.14. Triptofanin D, L, enantiyomerlerinin ayirimina organik fazin etkisi etkisi:
a) (%50 ACN - & %50 pH 7.0) b) (%60 ACN - %40 pH 7.0) C) D,L-triptofanin
organik faz etkisinin enantiyomerik ayirrmda incelenmesini farkli basinglar igin
gosteren elektrogramlarin gakistirilmig hali: (dalgaboyu: 200 nm; konsantrasyon:

0.5 mg/mL; uygulanan voltaj: 10 kV; basing: O mbar).
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Cizelge 4.24.

Farkli

enantiyomerik ayrimlarina ait tp, t., Rs, k ve a degerleri

ACN derigsiminde gerceklestiriimis olan

triptofanin

Triptofan
Organik a
. tL @k to (k) Rs ke Ko AL iD)

QOZUCU (TL-TO/TD-TO)
%50 ACN 16.37 9.88 5.65 2.06 0.85 1.65 242
%60 ACN 20.37 13.00 5.72 2.83 1.44 1.57 1.96
Triptofanin  enantiyomerik formlari olarak D,L, tlrlerinin enantiyomerik

ayirimlarinda ACN derigiminin degistiriimesiyle gbzlemlenen organik faz etkisi

neticesinde, ACN’nin yuzdece miktarinin arttirimasiyla meydana gelen EOF’nin

azalmasi sonrasi karisim kolonda daha fazla alikonmaya ugrayarak ellsyon suresi

uzamig, ayirma gucu degerleri incelendiginde ise artig gozlenmigtir. Buna karsilik,

hidrofobik etkilesimlerin  kuvvetinin azalmasi

seciciligini azaltmistir.
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Sekil 4.15. Tirozinin D-, L- enantiyomerlerinin ayirimina organik fazin etkisi etkisi:
a) (%50 ACN - %50 pH 7.0 ) b) (%60 ACN - %40 pH 7.0) C) D,L-tirozinin organik
faz etkisinin enantiyomerik ayirnmda incelenmesini farkli basinglar icin gdsteren
elektrogramlarin gakistirlmis hali: (dalgaboyu: 200 nm; konsantrasyon: 0.5
mg/mL; uygulanan voltaj: 10 kV; basing: 0 mbar).
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Cizelge 4.25. Farkh ACN derisiminde gergeklestiriimis olan tirozinin enantiyomerik

ayrimlarina ait tp, t;, Rs, k ve a degerleri

Tirozin
Organik a
o tL @i b @k Rs ke Kp AtL/tD)
QOZUCU (TL-TO/TD-TO)
%50 ACN 14.05 8.50 8.54 1.65 0.60 1.65 2.75
%60 ACN 16.10 10.40 6.33 1.97 0.92 1.55 2.14

Tirozinin enantiyomerik formlarinin ayiriminda ACN derisiminin arttirimasiyla
birlikte tlrlerin kolonda alikonma sureleri de artmistir. Kapasite faktorl, kolondaki
allkonma suresinin artmasiyla dogru orantili sekilde artarken, kolondaki ayirma
glcu dusmastir. EOF’nin yavaslamasi ile birlikte kolonun ayirma gucinin
dismesi, benzer sekilde segicilik fakotiriinde de azalmayi beraberinde getirmistir.
Fenilalanin ve triptofana gére daha az hidrofobik karakterdeki tirozinin elisyon
suresi de uzamig olmasina karsilik, diger iki enantiyomerik turlerin degerlerine

gore daha az etkilenmisgtir.

4.4.4. Enantiyomerik Turiin Tespiti

Baskilamanin etkinligini tespit edebilmek igin Ug¢ farkli amino asite ait olan
enantiyomerik formlarin yalnizca L- formlari 6rnek olarak kolona verilmigtir ve ellie

edilen pikin hangi enantiyomere ait oldugu tespit edilmistir.

Elektrokromatogramlara bakildiginda, geg elue edilen enantiyomerik formun amino
asitlerin L-formu oldugu gdézlenmistir. Bunu dogrulamak igin D- ve L- enantiyomerik
formlari kolona birlikte de verilmistir. Fenilalanin, triptofan ve tirozin igin
elektrogramlar ve sonuglar sirasiyla Sekil 4.16, 4.17. ve 4.18.de birlikte

gOsterilmisgtir.
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Fenilalanin

Sekil 4.16. A) Fenilalaninin D, L, enantiyomerik tirlerinin tespitinde yalnizca L-
formun kolona verildigi elektrogram: (basing: 0 mbar; pH: 7.0; dalgaboyu: 200 nm;
konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj: 10kV) B) Fenilalaninin D, L,
enantiyomerik turlerinin tespitinde gakistirilmig elektrogram: (basing: 0 mbar; pH:
7.0; dalgaboyu: 200 nm; konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj: 10 kV)

C) Enantiyomerik turlerin alikonma zamanlari.
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Sekil 4.17. A) Triptofanin D-, L, enantiyomerik turlerinin tespitinde yalnizca L-
formun kolona verildigi elektrogram: (basing: 0 mbar; pH: 7.0; dalgaboyu: 200 nm;
konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj; 10 kV) B) Triptofanin D, L,
enantiyomerik turlerinin tespitinde cakistirilmis elektrogram: (basing: 0 mbar; pH:
7.0; dalgaboyu: 200 nm; konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj: 10kV)

C) Enantiyomerik turlerin alikonma zamanlari.

109



TlLA

=
-
[
[—]
1

j=]

3

(¥ ]
h
M 1 A

IL-TYR

(=3
..
[¥]
=
L

Absorbans (AU)
S
s

0,05

o,ue-—_—J T

1
0 5 10 15 20

A Zaman (dk)
THA 0.3 =
L=
THA 0,2 w
L-TYR = =
= =
D-TYR L-TYR | 01 5
=2
— -
| | 0,0
S 7 7 ot //
B [1] 5 10 15 20
Zaman (dk)
c T (k) tR (dk)
Tirozin 13.98 8.53

Sekil 4.18. A) Tirozinin D, L, enantiyomerik turlerinin tespitinde yalnizca L- formun
kolona verildigi kromatogram: (basing: 0 mbar; pH: 7.0; dalgaboyu: 200 nm;
konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj: 10 kV) B) Triptofanin D, L,
enantiyomerik turlerinin tespitinde c¢akistirilmis kromatogram: (basing: 0 mbar;
pH:7.0; dalgaboyu: 200 nm; konsantrasyon: 0.5 mg/mL; uygulanan voltaj: 10 kV)

C) Enantiyomerik turlerin alikonma zamanlari

110



4.4.5. Elektroozmotik Akis (EOF) Hesaplamalari

Elektromigrasyon tekniklerinden bir tanesi olan CEC sisteminde gerceklesen
ayirnmlarin davranigini ve mekanizmasini inceleyebilmek agisindan elektroozmotik
akis (EOF)’yi hesaplamak énem tasimaktadir. Ortamin pH’sinin degismesine bagl
olarak degisen yukler bakimindan monolitik kolonlar anodik ya da katodik EOF
olustururlar. Negatif yuklu iyonlar katodik EOF olustururken, pozitif yaklu gruplar
ise anodik EOF saglar. Monolitik kolonun sahip oldugu karboksil grubu EOF’nin
blyUkligunu etkiler ve yluzeyde olusan net yik EOF’nin yéoninu belirler [38,39].
Barindirdi§i iyonlasabilen fonksiyonel gruplar sayesinde amino asit bazli
N-Metakriloil-L-fenilalanin  (MAPA) monomerinin fonksiyonel monomer olarak
tercih edildigi monolitik kolon EOF olusturabilmektedir. Bu, ayni zamanda MAPA
monomerinin ayricalikli dzelligidir. izoelektrik nokta (pl= 5.48) lizerindeki pH'da
MAPA monomerinin fenilalanin kisminda yer alan karboksilik asit (-COOH) ve
amino (-NHz) grubundan kaynaklanan deprotanizasyon sebebiyle MAPA
monomeri zayif katyon degistirici monomer olarak davranabilmekte ve bu durum
da EOF olusturmasini saglamaktadir. Hareketli fazin pH’sinin artmasiyla birlikte
asidik fonksiyonel grup protonlanmaktadir [248]. Elektrokromatograik ayirim pH
7.0'de gergeklestiriimis olup, karboksilik asit grubunun iyonlasmasi ve amin
grubunun deprotonlanmasi neticesinde monolitik kolonun ylizeyi (-) yuk ile
kaplandi. Bu kosular altinda EOF’nin yonU anottan katoda olacak sekilde katodik

EOF meydana geldi.

Elektroozmotik akis (EOF), Esitlik 3.1.deki formll yardimiyla hesaplanmis ve

sonuglar Cizelge 4.26'da tablo halinde sunulmustur.
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Cizelge 4.26. (5, 10 ve 15 kV’lik uygulanan elektriksel alan; basing: 0 mbar;
(ACN %50 pH - 7.0 %50); dalgaboyu: 200 nm, konsantrasyon: 0.5 mg/mL)‘lik

kosullarda hesaplanmis EOF degerleri.

Amino asit (5kV) (10®%) m*/V.s (10 kV )(10®% m*V.s (15 kV)(10®%) m*V.s
Fenilalanin 6.48 3.42 2.28
Triptofan 6.77 3.40 2.27
Tirozin 6.76 3.39 2.35

Elektroozmotik akisin (EOF) artisi, elektroozmotik akis ile elektroforetik akisin
anottan katoda dogru oldugu normal kapiler elektrokromatografide analiz suresini
kisaltmaktadir. Elektroozmotik akis ise Esgitlik 3.1.’deki denkleme gore artan akim
siddeti ile azalmaktadir. Elektroozmotik akis azalinca analiz suresinin artmasi
beklenmektedir. Ancak, pH 7.0 de elektroozmotik akis ile negatif yike sahip
fenilalanin, triptofan ve tirozin molekdllerinin  elektroforetik hareketi ile

elektroozmotik akis zit yonlu oldugu igin analiz suresi kisalmigtir.
4.4.6. Kromatografik Ayirnm Gilicii Hesaplamalari

4.4.6.1. Alikonma (Kapasite) Faktoru ve Segicilik Hesaplamalan

MAPA bazli monolitik kolonda fenilalanin, triptofan ve tirozinin amino asitlerinin
enantiyomerik ayrimi igin yapilan tim c¢alismalar sonucunda elde edilen
kromatogramlardan yola ¢ikilarak enantiyomerlerin allkkonma zamanlariyla (tg, t.)
ayiricilik (Rs), segcicilik faktorleri (a) ve alikonma faktorleri (k) Esitlik 3.2. ve 3.3.

kullanilarak hesaplanmistir.

Asagidaki cizelgeler 4.27., 4.28. ve 4.29.daki farkli kosullarda gergeklestirilmis

enantiyomerik ayirimlara iligkin t., tp, Rs, k ve a degerleri sunulmustur.
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Cizelge 4.27. Tum elde edilen kromatogramlardan yola cikilarak fenilalaninin

enantiyomerlerinin alikonma zamanlariyla (tg, t.) ayiricihk (Rs), segicilik faktorleri

(a,a’) ve alikonma faktorleri (k, K’).

Fenilalanin
Akim (kV) tL (k) tRr (dk) Rs kL Kp aip Al

5 20.04 13.12 4,87 2.78 1.46 1.53 1.90

10 19.50 11.09 7.30 2.68 1.21 1.76 2.44

15 18.34 9.60 7.98 2.47 0.82 191 3.06
Basing (mbar)  t k) tR(dk) Rs KL Kwm a; a

0 18.93 10.84 6.26 2.58 1.05 1.75 2.46

100 18.55 10.73 9.86 2.52 1.03 1.72 2.43

200 18.42 10.71 11.80 2.50 1.01 1.71 241

Organik Faz

Derigimi tLdk) tr(dk) Rs kL Kwm a; a

%50 ACN 19.11 11.17 6.14 2.53 1.06 1.71 2.38

%60 ACN 23.42 15.26 4.58 3.34 1.83 1.53 1.83
Enantiyomerik 19 50 ] ] 0 a4 ] ] ]

Turun Tespiti
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Cizelge 4.28. Tum elde edilen kromatogramlardan yola cikilarak triptofanin

enantiyomerlerinin alikonma zamanlariyla (tR, tL) ayiricilik (Rs), secicilik faktorleri

(a,a’) ve alikonma faktorleri (k, K’) .

Triptofan
Akim (kV) tL (k) tRr (dk) Rs kL Kp ap Al

5 18.14 12.02 5.18 2.44 1.27 151 1.91

10 16.46 9.94 5.53 2.15 0.90 1.65 2.38

15 15.00 8.11 5,70 1.91 0.57 1.85 3.33
Basing (mbar) tL(dk) tr(dk) Rs kL Km a; ar

0 16.34 9.77 5.44 2.16 0.89 1.67 2.48

100 16.12 9.26 9.05 2.12 0.79 1.74 2.73

200 15.73 8.95 11.50 2.01 0.72 1.76 2.84

Organik Faz

Derigimi tL () tr(dk) Rs KL Kwm a; a

%50 ACN 16.37 9.88 5.65 2.06 0.85 1.65 242

%60 ACN 20.37 13.00 5.72 2.83 1.44 1.57 1.96
Enantiyomerik  16.46 - - 2.15 - - -

Tiirlin Tespiti
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Cizelge 4.29. Tum elde edilen kromatogramlardan yola cikilarak tirozinin

enantiyomerlerinin alikonma zamanlariyla (tg, t.) ayiricihk (Rs), segicilik faktorleri

(a,a’) ve alikonma faktorleri (k, K’).

Tirozin
Akim (kV) tL (k) tR (dk) Rs KL Kp ap Al

5 16.91 11.01 7.00 2.27 1.13 1.54 2.00

10 13.98 8.53 8.43 1.62 0.60 1.64 2.70

15 11.57 6.66 8.53 1.22 0.27 1.74 4.52
Basing (mbar)  t_qk tr(dk) Rs ki K a; a

0 14.00 8.50 8.46 1.62 0.59 1.65 2.75

100 13.30 7.75 9.65 1.58 0.51 1.72 3.09

200 12.90 7.10 11.60 1.48 0.36 1.82 411

Organik Faz

Derigimi tL () tr(dk) Rs ki K a; a

%50 ACN 14.05 8.50 8.54 1.65 0.60 1.65 2.75

%60 ACN 16.10 10.40 6.33 1.97 0.92 1.55 2.14
Enantiyomerik  13.58 - - 1.62 - - -

Tiirlin Tespiti
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4.4.6.2. Monolitik Kolonda Teorik Tabaka Sayisi ve Teorik Tabaka

Yukseklikleri Hesaplamalari

Teorik tabaka sayisi (N), kolonun verimliligini ve hizini gdsteren 6nemli bir
kromatografik parametelerden bir tanesidir. Teorik tabaka yuksekligl (H), kolonun
hizini gosteren bir diger parametredir ve teorik tabaka sayisi ile ters orantilidir. Bir
kolonda N degeri buyudukce teorik H degeri azalir. Daha dusik teorik tabaka
yuksekligi ve daha fazla teorik tabaka sayisi, kisa surede kromatografik ayrimin

elde edilmesi anlamina gelmektedir.

Enantiyomerik ayirimlara iligkin elektriksel alan etkisi incelendiginde, artan voltaj
neticesinde fenilalanin icin teorik tabaka sayisinin arttigina ve paralelinde teorik
tabaka yukseliginin azaldigi hesaplanirken, triptofan ve tirozin igin ise uygulanan
elektiksel akimin arttiriimasiyla teorik tabaka sayisinda azalma ve teorik tabaka

yukseliginde ise artis hesaplanmigtir.

Basing uygulanmasiyla  birlikte  enantiyomerik  ayirmlardaki  etkinligin
incelenmesinde her U¢ amino asit i¢in de teorik tabaka sayilarinda artis ve teorik

tabaka yuksekliklerinde azalma hesaplanmistir.

ACN derigiminin arttilmasi sonrasi gerceklestirilen enantiyomerik ayirimlarda teorik
tabaka sayi degerleri fenilalanin ve tirozin icin azalirken, triptofan ici ise artis
kaydedilmistir. Bu degerler ile ters orantili olarak teorik tabaka yuksekligi degerleri

fenilalanin ve tirozin icin artarken tirozin igin azalmistir.

Cesitli parametrelere gore farkli kosullar altinda gerceklesen enantiyomerik
ayirimlardaki kolonlarin verimliligini géstermesi acisindan monolitik kolonlardaki
teorik tabaka sayilari ve teorik tabaka yukseklikleri Esitlik 3.4. ve 3.5. yardimiyla
hesaplanarak asagida yer alan sirasiyla Cizelge 4.30. , 4.31. ve 4.32.de
gOsterilmektedir.
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Cizelge 4.30. Tum elde edilen kromatogramlardan yola cikilarak fenilalaninin

enantiyomerlerinin teorik tabaka sayilari ve ortalamalari ile (N., Np ve Nor) teorik

tabaka yukseklikleri ve ortalamalarinin (H_, Hp ve Hyr) hesaplanmis dederleri

Fenilalanin
Akim (kV) N¢ Np Nor H. Hr Hor
5 1,606,406 2,754,150 2,180,278 0.000236 0.000137 0.000159
10 3,217,983 1,563,235 2,390,609 0.000118 0.000243 0.000180
15 5,275,649 1,059,006 2,717,327 0.0000720 0.000358 0.000215
Basing (mbar) N, Np Nor H. Hr Hor
0 2,689,772 1,490,798 2,090,285 0.000141 0.000254 0.000197
100 12,119,592 2,284,371 7,201,981 0.0000313 0.000166  0.0000987
200 12,644,444 3,274,891 7,7959,667 0.0000300 0.000116 0.0000734
Organik Faz N Np Nor H. Hg Hor
Derigimi
%50 ACN 2,939,023 1,443,483 2,191,253 0.000129 0.000263 0.000196
%60 ACN 1,829,808 1,988,026 1,908,917 0.000148 0.000191 0.000169
Enantiyomerik 3,425,867 - - 0.000109 - -

Tiiriin Tespiti
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Cizelge 4.31. Tum elde edilen kromatogramlardan yola c¢ikilarak triptofanin

enantiyomerlerinin teorik tabaka sayilari ve ortalamalari ile (N., Np ve N) teorik

tabaka yukseklikleri ve ortalamalarinin (H., Hp ve Ho;) hesaplanmis degerleri.

Triptofan
Akim (kV) N, Np Nor H. (m) Hg (M) Hor (M)
5 2,897,442 2,261,656 2,579,549 0.000129  0.000168  0.000148
10 2,385,612 1,549,708 1,967,660 0.000159  0.000245  0.000202
15 2,156,639 834,453 1,495,546 0,000176  0.000455  0.000315
Basing (mbar) N, Np Nor H, Hg Hor
0 2,004,095 1,674,566 1,610,800 0.000189  0.000226  0.000207
100 5,155,815 3,603,890 4,379,852  0.0000737  0.000105 0.0000893
200 15,523,679 2,821,280 9,172,479  0.0000244 0.000134 0,0000792
Organik Faz N, Np Nor H. Hg Hor
Derigimi
%50 ACN 2,257,470 2,440,360 2,348,915 0.000168  0.000155  0.000161
%60 ACN 3,611,532 2,704,000 3,107,766 0.000108 0.00140 0.000124
Enantiyomerik 4,187,755 - - 0.0000907 - -

Tirun Tespiti
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Cizelge 4.32. Tum elde edilen kromatogramlardan yola cikilarak tirozinin

enantiyomerlerinin teorik tabaka sayilari ve ortalamalari ile (N_, Np ve Ng) teorik

tabaka yukseklikleri ve ortalamalarinin (H., Hp ve Ho;) hesaplanmis degerleri.

Tirozin
Akim (kV) N_ Np Nor H, Hg Hor
5 10,071,343 1,897,545 5,984,444 0.0000353 0.000200  0.000117
10 6,883,582 3,048,183 2,808,070 0,0000552 0.000124 0.0000899
15 5,949,551 2,263,040 2,975,907 0,0000638 0,000167  0.000115
Basing (mbar) N, Np Nor H. Hgr Hor
0 mbar 6,409,146 3,211,111 3,073,360 0.0000592 0.000118 0.0000886
100 mbar 9,356,165 2,669,444 6,012,804 0.0000406 0.000142 0.0000913
200 mbar 10,650,240 3,226,240 6,938,240 0.0000356 0.000117 0.0000763
Organik Faz
e NL ND Nor HL HR Hor
Derigimi
%50 ACN 6,445,795 3,211,111 3,224,503 0.0000589 0.000118 0.0000886
%60 ACN 4,147,360 2,704,000 2,075,032 0.0000916 0.000140  0.000115
Enantiyomerik
4,187,755 - - 0.0000768 - -

Tirun Tespiti
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4.5. Molektler Baskilanma Faktoriiniin Belirlenmesi

Hidrofobik amino asitler ve enantiyomer ciftleri i¢cin amino asit baskilanmig
monolitik kolondaki enantiyomerik ayirimlarinin, molekiler baskilanmis kolonun
ayirma gucu ile baskilanmamis kolon arasindaki ayirma gucu arasinda yapilan
oranlama  Esitlik 3.7.’deki formdl yardimiyla  hesaplanmasi  sonucu

elektrokromatografik ayirrmda molekuler baskilamanin etkinligi ifade edildi.

Asagidaki kromatogramlarda baskilanmamis (NIP) kolonlarda gerceklesen

enantiyomerik ayirimlar yer almaktadir.
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Sekil 4.19. Baskilanmamis (NIP)-(bos) kolonda fenilalaninin enantiyomerik ayirimi:
(uygulanan voltaj: 10 kV, basing: 0 mbar, konsantrasyon: 0.5 mg/mL, dalgaboyu:
200 nm; (ACN %50 - pH 7 %50).
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Sekil 4.20. Baskilanmamig (NIP)-(bos) kolonda fenilalaninin g¢akistiriimis
elektrogramda enantiyomerik ayirimi: uygulanan voltaj: 10 kV, basing: 0 mbar,
konsantrasyon: 0.5 mg/mL, dalgaboyu: 200 nm; (ACN %50 - pH 7 %50).
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Sekil 4.21. Baskilanmamis (NIP)-(bos) kolonda triptofanin enantiyomerik ayirimi:
(uygulanan voltaj: 10 kV, basing: 0 mbar, konsantrasyon: 0.5 mg/mL, dalgaboyu:
200 nm; (ACN %50 - pH 7 %50).
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Sekil 4.22. Baskilanmamis (NIP)-(bos) kolonda c¢akistiriimis elektrogramda
triptofanin enantiyomerik ayirmi: (uygulanan voltaj: 10 kV, basing: 0 mbar,
konsantrasyon: 0.5 mg/mL, dalgaboyu: 200 nm; (ACN %50 - pH 7 %50).
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Sekil 4.23. Baskilanmamis (NIP)-(bog) kolonda tirozinin enantiyomerik ayirimi:
(uygulanan voltaj: 10 kV, basing: 0 mbar, konsantrasyon: 0.5 mg/mL, dalgaboyu:
200 nm; (ACN %50 - pH 7 %50).
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Sekil 4.24. Baskilanmamis (NIP)-(bos) kolonda cakistiriimis elektrogramda
tirozinin enantiyomerik ayirimi: uygulanan voltaj: 10 kV, basing: 0 mbar,
konsantrasyon: 0.5 mg/mL, dalgaboyu: 200 nm; (ACN %50 - pH 7 %50).

Asagida bulunan 4.33. nolu cizelgede baskilanmamis (NIP) kolonda
gerceklestiriien  enantiyomerik  ayirimlara iliskin ~ kolonun  kromatografik

performansina iliskin degerler sunulmustur.

Cizelge 4.33. Hidrofobik amino asitlerin baskilanmamig kolondaki enantiyomerik
ayirimina iliskin kromatografik parametrik degerler (allikonma zamanlari ve
alikonma faktorleri): (uygulanan voltaj: 10 kV, basing: 0 mbar, konsantrasyon: 0.5
mg/mL, dalgaboyu: 200 nm; (ACN %50 - pH 7 %50).

Amino asit Akim (kV) L iR k k’

Triptofan 10 8.71 7.86 0.108 0.738
Tirozin 10 7.13 6.85 0.0408 0.395

Fenilalanin 10 9.90 9.10 0.0879 0.875
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Molekuler baskilanmig kolonun etkinligini hesaplayabilmek i¢in baskilama faktoru
(kmip), baskilanmig kolonun alikonma (kapasite) faktoranun (MIP), baskilanmamis
kolonun (NIP) alikonma (kapasite) faktorlerinin orani Esitlik 3.7.’deki hesaplamayla

bulunmus olup, sonuglar Cizelge 4.34’de gosterilmigtir.

Cizelge 4.34. Enantiyomerik ayirrmda molekuler baskilanmis (MIP) kolon ve
baskilanmamis (NIP) kolona iligkin alikonma faktorleri ve baskilama faktérindn

etkinlik degerleri.

Amino asit Kmip K’ wmip Knip K'nip Kie K\
Triptofan 0.656 2.105 0.108 0.738 6.07 2.85

Tirozin 0.638 1.632 0.0408 0.395 15.63 4.13
Fenilalanin 0.758 2.70 0.0879 0.875 8.62 3.08

*Molekuler baskilama teknolojisinin kullanimi ile baskilamanin etkinligini sayisal
olarak tespit etmek amaciyla, molekuler baskilanmis monolitik kolondaki
enantiyomerik ayirimin gidcu, molekuler baskilanmamis monolitik kolondaki
enantiyomerik ayirmin guctine oranlanmis ve baskilanma faktori hesaplanmigtir.
Hesaplanan baskilama faktortu (kIF) degerleri fenilalanin, triptofan ve tirozin igin
sirasiyla 3.08, 2.85 ve 4.13 olarak tespit edilerek baskilama etkinliginin yuksek
oldugu belirlenmigtir. Sonug olarak MIP tekniginin, CEC sisteminde basariyla

uygulanabilecegdi kanitlanmigtir.

Kapasite faktorinin 1'den blylUk olmasi, belirli bir etkilesim seviyesini
gostermektedir ve olumlu bir durumdur. Bir analiz iglemi esnasinda kapasite
faktoranan, 6érnegin 20’den daha ylksek degerlerde ¢ikmasi halinde ise maddenin
kolonda oldukga uzun siire alikondugunun gostergesidir. ideal olarak ise kapasite
faktorinin 1 ile 5 arasinda olmasi tercih edilir. Bu sonuglar da géstermektedir ki,
fenilalanin, triptofan ve tirozin amino asitlerinin enantiyomerik formlarinin,
molekuler baskilanmig MAPA bazl hidrofobik karakterli kolonlardaki ayirimlari

istenilen seviyelerde gerceklesmigtir.
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4.6. Tekrarlanabilirlik Caligmalan

Fenilalanin, triptofan ve tirozinin CEC sisteminde enantiyomerik ayirimini
gercgeklestirmek uzere hazirlanan MAPA bazli monolitik kolonlarin gun igerisinde
analizden analize tekrarlanabilirlik veya farkh

terarlanabilirligi gibi verimlilik analizleri yapilmistir ve kromatografik analizlere

iliskin buldular asagidaki gizelgelerde sunulmustur.

Cizelge 4.35. Tekrar kullanilabilirlik c¢alismalari amaciyla fenilalaninin D,L,
enantiyomerlerinin ayirmina elektrik alanin etkisinde elde edilen; alikonma

zamanlari, ayirim gucu ve segicilik faktorleri : (akim: 10 kV; basing: 0 mbar;

gunlerde vyapilan analizlerin

konsantrasyon: 0.5 mg/mL; dalgaboyu: 200 nm; (%50 ACN & %50 pH 7)

Fenilalanin
tr (k) tL (k) Rs a
19.50 11.09 7.30 2.44
19.86 11.43 7.25 2.40
19.56 11.26 7.27 241
19.40 11.05 7.29 2.42

Cizelge 4.36. Tekrar

enantiyomerlerinin ayirmina elektrik alanin etkisinde elde edilen; alikonma

zamanlari, ayirim gucl ve segicilik faktorleri: (akim: 10 kV; basing: 0 mbar;

kullanilabilirlik caligmalari

triptofanin  D,L,

konsantrasyon: 0.5 mg/mL; dalgaboyu: 200 nm; (%50 ACN & %50 pH 7)

Triptofan
tr @k te @i Rs a
16.46 9.94 5.53 2.38
16.63 10.09 5.49 2.34
16.40 9.90 5.50 2.35
16.50 9.92 5.45 2.36
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Cizelge 4.37. Tekrar kullanilabilirlik c¢alismalari amaciyla tirozinin D,L,
enantiyomerlerinin ayirmina elektrik alanin etkisinde elde edilen; alikonma
zamanlari, ayirim gucu ve segicilik faktorleri : (akim: 10 kV; basing: 0 mbar;
konsantrasyon: 0.5 mg/mL; dalgaboyu: 200 nm; (%50 ACN & %50 pH 7)

Tirozin
tR (@) L @k Rs a
13.98 8.53 8.43 2.70
14.02 8.56 8.35 2.58
14.03 8.58 8.32 2.55
13.99 8.55 8.40 2.63

CEC sisteminde tekrarli olarak MAPA kolonuna 4 kez doldurulan fenilalanin,
triptofan ve tirozinin D,L, enantiyomerik formlarinin alikkonma zamanlari, pik
geniglikleri ve segicilik faktorleri birbiriyle uyumluluk gdstermektedir. Bu bulgular

Bolum 4.4.6° daki kromatografik ayrim gucu hesaplamalariyla elde edilmigtir.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu calismada ilk olarak, hidrofobik karakterli amino asitlerden fenilalanin,
triptofan ve tirozinin kapiler elektrokromatografi sisteminde molekuler
baskilama teknigi ile enantiyomerik ayirimlarinda kullaniimak Gzere
hidrofobik karakterli monolitik kolon hazirlanmigtir. Bunun igin, amino asidin
L- formu baskilanacak kalip molekdl olarak segilirken, monolitik ve
hidrofobik karakterli kolon hazirlanmasi amaciyla hidrofobik karakterli N-
Metakriloil-L-Fenilalanin (MAPA) monomeri, polimetakrilat bazli monolitik
kolonlarin hazirlanmasinda fonksiyonel monomer olarak tercih edilmistir.
Hazirlanan kolonlarda hidrofobik ylzey saglamak igin MAPA monomerinin
kullanilmasinin yani sira, ¢carpaz baglayici olarak etilendimetakrilat EDMA,
uygun gozenek yapici sistem olusturmak igin Etanol/Metanol karigimi
(ETOH/MeOH) kullanildi.

Hazirlanan monolitik kolonlarin  gegirgenligini olgmek icin  metanol
¢Ozeltisinin degisken akis hizlarinda kullaniimasi ile kolon boyunca
gerceklesen basing dusmesi, incelendi. Metanol g¢dzeltisinin akis hizinin
arttirlmasiyla birlikte geri basing dismesinde artis gézlendi. Gegirgenligin
oldugu MIP2 (phe, trp ve tyr) kolonlari ¢alisma kolonu olarak secilmis ve bu
monolitik kolonlarin gecirgenliginin yani sira mekanik agidan kararlihdinin
yuksek oldugu goézlenmistir. Metanolin akis hizi 5 pL/dk’ya ulastigi anda
geri basing degerleri fenilalanin, triptofan ve tirozin igin sirasiyla 34.16
mbar, 31.61 mbar ve 31.01 mbar olarak olgulmuagtur. Molekuler baskilanmis
monolitik kolonlarin sahip oldugu geri basing degerleri, molekuler baskilama
sonucu kolonda meydana gelen kaviteler Uzerinde hareketli fazin akis
gOstermesine olanak saglamaktadir. Diger taraftan, monolitik kolonlar igin
onemli bir diger parametre olan gegirgenlik deg@erleri fenilalanin, triptofan ve
tirozin icin sirasiyla 1.521x10™* m?, 1.644x10™ m? ve 1.676x10™* m? olarak
hesaplanmigtir. Gecirgenlik degerlerine bakilarak, kolonun hidrofobik
karakterinin diger kolonlar ile kiyaslandiginda daha yuksek oldugunu

gOstermektedir.
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Literaturde ilk kez gergeklesen amino asit baskilanmig monolitik kolonlarin
karakterizasyon islemleri kapsaminda ilk olarak morfolojik yapilarinin
incelenmesi amaciyla monolitik kolonlarin SEM goruntileri incelenmigtir.
SEM goruntulerinden edinilen degerlendirmeler kapsaminda polimerik
yapinin kolonlarin yuzeyi ile siki bir sekilde baglanti olusturdugu gozlenmis
2 um’lik kiresel mikroglobuler yapilarin i¢ ice kimeler halinde birleserek
genis gozenek kanallariyla birlikte monolitik kolonlari  olusturdugu
g6zlenmigtir. Bu durum, monolitik kolonlarin genel karakteristik 6zellikleriyle
uyumlu vyapidadir. Bunun vyanisira, kolonun molekller baskilanma
surecinde ise makrogozenekli yapida ¢ok ciddi boyutta degisiklik
gbzlenmemigtir.  PMAPA bazli monolitik kolonlarin yluzey alani ve
g6zeneklilik ozellikleri Brunauer-Emmet-Teller (BET) ve civa porozimetre
yontemi ile incelenmistir. Spesifik yuzey alanlari molekuler baskilanmis
(MIP) ve baskilanmamig (NIP) kolonlar i¢in sirasiyla; tirozin baskili, triptofan
baskili, fenilalanin baskili ve baskilanmamis monolitik kolonlar (MIPTYR,
MIPTRP, MIPPHE, NIP) icin 9.3, 9.1, 9.0, 8.7 m%g seklinde bulundugu
rapor edilmigtir.
Monolitik kolonlarin hazirlanmasinda fonksiyonel monomer olarak tercih
edilen MAPA ve polimerizasyon sonucu elde edilen PMAPA'nin igerdigi
fonksiyonel monomerlerin tayini olarak MAPA monomerinin ve PMAPA
bazli monolitin FTIR-ATR spektrumlari incelenmistir. Polimerin dogal
yapisina ait bilgi edinebilmek amaciyla polimerizasyon derecesi FTIR-ATR
spektrumuyla karakterize edildiginde, tum MAPA gruplarinin polimerik ag
yapisina basarili bir sekilde katilldigi ve polimerizasyon igleminin sonunda
esas itibariyla higbir polimerlesmeden kalan monomer bulunmadigi
gOzlenmisgtir.
Monolitik kolonlarin kromatografik ayirma performanslari, hareketli faz
olarak ACN/fosfat tamponunun (%60:40; pH 7.0, 10mM) ¢bzicli sistemi
olarak secildigi ortamda uygulama bilesikleri olarak segcilen alkil benzenlerin
ayrilmasiyla test edilmigtir. Baskilanmig kolonun elektrokromatografik
davranigl, farkli elektriksel alan uygulamalari ile test edildi. isaretleyici
(alkonmayan) bilesik olarak ise tiyoure bilesigi kullanildi. Ayirimlarin etkin
bir sekilde gerceklestigi hesaplanan %RSD degerleri ile tespit edilmistir.
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PMAPA kolon ile hidrofobik etkilesim prensibinden yararlanilarak sirasiyla
fenilalanin (Phe), triptofan (Trp) ve tirozin (Tyr) enantiyomerlerinin ayrimina
elektrik alanin etkisi incelenmistir. Ayrimlar icin farkl siddetlerde (5, 10, 15
kV) elektrik alani voltaj olarak uygulanmistir. Ayirma gucu (Rs) ve segicilik
faktori (a) gibi parametreler i1siginda elde edilen sonuglarda, ayrimlarin
etkinliginin en yuksek 15 kV voltajda olugan elektrik alani ortaminda oldugu
saptanmigtir.

Elektroozmotik akis azalinca, analiz slresinin artmasi beklenmektedir.
Ancak, pH 7.0 de elektroozmotik akis ile negatif ylke sahip triptofan ile
elektroozmotik akis zit yonlu oldugu icin analiz suresi kisalmistir. Triptofan
ve tirozinin izolektrik noktalari kiyaslandiginda (pl: 5.88, pl:5.65) tirozinin
daha negatif oldugu goéruliar. Ancak triptofan daha hidrofobik oldugundan
daha gec elue edilmistir. 15 kV da ki gdzlenen uzun elisyon suresi ayirima
hidrofobik etkilesimlerin de katkida bulundugunu ve baskin oldugunu
gOstermektedir.

Elektroozmotik akisin (EOF) artigi, elektroozmotik akis ile elektroforetik
akisin anottan katoda dogru oldugu normal kapiler elektrokromatografide
analiz suresini kisaltmaktadir. Elektroozmotik akis ise artan akim siddeti ile
azalmaktadir. Elektroozmotik akis azalinca analiz suresinin artmasi teorik
olarak beklenmektedir. Ancak, enantiyomerik ayirimin gerceklestigi pH 7.0
de elektroozmotik akis ile negatif ylike sahip fenilalaninin elektroforetik
hareketliligi zit yonde oldugu i¢in analiz suresi kisalmistir. 15 kV da en uzun
elisyon suresi fenilalanin igin gérilmus, burada hidrofobik etkilesimlerin de
katkida bulundugu tepit edilmigtir.

Elektroforez prensibine dayali sistemlerindeki en 6énemli sorunlardan bir
tanesi Joule i1sinmasi olayidir. Kolonda yuklu tarlerin olmasi uygulanan
elektrik alani sonucunda fazla akim olusmasina sebep olur. Bu da joule
Isinmasina yol acar. Fakat, D ve L enantiyomerlerinin ayirimlarinin basarili
bir sekilde gergeklestirildigi gérulduginden 15 kV da dahil joule 1sinmasinin
ayirimi etkilemedigi gorulmuastur. Ancak, uygulanan elektriksel alanin
arttirlmasiyla olusabilecek olasi akim kopmasi gibi olumsuz durumlar ile
kargilasmamak adina 15 kV'dan daha yukart akim degerlerine

cikilmamistir. Netice itibariyle ayiricilik ve segicilik faktort gibi
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kromatografik performans degerlerinin 1.5’tan fazla oldugu 10 kV’luk voltaj
uygulamasi ¢alismalarin yarutulmesi igin tercih edilmigtir.

Ug farkh aminoasit enantiyomerlerinin (Phe, Trp ve Tyr) kiral olarak
ayriminda basincin etkisi incelenmigtir. Sisteme sirasiyla 0, 100 ve 200
mbar basing uygulanmigtir. Kolon sistemine basin¢ uygulanmadan sadece
elektrik alan uygulanmasiyla D,L, enantiyomerlerinde ayirim goruimus,
ayrima basincin etkisini incelemek igin sisteme 100 ve 200 mbar’lik basing
karsilagtirma yapmak amaciyla uygulanmistir. Basincin arttirimasiyla
ayrimlarin etkinliginin arttigi gorultrken, alikonma surelerinin azaldigi tespit
edilmistir. Ug farkli basing kosulunda (0, 100 ve 200 mbar) ayirma giictiniin
etkinlik degerinin 1.5’tan ylksek olmasi sebebiyle kromatografik ayirimlarin
basing uygulamadan gergeklestiriimesine karar verilmistir.

Organik c¢ozlcunun fenilalanin, triptofan ve tirozin amino asitlerinin D,L,
enantiyomerik formlarinin kromatografik ayirirmina etkisini incelemek igin
asetonitril (ACN) oranlari degistirilerek hazirlanan tampon ¢ozelti sistemleri
kullaniimistir. Elektrokromatografik sistemlerde kullanilan tampon ¢oézelti
icerisindeki ACN orani, elektroozmotik akis (EOF)'nin buyudklGguni
etkilemektedir. Ayirma kapasitesinin seviyesi, EOF’ye baghdir. Ayirma
mekanizmasi Uzerinde organik faz etkisinin incelenmesi amaciyla yapilan
calismalarda ACN miktarinin artmasiyla elektroozmotik akisin (EOF)
azaldigi gorulmektedir. Bu nedenle ayrimi gergeklesen tirler daha fazla
alikonmaya ugramigtir. Ayrimlar icin kullanilan ¢6zicu sisteminde tampon
¢Ozelti olarak pH 7 ile birlikte hacimsel olarak %50 ACN ve %60 ACN olarak
hazirlanmistir. Bu tamponlarla yapilan ayrimlarda da ACN miktarinin %60’a
cikariimasiyla tdrlerin  alikonmalart artmigs ve pikler yayvanlasmaya
baslamistir. Bu sebeple ¢aligsmalar %50 ACN ortaminda yurutilmustar.
Molekuler baskilamanin etkinligini tespit edebilmek igin g farkli aminoasite
ait olan enantiyomerik formlarin yalnizca L- formlari 6érnek olarak kolona
verilerek enantiyomerik  tlir tespiti gergeklestiriimisti. Bu amag
dogrultusunda elisyona ugrayan pikin hangisi oldugu tespit edilmigtir.
Kromatogramlar incelendiginde ise kolonda daha fazla tutulan amino
asitlerin enantiyomerik tarlerinin L-formlari oldugu go6zlenmigtir. Bunu

dogrulamak i¢in D ve L enantiyomerik formlari kolona birlikte de verilmistir.
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CEC sisteminde gergeklesen enantiyomerik ayirimlarin davranisini ve
mekanizmasini inceleyebilmek agisindan elektroozmotik akis (EOF) sayisal
degeri hesaplanmistir. Barindirdid1 iyonlasabilen fonksiyonel gruplar
sayesinde amino asit bazli N-Metakriloil-L-Fenilalanin (MAPA)
monomerinin fonksiyonel monomer olarak tercih edildigi monolitik kolon
EOF olusturabilmektedir. Bu, ayni zaman da MAPA monomerinin ayricalikli
dzelligidir. izoelektrik nokta (pl= 5.48) lizerindeki pH’da MAPA monomerinin
fenilalanin kisminda yer alan karboksilik asit (-COOH)'Iin iyonlagmasi ve
amino (-NHy) grubundan kaynaklanan deprotonlanma sebebiyle MAPA
monomeri zayif katyon degistirici olarak davranabilmekte ve bu durum da
EOF olusturmasini saglamaktadir. Bu 06zelligi sebebiyle monolitik kolon
hazirlanma surecinde polimerizasyona katki saglayici baska bir monomer
katiimasina gereksinim olmamasi, MAPA monomerinin fonksiyonel
monomer olarak tercih edilme sebeplerinden bir tanesi olmustur.
Enantiyomerik ayinmlar pH 7.0’de gerceklestiriimis olup bu deger MAPA
monomerinin icerisinde yer alan fenilalanin amino asidinin izoelektrik
noktasinin Uzerinde bir deger oldugu icin, karboksilik asit grubunun
iyonlasmasi ve amin grubunun deprotonlanmasi neticesinde monolitik
kolonun yuzeyi (-) yuk ile kaplandi. Bu kosular altinda EOF’nin yonU anottan
katoda olacak sekilde katodik EOF, yuklu turler agisindan bir diger deyisle
ters akim olugmustur.

Elektroozmotik akisin (EOF) artisi, elektroozmotik akis ile elektroforetik
akisin anottan katoda dogru oldugu normal kapiler elektrokromatografide
analiz suresini kisaltmistir. Elektroozmotik akig, artan akim siddeti ile
azalmaktadir. Elektroozmotik akis azalinca analiz suresinin artmasi teorik
olarak beklenmektedir. Ancak, enantiyomerik ayirimin gergeklestigi pH 7.0
de elektroozmotik akis ile negatif ylke sahip fenilalanin, triptofan ve tirozin
molekullerinin elektroforetik hareketi zit yonli oldugu tespit edilerek analiz
suresi beklenenden kisa olmustur.

Kromatografik performanslarin degerlendirilebilmesi kapsaminda MAPA
bazli monolitik kolonda fenilalanin, triptofan ve tirozinin amino asitlerinin
enantiyomerik ayrimi igin yapilan tim calismalar sonucunda elde edilen

kromatogramlardan yola ¢ikilarak enantiyomerlerin allkonma zamanlariyla
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(to, t) ayiricihk (Rs), secicilik faktorleri (a) ve alikonma faktorleri
hesaplanmigtir. Artan elektriksel akim ile birlikte her G¢ amino asit igin (RS)
ve (a) degerleri artis gostermis ve ayirimlarin etkinliginin arttigr géralmastur.
Basin¢g uygulandiginda ise artan basing sonrasi fenilalanin igin (Rs)
degerlerinde artis gozlemlenirken, (a) degerlerinde ise dusus meydana
geldigi gorulmustar. Triptofan ve tirozin i¢in ise hem (Rs), hem de (a)
degerlerinde artis oldugu gortlmastir. ACN derisiminin arttirilmasiyla
enantiyomerik ayirnmda organik faz etkisinin incelenmesinde ise fenilalanin
ve tirozin icin (Rs) ve (a) degerlerinde azalma kaydedilirken, triptofan icin
ise (Rs) degerlerinde artis, (a) degerlerinde azalma meydana geldigi
gorulmustar.
Kolonun hiz ve verimliliginin 6lgust olan 6nemli parametrelerden teorik
tabaka sayilari ve yukseklikleri hesaplanmistir. Sonug olarak, enantiyomerik
ayirimlara iliskin elektriksel alan etkisi incelendiginde, artan voltaj ile
fenilalanin icin teorik tabaka sayisinin arttigi ve paralelinde teorik tabaka
yukseliginin azaldigi hesaplanirken, triptofan ve tirozin igin ise uygulanan
elektiksel akimin arttinimasiyla teorik tabaka sayisinda azalma ve teorik
tabaka vyukseliginde artis oldugu gorulmustur. Basing uygulamasinin
enantiyomerik ayirimlardaki etkinligi incelendiginde her GU¢ amino asit igin
teorik tabaka sayilarinda artis ve teorik tabaka yuksekliklerinde azalma
oldugu goérulmastir. ACN derisiminin arttilmasi ile gergeklestirilen
enantiyomerik ayirimlarda teorik tabaka sayi degerlerinin fenilalanin ve
tirozin igin azaldigi, triptofan igin ise arttigi gértlmastir. Bu de@erler ile ters
orantili olarak teorik tabaka yuksekligi degerlerinin fenilalanin ve tirozin igin
arttigi, tirozin igin ise azaldigi1 géralmustar.
Molekuler baskilama teknolojisinin kullanimi ile baskilamanin etkinligini
sayisal olarak tespit etmek amaciyla, molekuler baskilanmig monolitik
kolondaki enantiyomerik ayirimin gtcl, molekiler baskilanmamis monolitik
kolondaki enantiyomerik ayirmin giictine oranlanmis ve baskilanma faktora
hesaplanmigtir. Hesaplanan baskilama faktoru (kie) degerleri fenilalanin,
triptofan ve tirozin igin sirasiyla 3.08, 2.85 ve 4.13 olarak tespit edilerek
baskilama etkinliginin ylUksek oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak MIP
tekniginin, CEC sisteminde basariyla uygulanabilecegi kanitlanmistir.
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Ayirim etkinliginin gostergesi olan kapasite faktérinin 1’den blyuk olmasi,
belirli bir etkilesim seviyesini gostermektedir ve bu istenen bir durumdur. Bir
analiz iglemi esnasinda kapasite faktorunun, ornegin 20’den daha yuksek
degerlerde c¢ikmasi halinde ise maddenin kolonda olduk¢a uzun sure
alikondugunun géstergesidir. ideal olarak ise kapasite faktériinin 1 ile 5
arasinda olmasi tercih edilir. Yapilan ¢alismanin sonuglari gostermektedir
ki, fenilalanin, triptofan ve tirozin amino asitlerinin enantiyomerik formlarinin,
molekller baskilanmis MAPA bazli hidrofobik karakterli kolonlardaki
ayirimlari etkin seviyelerde gerceklestirilmistir.

Sentezlenen amino asit bazli monolitik kolonlarla elde edilen enantiyomerik
amino asitlerin ayrilma verimliligi ve kolon etkinlikleri, literatirdeki benzer
polimerik monolitler ile elde edilen ayriima verimligi ile kiyaslanabilir
blayuklUktedir [30, 122, 126]. Literatirde yaklasik son 10 vyilda
enantiyomerik olarak dogrudan ve dolayli yontemler ile gergeklestirilen
calismalar Cizelge 5.1. ve 5.2.’de sunulmustur. Sonug olarak, ¢alisma
kapsaminda amino asit bazli molekller baskilanmis monolitik kolon
sentezlenerek, literatiirde amino asitlerin enantiyomerik ayiriminda, ilk defa
kullanilmig, enantiyomerik ayirimlarin segici ve hassas bir sekilde

gerceklestigi tespit edilmistir.
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Cizelge 5.1. 2004-2014 Yillari Arasi Dolayli Yontemler ile Gergeklestiriimis Amino

Asitlerin Enantiyomerik Ayirimlari [249].

. : : . Tayin
Teknik Amino asit Dolayl Yontem _
edilme
HPLC-UV D,L-Selenomethiyonin Difloronitrobenzen kiral tlirevleme UV-340 nm
aracl
2D-HPLC Amino asitler 4-flor-7-nitro-2,1,3-benzodiazol uv
HPLC Amino asitler NBD-CI ve FDAA tirevli kiral sabit UVv-470 nm
faz
HPLC Selenomethiyonin Ftalimit-(S)-naproksen turevli kiral UV-231 nm
ajan
HPLC Aromatik amino asitler Magnetik nanopartikil modifiye UV-258 nm
edilmis kolon
HPLC Protoinojenik amino (S)-naproksen-benzotriazol UV-231 nm
asitler
HPLC 15 Protoinojenik amino CNCI ve onun 6-butoksi turevi DAD
asit ve D,L- icerisinde kiral ajan olarak R-(+)-
Selenomethiyonin naftiletil amin ve (S)-(+) 1-benzil-3-
aminopirolidin
HPLC Selenomethiyonin, DFDNB ve CNCI karigimindan uv
Methiyonin ve Sistein sentezli 12 tarevlendirilmis kiral ajan
HPLC Selenomethiyonin (R)-Metil benzil izotiyosiyanat uv
(MBIC) ve (S)-1-(1-naftil) etil
izotiyosiyanat (NEIC)
HPLC 13 Protoinojenik amino CNCI tarevli kiral ajan uv
asit
HPLC Satteki D-amino asitler OPA-N-asetil-L-sistein uv
HPLC Gida analizlerindeki NBD-F UV-CD
amino asitler
HPLC Pensilamin, Sistein ve Kiral ajan olarak (S)-Naproksen- uv
Homosistein benzotriazol
HPLC Protein ve proteinsiz N-(4-Klor-6-piperidinil-[1, 3, 5]- uv
amino asitler triazin-2-yl)-I-lizin amit ve N- (4-klor-
6-piperidinil-[1,3,5]-triazin- 2-yl)-I-
I6zin triazin bazli tirevlendirilmis
kiral ajanlar
HPLC Proteinsiz amino asitler S)-N-(4-Nitrofenoksikarbonil) UV-205 nm

ve PenA

fenilalanin metoksietil ester
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HPLC Proteinojenik ve non- FDNP-Leu,Phe,Val, Ala ttrevli kiral UV-340 nm
proteinojenik amino ajanlar
asitler
HPLC Serebrospinal Marfey reaktifi uv
sivisindaki serin ve
glisin enantiyomerleri
HPLC Pensilamin N-Suisinimidil-(S)-2-(6-metoksinaftil-  UV-231 nm
2-yl)
propiyonat
HPLC a-Amino asitler Marfey reaktifi UV-340 nm
HPLC a-Amino asitler S-triazin klor(r bazli kiral ajan UV-230 nm
HPLC a-Amino asitler N-(R)-mandelil-I-sistein tarevli kiral ~ UV-340 nm
ajan
GC-MS Amino asitler Kiral olmayan reaktif tlrevli kiral MS
kolon ve kiral olmayan kolon
Uzerinde kiral tGrevli grup iceren
kolon
GC-MS Amino asitler Chirasil-Valinden in-situ tirevli MS
Heptaflorbutil kloroformat
TLC Amino asitler Marfey reaktifi UV-340 nm
TLC Amino asitler Marfey reaktifi ve onun kiral tirevleri  UV-340 nm
TLC ve Pensilamin Marfey reaktifi UV-340 nm
HPLC
TLC ve Proteinsiz- a-amino Marfey reaktifi ve onun kiral tirevleri  UV-340 nm
HPLC asitler
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Cizelge 5.2. 2004-2014 Yillari Arasi Dogrudan Yontemler ile Gergeklestiriimis

Amino Asitlerin Enantiyomerik Ayirimlari [249].

Teknik Amino asit Dogrudan Yontem Tayin edilme
. . Kiral selektor olarak kinin Ninhidrin ve
TLe D,L-Selenomethiyonin vasitasiyla Ters Faz TLC iyodir buhari
Kiral reaktifler olarak (R)-
TLC D,L-Penisilin Mandelik asit ve L-tartarik asit iyodUr buhari
ve hareketli faz ilavesi
HPLC Serbest amino asitler Alkaloid tiurevli ;W|tter ionlu kiral DAD
sabit faz
Kiral sabit faz olarak 11-
. methylene-birimleri iceren
HPLC Doymarzgﬂfé?-Ammo aminoundesil silica jel bagli (+)- UV-205 nm
(18-kravn-6)-2,3,11,12-
tetrakarboksilik asit
Proteinoienik amino 6-Metoksikinolin-4-karboksilik
HPLC € asit-susinimit ester, anyon MS
asitler A )
donustiricu kiral sabit faz
D,|-Methiyonin, D,L- Copper (Il) complex of N,N-
LE-HPLC Lozin, D,L-Valin ve D,L- dimetil-L-fenilalaninin Cu(i) UV-PDA
Tirozin kompleksi
Kiral sabit faz igeren kinin ya da
HPLC 32-Amino asitler — kinolin bazl zwitter iyon uv
selektor
HPLC D,L—Penlc!lamln ve D,L- a—AS|t gllkoproteln ve - UV-231 nm
Sistein siklodekstrin kolonlari
(+)-(18-krawn-6)-2,3,11,12-
HPLC y-Aminoasitler tetrakarboksilik asit bazli kiral UV-210 nm
sabit faz
N- . - s .
HPLC Florenilmetoksikarbonil Polisakkarid tlrevli kiral sabit DAD
) . fazlar
a-amino asit
(+)-(18-krawn-6)-2,3,11,12-
HPLC B3-Homo-amino asit tetrakarboksilik asit bazli kiral UV-210 nm
sabit faz
HPLC Dansil amino asitler Siklik heksapeptid, kiral selektor
olarak
(+)-(18-krawn-6)-2,3,11,12-
HPLC 3-Amino asitler tetrakarboksilik asit bazli kiral
sabit faz
(2 B M ~ (+)-(18-krawn-6)-2,3,11,12-
HPLC N-(3,5-Dinitrobenzoil) tetrakarboksilik asit bazli kiral

a-amino asitler

sabit faz
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HPLC

Mikro-
HPLC

HPLC

GC-MS

GC

GLEC

CE
CLE-CE

CLE-CE

LE-CE

CE-MS
LE-MEKC

CE-MS

EKC

Kolon
Kromatog
rafisi

Amino asitler

Doymus ve Doymamis
Amino asitler

Dansil Amino asitler

Serebrospinal
sivisindaki serin ve
glisin enantiyomerleri

D-Amino asit analizleri

a-Amino asitler

Amino asitler
Dansil Amino asitler

Amino asitler ve glisil
dipeptidler

Dansil Amino Asitler

Serbest Amino asitler
Serbest Amino asitler

Amino asitler

Dns-Amino asitler

a-Amino asitler

NBD-CI ve FDAA turevli kiral
sabit faz

Ristoketin A-bazli kiral sabit faz

Norvankomsin bagl kiral sabit
faz

L-Valin, kiral selektor

vankomsin-modifiyeli silica—diol
partikdl dolgulu Fléresan
izosiyanat turevli kapiler kolon

Cu(ll) iyonlariyla birlikte
komplekslesmis alkoloid
turevleri, kiral selektdr olarak

(FITC)
y-Cyclodekstrin (y-kiral tlrevli)

Seker asitleriyle Cu(ll), Co(ll),
Ni(ll) ve Zn(Il) kompleksleri, kiral
selektor olarak

Dansyl amino asitlerin Cu(ll) I-
prolinamit kompleksi, kiral
selektor olarak

Siklodekstrin, kiral selektor
Cu (I1)-L-prolin, kiral selektor

Teikoplanin tzernde 7-Flor-4-

nitrobenzodiazol (NBD-F) vel-

flor-2,4-dinitrobenzen (DNB-F)
kiral sabit fazi

y-siklo dekstrin

Ksantan yapil regine tUzerinde
metilmetakrilat dolgulu kiral sabit
faz

uv-470 nm

MS

UVv-205 nm

DAD

LIF
uv

DAD

MS

MS

MS

Polarimetre
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