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0z

Tez calismasinin amaci, nanokromatografik 6lcekli yeni monolitik kolonlarin
tasarimi, sentezi ve bu kolonlarin kromatografik performanslarinin incelenmesi
olarak belirlenmistir. Oncelikle biitil metakrilat (BMA) bazli monolitik kolonlar
sentezlenmigtir. BMA bazli monolit sentezi icin yeni bir gbzenek yapici sistemi
6nerilmis ve termal baglaticili serbest radikal polimerizasyonu teknigi ile yeni
kapiler monolitler elde edilmistir. Ayrica ilk kez flor (F) grubu iceren bir monomer
kullanilarak, kapiler monolitlerin sentezi gergeklestirilmistir. F grubunun varligu,
organik bilesiklerin polaritesinde bir degisim meydana getirmektedir. Tez
kapsaminda F iceren monomer kullanimi ile sentezlenen monolitlerin
kromatografik davraniglari incelenmis ve akrilik ve stiren bazli monolitlere gére
avantaj ve dezavantajlari ortaya konmustur. Flor iceren monomer olarak, 2,2,2-
trifloroetil metakrilat (TFEM) secilmistir. Ayrica tezin bu béliminde monolitin kolon
duvarina yapismasi icin kullanilan klasik yontem yerine “Kolay baglanma” (Click
chemistry) bazli yeni bir ydntem énerilmistir. ilk kez polietilen glikol (PEG) bazli bir
monomer kullanilarak, kapiler monolitlerin sentezi gergeklestiriimistir. Bdylece
polar formdaki monolitlerin sentezi ve kromatografik performanslarinin belirlenmesi
gerceklestirilmistir. Tez kapsaminda Uretilen yeni monolitik kolonlar, alkilbenzen,
fenol, benzoik asit ve anilin tdrevlerinin ayrilmasinda basariyla kullaniimig ve

yaklasik 300.000 m™” degerine ulasan kolon verimleri elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Kapiler Elektrokromatografi (CEC), Monolit, Ters Faz

Kromatografisi (RPC), Butil metakrilat, Florlu Monolit, Poli(Etilen glikol).
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ABSTRACT

The aim of this thesis is to design, synthesize and study the chromatographic
performances of nanochromatographic scale monoliths for capillary
electrochromatography. In the scope of this thesis, butyl methacrylate (BMA)
based columns were synthesized. A new porogen system was introduced and
thermally initiated polymerization technique was used to syntesize BMA based
monolithic capillary columns in this thesis. Also a monomer containing flour (F)
group was introduced to synthesize new monolithic capillary columns. The
presence of F group makes change in the polarity of organic compounds. In this
purpose new monolithic columns containing F group were synthesized and their
chromatographic performances were compared with acrylic and styrenic based
monoliths in the literature. 2,2,2-trifluoroethyl methacrylate (TFEM) was selected
as fluorinated monomer. Also in this section of this thesis a new wall attechment
protocol based on ‘Click chemistry’ was proposed. Poly(Etyhylene glycol) based
monolithic columns which were not present in the literature were also synthesized.
So new polar monolithic columns were synthesized and their chromatographic
performances were examined. These newly produced monolithic columns were
used successfully for the seperation of alkyloenzene, phenol, benzoic acid and
aniline derivatives and theoretical plate numbers up to 300.000 m” were achieved.

Key words: Capillary Electrochromatography (CEC), Monolith, Reversed Phase
Chromatography (RPC), Fluorinated monolith, Butyl methacrylate, Poly(Ethylene

glycol).
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Elektriksel Cifte Tabaka’nin temsili resmi. (Smith, N.,

Capillary electrochromatography)

HPLC ve CEC’te akig profillerinin karsilastiriimasi. (A)
HPLC, (B) CEC. (Jason A. Starkey, PhD Tezi, 2007)

HPLC ve CEC ile elde edilen piklerin kargilagtiriimasi. (A)
HPLC, (B) CEC
Fenilalanin fonksiyonlu poli(Glisidil metakrilat) (poli(GMA))
kapli bir agik-tabdler kolonun SEM goérintisd. (Xu, L. et al.,

Poli(GMA-co-DVB) partikdl dolgu malzemesi. (Zhang, S. et
al., 2002)

CEC yayin sayisindaki gelisim. (Wu, R. et al., 2007)

Partiktl dolgulu ve monolitik kolonlarin temsili resimleri. (A)
Buylk capli partiklllerle doldurulmus kolon, (B) Kiguk ¢apl

partikillerle doldurulmus, kolon, (C) Monolitik kolon

Poli(stiren-co-divinlbenzen) kolon ile protein ayrimi. (Xie, S.
et al., 1999)
Alkil fenonlarin izokrotik kosullarda ayrilmasi. Kolon: Akrilik
asitle derivatize edilmis poli(Akrilamid)-poli(etilen glikol).
Etkin kolon uzunlugu: 20.5 cm, Enjeksiyon: 0.5 kV 1 s, UV
260 nm, Uygulanan voltaj: 22.5 kV, Mobil faz: %20 ACN-
%80 10 mM Tris, 15 mM borik asit tamponu, pH 8.2, Pik
sirasi: vitamin B (1), anilin (2), asetofenon (3), propiofenon
(4), bitirofenon (5) dihidroksiasetofenon (6)
dihidroksipropiofenon (7). (Palm, A. et al., 1997)
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Kapiler kolon hazirlama prosedurQ. (Svec, F. et al., 2000)

Alkilbenzen tarevlerinin ayrimi. Mobil faz: % 80 ACN-% 20
tampon, pH 7, UV. 215 nm, Uygulanan voltaj: 25 kV,
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(4), toluen (5), ethilbenzen (6), propilbenzen (7),
batilbenzen (8), amilbenzen (9). (Peters, E.C. et al., 1998)

Bir monolitin sematik ¢izimi ve dy, €, € nin fiziksel anlamu.
(Buchmeiser, M. R., 2007

Glisidil metakrilat bazli monolitlere polimerizasyon sonrasi

fonksiyonel grup baglanmasi. (Buchmeiser, M. R., 2007)

Gozenek capi ve dogrusal akis hizi arasindaki iligki. (Svec,
F. et al., 2000)

AMPS derisiminin ayrim Uzerindeki etkisi. (Svec, F. et al.,

TFEM-co-PA monolitin kapiler kolon duvarina ‘Kolay

baglanma” bazli yapisma prosediri

Kullanilan monomerlerin yapilari. (A) BMA, (B) TFEM, (C)
PA, (D) PEGPEA, (E) Capraz baglayici: EDM

Kromatografik ayrimda kullanilan analit gruplar. (A)
Alkilbenzen tlrevleri, (B) Fenol turevleri, (C) Benzoik asit

tarevleri, (D) Anilin tlrevleri

Farkli DMF derigimleri ile sentezlenen BMA monolitik

yapilarin 6rnek SEM fotograflari, Blyltme: Sol sOtin:
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2500X, Sag suttn: 5000X, DMF oranlari (% v/v): (A) 67, (B)
70, (C) 74, (D) 78, (E) 81

Farkli DMF derisimleri ile hazirlanan BMA monolitlerin

g6zenekKlilik 6zelliklerinin gésteren BET grafikleri

Farkli DMF derigimleri ile sentezlenen BMA monolitlerin

geri-basing akis hizi egrileri. Mobil faz: saf etanol

% 67 ve % 70 DMF derisimine sahip BMA monolitlerin pH a

karsi elektroozmotik mobilite degerleri

Farkli DMF derigimleri ile sentezlenen BMA monolitler
kullanilarak farkl voltaj degderlerinde elde edilen alkilbenzen
karisimina ait elektrokromatogramlar. DMF derisimleri (%
v/iv): (A) 67, (B) 70, (C) 81, ACN/5 mM pH 7 tamponu:
80/20, Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, DAD dedektér, 200
nm, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik
sirasi: 1. Tiyolre, 2. Benzen, 3. Toluen, 4. Etilbenzen, 5.
Propilbenzen, 6. Bltilbenzen

% 70 DMF derisimi ile sentezlenen BMA monolit
kullanilarak farkli ACN/pH 7 tamponu oranlari elde edilen
alkilbenzen karisimina ait elektrokromatogramlar. ACN/5
mM pH 7 tamponu: degisken, Uygulanan voltaj: 15 kV,
Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, DAD dedektér, 200 nm,
Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Gap: 100 um, Pik sirasi: 1.
Tiyolre, 2. Benzen, 3. Toluen, 4.Etilbenzen, 5.

Propilbenzen, 6. Bltilbenzen

% 70 DMF derigimi ile sentezlenen BMA monolitte
alikonma faktériiniin ACN derisimi ile degisimi. Enjeksiyon
kosullari: 5 kV, 3 s, Uygulanan voltaj: 20 kV, DAD dedektor,
200 nm, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon ¢api: 100 um
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Farkli DMF derisimi ile sentezlenen BMA monolitlerde
alikonma fakt6ériiniin DMF derigimi ile degisimi. ACN/5 mM
pH 7 fosfat tamponu: 80/20, Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s,
Uygulanan voltaj: 20 kV, DAD dedektdr, 200 nm, Etkin

kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon ¢api: 100 um

Farkli DMF derigimleri ile sentezlenen BMA monolitlerde
teorik tabaka sayisinin akis hiziyla degisimi (Van-Deemter
grafigi). Analit: tiyolre

Farkli DMF derigimleri ile sentezlenen BMA monolitlerde
teorik tabaka yUksekliginin akis hiziyla degisimi. Analit:

tiyolre

Farkli DMF derigimleri ile sentezlenen BMA monolitlerde
teorik tabaka sayisinin DMF derisimi ile degisimi. Analit:

tiyolre

Farkli IAA derigimleri ile sentezlenen TFEM monolitik
yapilarin 6rnek SEM fotograflari, Blyltme: Sol sOtin:
2500X, Sag suttn: 5000X, IAA oranlari (% v/v): (A) 55, (B)
67, (C) 75, (D) 83, (E) 92

Farkli IAA derisimleri ile hazirlanan TFEM monolitlerin

g6zenekKlilik 6zelliklerinin gésteren BET grafikleri

% 83 IAA derigimi ile ve farkh caplara sahip tlplerde
sentezlenen TFEM monolit icin Merklri porozimetresi ile
elde edilen gbzeneklilik dagihmi grafikleri. (A) 1.5 mm

kapiler tip, (B) 2.5 mm kapiler tip

% 55 IAA derigimi ile ve farkh caplara sahip tlplerde
sentezlenen TFEM monolit icin Merklri porozimetresi ile
elde edilen gbézeneklilik dagihmi grafikleri. (A) 1.5 mm
kapiler tlp, (B) 2.5 mm kapiler tip
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Farkh IAA derisimleri ile sentezlenen TFEM monolitlerin

geri-basing akis hizi egrileri. Mobil faz: saf etanol

% 83 IAA derigimine sahip TFEM monolitin (A) pH, (B)

ACN derisimine kargi elektroozmotik mobilite degerleri

Farkli IAA derigimleri ile sentezlenen TFEM monolitler
kullanilarak farkl voltaj degderlerinde elde edilen alkilbenzen
karigsimina ait elektrokromatogramlar. IAA derisimleri (%
v/iv): (A) 67, (B) 83, (C) 92, ACN/5 mM pH 7 tamponu:
60/40, Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, DAD dedektér, 200
nm, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik
sirasi: 1. Tiyodre, 2. Fenol 3. Benzen, 4. Toluen, 5.

Etilbenzen, 6. Propilbenzen, 7. Butilbenzen

% 83 IAA derisimi ile sentezlenen TFEM monolit
kullanilarak farkli ACN/pH 7 tamponu oranlari elde edilen
alkilbenzen karisimina ait elektrokromatogramlar. ACN/5
mM pH 7 tamponu: degisken, Uygulanan voltaj: 10 kV,
Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, DAD dedektér, 200 nm,
Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik
sirasi: 1. Tiyolre, 2. Fenol, 3. Benzen, 4. Toluen, 5.
Etilbenzen, 6. Propilbenzen, 7. Butilbenzen

% 83 IAA derisimi ile sentezlenen TFEM monolitte
alikonma faktériiniin ACN derisimi ile degisimi. Enjeksiyon
kosullari: 5 kV, 3 s, Uygulanan voltaj: 10 kV, DAD dedektor,
200 nm, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon ¢api: 100 um

Farkli 1AA derigimleri ile sentezlenen TFEM monolittlerde
alikonma faktériiniin ACN derisimi ile degisimi. Enjeksiyon
kosullari: 5 kV, 3 s, Uygulanan voltaj: 10 kV, DAD dedekior,
200 nm, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon ¢api: 100 um
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Farkli IAA derigimleri ile sentezlenen TFEM monolitlerde
teorik tabaka sayisinin akis hiziyla degisimi (Van-Deemter
grafigi). Analit: tiyolre

Farkli IAA derigimleri ile sentezlenen TFEM monolitlerde
teorik tabaka yUksekliginin akis hiziyla degisimi. Analit:

tiyolre

Farkli IAA derigimleri ile sentezlenen TFEM monolitlerde
teorik tabaka sayisinin IAA derisimi ile degisimi. Analit:

tiyolre

% 83 IAA derisim ile hazirlanan TFEM monolitik kolonda
fenol tlrevlerinin elektrokromatografik ayrimina uygulanan
voltaj degerinin etkisi. Mobil faz: 35/65 v/v  ACN/10 mM
fosfat tamponu pH 7 veya 8, 22°C, ID:100 um, Etkin kolon
uzunlugu: 20 cm. Enjeksiyon 5 kV, 3s. 200 nm. pH ve voltaj
(kV): (a) 8, 10, (b) 8, 15, (c) 8, 20, (d) 8, 25, (e) 8,30, (f) 7,
25, (g9) 7, 30, Pik sirasi: 1. Tiyotre, 2. Katekol, 3. Fenol, 4.
3-nitrofenol, 5. 3,5-dinitrofenol

% 83 IAA derisim ile hazirlanan TFEM monolitik kolonda
anilin ve benzoik asit tdrevlerinin elektrokromatografik
ayriminin farkh voltaj ve ACN/10 mM pH 4.5 fosfat
tamponu oranlarinda incelenmesi, Kolon ¢api:100 um,
Etkin kolon uzunlugu: 20 cm. Enjeksiyon 10 kV, 5 s, DAD
dedektér 254 nm, Uygulanan voltaj: 20 kV. Pik sirasi:
Benzoik asitler: 1. Tiyolre, 2. 4-aminobenzoik asit, 3. p-
toluik asit, 4. 4-iyodobenzoik asit, Anilinler: 1. Tiyoure, 2. 2-
nitroanilin, 3. 3-nitroanilin, 4. 2,4-dinitroanilin, 5. 3,5-

dinitroanilin

% 83 IAA derisim ile hazirlanan TFEM monolitik kolonda
benzoik asit ve anilin tOrevlerinin  es-zamanl

elektrokromatografik ayriminin farkli ACN/10 mM pH 4.5
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Sekil 4.34.

fosfat tamponu oranlarinda incelenmesi, Kolon ¢api:100
um, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm. Uygulanan voltaj: 20 kV,
Enjeksiyon 10 kV, 5 s, DAD dedektér 254 nm, Pik sirasi: 1.
Tiyolre, 2. 4-aminobenzoik asit, 3. p-toluik asit, 4. 4-
iyodobenzoik asit 5. 2-nitroanilin, 6. 3-nitroanilin, 7. 2,4-

dinitroanilin, 8. 3,5-dinitroanilin

% 83 IAA derigimi ile sentezlenen TFEM monolitte yUklU
analitler icin alikonma faktériiniin ACN derisimi ile degisimi.
Enjeksiyon kosullarn: 10 kV, 5 s, Uygulanan voltaj: 20 kV,
DAD dedektér, 254 nm, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon
capi: 100 um

TFEM-co-PA-co-EDM  monolitik yapinin  érnek SEM
fotograflari, BaylGtme: (A) 2500X, (B) 5000X, (C) 10000X

TFEM-co-PA-co-EDM  monolitik ~ yapinin  g6zeneklilik

6zelliklerini gésteren BET grafigi

TFEM-co-PA-EDM monolitin geri-basing akis hizi egrileri.

Mobil faz: saf etanol

TFEM-co-PA-EDM monolitin pH a karsi elektroozmotik
mobilite degerleri
TFEM-co-PA-EDM  monolit  kullanilarak farkh  voltaj
degerlerinde elde edilen alkilbenzen karisimina ait
elektrokromatogramlar. ACN/5 mM pH 7 tamponu: 60/40,
Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, DAD dedektér, 200 nm,
Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik
sirasi: 1. Tiyoure, 2. Katekol, 3. 3-nitrofenol 4. Benzaldehid,
5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9.
Bltilbenzen

TFEM-co-PA-EDM monolit kullanilarak farkli ACN/5 mM

pH7 fosfat tamponu degerlerinde elde edilen alkilbenzen
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karisimina ait elektrokromatogramlar. Uygulanan volataj:
20 kV, Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, DAD dedektér, 200
nm, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik
sirasi: 1. Tiyolre, 2. Katekol, 3. 3-nitrofenol 4. Benzaldehit,
5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9.
Butilbenzen

TFEM-co-PA-EDM monolitte alikonma faktérinin ACN
derigsimi ile degisimi. Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s,
Uygulanan voltaj: 20 kV, DAD dedektdr, 200 nm, Etkin

kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon ¢api: 100 um

TFEM-co-PA-EDM monolitte teorik tabaka sayisinin ve
teorik tabaka yUksekliginin akis hiziyla degisimi. Analit:

tiyolre

Farkh Pr-OH derisimleri ile sentezlenen PEGPEA monolitik
yapilarin 6rnek SEM fotograflari, Blyttme: 5000X, Pr-OH
oranlari (% v/v): (A) 62, (B) 66, (C) 69

Farkli Pr-OH derisimleri ile hazirlanan PEGPEA
monolitlerin  gbézeneklilik  6zelliklerinin  gbsteren BET
grafikleri

Farkli Pr-OH derisimleri ile sentezlenen PEGPEA
monolitlerin geri-basing akis hizi egrileri. Mobil faz: saf

etanol

% 69 (v/v) Pr-OH derigimine sahip PEGPEA monolitin (A)
pH, (B) Asetonitril derisimine karsi elektroozmotik mobilite
degerleri

Farkh AMPS derisimleri ile sentezlenen PEGPEA monolitik
yapilarin 6rnek SEM fotograflari, Buytitme: 5000X, AMPS
oranlari (% w/w): (A) 0.3, (B) 0.6, (C) 0.9
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Sekil 4.45.
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Sekil 4.47.

Farkli AMPS derisimleri ile hazirlanan PEGPEA
monolitlerin  gbézeneklilik  6zelliklerinin  gbsteren BET
grafikleri

Farkli AMPS derisimleri ile sentezlenen PEGPEA
monolitlerin geri-basing akis hizi egrileri. Mobil faz: saf
etanol

% 0.3 (w/w) AMPS derisimine sahip PEGPEA monolitin (A)
pH, (B) Asetonitril derisimine karsi elektroozmotik mobilite
degerleri

Farkh Pr-OH derigimleri ile Uretilen PEGPEA monolitler igin
farkli voltaj degerlerinde alinan elektrokromatogramlar: Pr-
OH derisimleri: (A) 62, (B) 69, ACN/5 mM pH 7 fosfat
tamponu orani: 75/25, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon
cap!: 100 um, Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD dedektér, 200 nm,
Pik sirasi: 1. TiyoUre, 2. Katekol, 3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5.
Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9.
Butilbenzen

Farkli Pr-OH derisimleri ile sentezlenen PEGPEA
monolitler  ile  disik voltaj degerinde  alinan
elektrokromatogramlar. Uygulanan Voltaj: 15 kV, ACN/5
mM pH 7 fosfat tamponu orani: 75/25, Etkin kolon
uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um, Enjeksiyon: 5 kV, 3s,
DAD dedektér, 200 nm, Pik sirasi: 1. Tiyolre, 2. Katekol, 3.
Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen,
8. Propilbenzen, 9. Bitilbenzen

Farkli Pr-OH derisimler ile sentezlenen PEGPEA monolitler
ile yUksek voltaj degerinde alinan elektrokromatogramlar.
Uygulanan Voltaj: 30 kV, ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu
orani: 75/25, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, ID: 100 um,
Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD dedektér, 200 nm, Pik sirasi: 1.

Xvii
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Sekil 4.49.

Sekil 4.50.

Sekil 4.51.

Tiyolre, 2. Katekol, 3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6.

Toluen, 7. Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9. Bitilbenzen

PEGPEA monolitler igin alikonma faktérinin Pr-OH
derigimi ile degisimi. Uygulanan voltaj: (A) 15 kV, (B) 30 kV,
ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu orani: 75/25, Etkin kolon
uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um, Enjeksiyon: 5 kV, 3s,
DAD dedektér, 200 nm

Farkli Pr-OH derisimleri ile sentezlenen PEGPEA
monolitler icin teorik tabaka sayisi ve teorik tabaka
ylksekliginin  mobil faz akis hizi ile degisimi. Analit:
Tiyoture, Uygulanan voltaj arahigi: 10-30 kV, ACN/5 mM pH
7 fosfat tamponu orani: 75/25, Etkin kolon uzunlugu: 25
cm, ID: 100 um, Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD dedektér, 200
nm, DAD dedektér, 200 nm

Farkh AMPS derigimleri ile Gretilen PEGPEA monolitler igin
farkli voltaj degerlerinde alinan kromatogramlar: Monolit
tard: (A) 0.3, (B) 0.9, ACN/fosfat tamponu orani: 75/25, pH
7, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon c¢api: 100 um,
Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD dedektdr, 200 nm, Pik sirasi: 1.
Tiyolre, 2. Katekol, 3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6.

Toluen, 7. Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9. Bitilbenzen

Farkli AMPS derisimleri ile sentezlenen PEGPEA
monolitler  ile  disik voltaj degerinde  alinan
kromatogramlar. Uygulanan voltaj: 15 kV, ACN/5 mM pH 7
fosfat tamponu orani: 75/25, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm,
Kolon ¢api: 100 um, Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD dedektdr,
200 nm, Pik sirasi: 1. Tiyolre, 2. Katekol, 3. Fenol, 4. 3-
nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8.
Propilbenzen, 9. Butilbenzen
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Sekil 4.52.

Sekil 4.53.

Sekil 4.54.

Sekil 4.55.

Sekil 4.56.

Farkli AMPS derisimleri ile sentezlenen PEGPEA
monolitler  ile  ylUksek voltaj degerinde alinan
elektrokromatogramlar. Uygulanan voltaj: 30 kV, ACN/5
mM pH 7 fosfat tamponu orani: 75/25, Etkin kolon
uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um, Enjeksiyon: 5 kV, 3s,
DAD dedektér, 200 nm, Pik sirasi: 1. Tiyolre, 2. Katekol, 3.
Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen,
8. Propilbenzen, 9. Bitilbenzen

Farkli AMPS derisimleri ile sentezlenen PEGPEA bazl
monolitler icin alikonma faktérinin AMPS derigimi ile
degisimi. ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu orani: 75/25,
Etkin kolon wuzunlugu: 25 cm, Kolon capi: 100 um,
Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD dedektér, 200 nm, Uygulanan

Farkli AMPS derisimleri ile sentezlenen PEGPEA
monolitler icin teorik tabaka sayisi ve teorik tabaka
yuksekliginin mobil faz akisg hizi ile degisimi. Uygulanan
voltaj araligr: 10-30 kV, ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu
orani: 75/25, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon c¢api: 100
um, Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD dedektér, 200 nm

PEGPEA monolit ile farkli analitler igin teorik tabaka
sayisinin akis hiziyla degisimi. Monolit tirG: (A) % 69 Pr-
OH derigimi ile sentezlenen monolit, (B) % 0.3 AMPS
derisimi ile sentezlenene monolit. ACN/5 mM pH 7fosfat
tamponu orani: 75/25, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, ID: 100
um, Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD dedektér, 200 nm

% 69 Pr-OH derisimi kullanilarak sentezlenen PEGPEA
monolit igin farkli ACN/5 mM pH 7 fosfat tampon oranlari ile
alinan kromatogramlar. Uygulanan voltaj: 20 kV, Etkin
kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um, Enjeksiyon: 5
kV, 3s, DAD dedektér, 200 nm, Pik sirasi: 1. Tiyodre, 2.
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Katekol, 3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7.

Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9. Bltilbenzen

% 0.3 AMPS derisimi kullanilarak sentezlenen PEGPEA
monolit igin farkli ACN/5 mM pH 7 fosfat tampon oranlari ile
alinan kromatogramlar. Uygulanan voltaj: 20 kV, Etkin
kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um, Enjeksiyon: 5
kV, 3s, DAD dedektér, 200 nm, Pik sirasi: 1. Tiyodre, 2.
Katekol, 3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7.
Etiloenzen, 8. Propilbenzen, 9. Butilbenzen

PEGPEA monolitler igin alikonma faktérintin ACN derisimi
ile degisimi. Monolit tra: (A) % 69 Pr-OH derisimi ile
sentezlenen monolit, (B) % 0.3 AMPS derigimi ile
sentezlenen monolit, Uygulanan voltaj: 20 kV, Tampon: 5
mM pH 7, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100
um, Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD dedektér, 200 nm, Pik
sirasi: 1. Tiyolre, 2. Katekol, 3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5.
Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9.

Butilbenzen
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1. GIRI$

Kapiler elekiroforez (CE) ve Yiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)'nin
bir birlesimi olan Kapiler Elektrokromatografi (CEC) ilk olarak Pretorius ve
arkadaslar tarafindan 1974 yilinda 6nerilmigtir (Pretorius, V. et al., 1974). Fakat
CEC, 1981 yilinda Jorgensen ve Lukacs’in CEC'’in yUksek verimliligini 170 um lik
bir kapiler kolon icerisinde gdstermesine kadar fazla dikkat cekmemistir
(Jorgensen, J.W. ve Lukacs, K.D., 1981). 1990’larin basinda Knox ve Grant
yaptigi teorik caligmalarla CEC’in potansiyelini ortaya koymustur (Knox, J.H. et al.,
1994, Grant, |.H. et al., 1996). O tarihten bu gline CEC yUksek verimliligi ve essiz

seciciligi ile sivi-faz ayirma teknigi olarak gelisimini sirdirmagtar.

Kapiler elektrokromatografi (CEC), mobil fazi ve analitleri bir kolon igerisinde
hareket ettirmek icin elektrik alanini siricl kuvvet olarak kullanan bir cesit
mikrokolon ayirma teknigidir. CEC ile CE de yigin akisi saglayan sdrtcli kuvvet
elektroforetik mobilitedir (EOF), fakat CEC de analitlerin transferinde CE’de oldugu
gibi yalnizca elektroforetik mobilite degil, HPLC’de oldugu gibi analitlerin mobil faz
ve sabit faz arasindaki etkilesimi de ayni oranda éneme sahiptir. Béylece sunu
sOyleyebiliriz ki CEC, CE’nin yuksek ayirma verimini ve HPLC’nin segiciligini
birlestiren hibrid bir teknolojidir. CEC HPLC’den sabit faz ve kolon fabrikasyonu
tekniklerinden ¢ogunu &édiing almistir, fakat EOF’nin saglanmasi icin bazi 6zel
tekniklere ihtiya¢ duymaktadir. CEC kolon fabrikasyonu igin iki farkli dolgu ¢esidi
vardir: partikil dolgulu kolonlar ve monolitik kolonlar. Partikil dolgulu kolonlar,
stabil ve tekrarlanabilirligin saglanmasi icin gelismis deneysel vasiflara ve
tecrlbeye ihtiyac duyar. En blyUk zorluklardan biri mobil faz akisini engellemeyen
ve partiklleri kolon igerisinde uygun sekilde tutabilecek fritlerin fabrikasyonudur.
Buna karsin monolitik kolonlar kendi kendilerini silika kapiler kolon duvarina
sabitlediginden frite ihtiya¢c duymazlar. Bu ylzden monolitik kolonlar kararl, yeterli
mobil faz gegirgenligine sahip ve kabarcik olusumunu engelleyen bir yapiya
sahiptirler.

GUnimizde monolitik kolonlar partikil dolgulu kolonlara oranla daha fazla ilgi
cekmektedir. Fabrikasyonlarinin kolay olmasi ve istenen kimyasal 6zellikte elde
edilebilmeleri monolitik kolonlarin en &énemli avantajlarindandir. CEC, Kditle



Spektrometresi (Mass Spectrometer, MS) ve Nikleer Manyetik Rezonans
Spektrometresi (Nuclear Magnetic Resonance Spectrometer, NMRS) ile baglanma
uyumluluguna sahip oldugundan tip, farmasétik ve cevre bilimleri igin yaygin
kullanilan bir ayirma teknigidir.

CEC yeni yeni ortaya c¢ikmakta olan bir tekniktir. Ganimuzdeki uygulayicilar bu
alana ya HPLC’den ya da CE’den girmistir. Bu nedenle CEC icin uygulanan
yaklagsimlar genelde bu iki farklh alandan adapte edilmigtir. GuUnimuizdeki
arastirmalarin gogu yeni kolon teknolojilerinin gelistiriimesi Gzerinedir ve bu alanda
da HPLC'den &rnek alinmaktadir. Ornegin: frit ve partikiil dolgulu kolonlarin
kullaniilmasi, HPLC’nin CEC kolon teknolojisi Uzerinde nasil etkili oldugunu
g6stermektedir. Hatta CEC kapiler kolonlari igerisine doldurulan partikdller ticari
HPLC kolonlarinda kullanilanlar ile aynidir. Bu ayirma ortamlari her zaman
kullanilan HPLC modlari i¢in uyarlanmistir ve ylzey kimyalari bu uygulamalar igin
optimize edilmistir. Fakat bu yaklasim CEC’in HPLC nin altkiimesi olarak
g6rilmesine neden olmustur, c¢inkl ayirma ortami CEC’de ikili bir rol
oynamaktadir: gerekli etkilesimlerin saglanmasi icin uygun bdlgelerin olusmasi ve
elektroozmotik akisin saglanmasi. Sonu¢ olarak mikemmel HPLC dolgu
malzemeleri bile CEC’de ¢ok duslik verimlere neden olmustur. Bdylece bu, CEC
ve HPLC arasindaki temel farkin anlasiimasini ve CEC’e spesifik, HPLC'e
alternatif kolon teknolojisinin geligtiriimesi igin uygun kosullari saglamistir.

Bu nedenler temelinde tez g¢alismasinin amaci, nanokromatotografik olgekli yeni
monolitik  kolonlarin  tasarimi, sentezi ve bu kolonlarin kromatografik

performanslarinin élgtilmesi olarak belirlenmistir.

Tez kapsaminda retilen yeni monolitik kolonlar, farkli deney kosullarinda
sentezlenmis ve c¢esitli analiz kosullarinda alkilbenzen, fenol, benzoik asit ve anilin
tiirevlerinin ayriimasinda kullaniimistir. Oncelikle gegirgen monolitik kolonlarin elde
edilebilmesi icin farkli sentez kosullari denenmistir. Gegirgen monolitlerin elde
edilmesi ile bu monolitlerin kromatografik performanslarinin él¢iimesi igin
analizlere gecilmistir. Ardindan elde edilen kromatogramlarla kolonlarin verimleri

hesaplanmis ve bu verimlerin artirilabilmesi igin yeni sentez kosullari belirlenmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. CEC’de Elektroozmotik Akisin (Electroosmotic flow, EOF) Olusumu

Elektrokromatografi mobil fazin kiiglk ¢apli dolgulu bir kolon igerisinde hareketini
saglamak icin HPLC’de oldugu gibi hidrolik basin¢ yerine elektroozmozu surlcl
kuvvet olarak kullanan bir kromatografi teknigidir.

Elektroozmoz sabit fazla etkilesim igerisindeki bir mobil fazin elektrik alani yardimi
ile hareket etmesine denir ve CEC’de slrlcu kuvvet olarak bilinir ve bu kuvvet
mobil faz ve sabit faz arasinda olusan Elekiriksel Cifte Tabaka (Electrical Double
Layer) ile saglanir.
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Sekil 2.1. Elektriksel Cifte Tabaka’nin temsili resmi. (Smith, N., Capillary

electrochromatography)

Elektriksel Cifte Tabaka siki ve daginik olmak Uzere iki bélgeden olusur. Alkalin
kosullar altinda dolgu malzemesinin ylzeyindeki iyonlagabilir gruplar iyonlasarak
negatif yakli hale gelirler ve mobil faz igerisindeki pozitif yikli iyonlari gekerek siki
ve hareketsiz bir bdlge olustururlar. Bu tabakaya “Stern Tabakas!” adi verilir. Fazla
yUkler ise mobil faz icerisine difizlenirler, bu siki olmayan daginik bdlgeye ise
“Gouy Tabakas!” adi verilir (Sekil 2.1). Bu katmandaki iyonlar tipik ¢6zinmUsg iyon

davranisi sergilerler.



Elektriksel Cifte Tabaka icerisindeki yUk konsantrasyonu toplam iyon
konsantrasyonuna oranla digsOktir ve dolgu malzemesinin ylzeyinden
uzaklastikca daha da disger. Bu da yik yogunlugu ile dogru orantili olan elektriksel
potansiyelin de didsmesine yol acar. Stern Tabakasi ve Elekiriksel Cifte
Tabaka’nin difuze olmus kismi ile arasindaki sinirdaki elektrik potansiyeline “Zeta
Potansiyeli”, ¢, denir ve 0 ve 100 mV arasinda bir dedere sahiptir. Dolgu
malzemesinin ylUzeyinden uzaklastikga yUk yodunlugu azaldigindan elekirik
potansiyeli dismeye devam eder, zeta potansiyelinin 0.37 kati oldugu yer
Elektriksel Cifte Tabaka’'nin kalinligini belirler ve bu kalinlik & ile gdsterilir.

Kapiler kolona bir elektrik alani uygulandiginda Goly Tabakasi’'ndaki mobilize
iyonlar (Stern Tabakasinda abzorbe edilmemis iyonlar) katoda dogru harekete
gecerler ve kayma baslar. Bdylece elekiroozmotik akis meydana gelir, ¢lnku
hareket eden bu tabakayla birlikte mobil fazin merkezi de hareket eder. Bu
tabakadaki yik dagihmi homojen oldugundan tabaka icerisinde kayma gézlenmez
ve tabaka tek bir biitlin halinde hareket eder. Bunun sonucunda tipa tipi (plug flow)
akis ortaya cikar (Sekil 2.2). HPLC’de hidrolik basincin yarattigi parabolik akisin
neden oldugu bant geniglemesi, diisik ayirma gicl gibi dezavantajlardan béylece
kurtulunmus olur. Ve daha keskin pikler elde edilir (Sekil 2.3). Bdylece
kromatografik bir kolonun ayirma gicini gb6steren teorik tabaka sayisinda
muazzam bir artis olur. HPLC’de 50.000' e kadar cikan teorik tabaka sayisi
CEC’te 500.000’e kadar ¢cikmaktadir.
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Sekil 2.2. HPLC ve CEC’te akis profillerinin karsilastiriimasi. (A) HPLC, (B) CEC.
(Starkey, J.A. PhD Tezi, 2007)

(A) (B)

Sekil 2.3. HPLC ve CEC ile elde edilen piklerin karsilastiriimasi. (A) HPLC, (B)
CEC.



2.2. CEC icin Kolon Cegsitleri

Literatlrdeki CEC kolonlari genel olarak:

(i) Acik-tibdler,
(ii) Partikul dolgulu,
(iii)  Monolitik

kolonlar olmak Uzere 3’e ayrilir.

2.2.1. Acik-tubiler kolonlar (Open-tubular)

Acik-tibdler kolonlar Uzerinde yUkli ve ayirma gruplari igeren sabit bir fazla
kaplanmisg kolon duvarina sahip kolonlardir. CEC icin yapilmis acik-tibuler
kolonlarin i¢c ¢aplan genellikle 25 pum den daha azdir. Bu deger dolgulu
kolonlardan daha dagsUktir. Bu tarz bir silika kolonun ylzey alani gdézenekli dolgu
materyallerinkinden daha azdir. Bu yluzden érnek kapasiteleri bu kolonlarda ¢ok
daha disiktir. Ornek kapasitesinin diisilk olmasi ise eser miktardaki analitlerin

analizini guclestirmektedir.

Ylzey alanini artirmak icin 3 farkli ydntem énerilmektedir.

1. Kolon yizeyinin gézenekli bir malzeme ile kaplanmasi,

2. Kimyasal olarak baglanmis molekller mono-tabaka yerine kolon duvarinin
polimerik bir sabit fazla kaplanmasi,

3. Kolon ylzeyinin daglanmasi.

Sekil 2.4’te fenilalanin fonksiyonlu poli(glisidil metakrilat) (poli(GMA)) kapli bir agik-
tibdler kolon érneklenmektedir.



Sekil 2.4. Fenilalanin fonksiyonlu poli(glisidil metakrilat) (poli(GMA)) kapl bir agik-
tibuler kolonun SEM gérintisi. (Xu, L. et al., 2008)

2.2.2. Partikul dolgulu kolonlar

Partikil dolgulu kolonlar, igerisine kolon dolgu materyalinin yiksek basing yardimi
ile ve iki frit arasina sikistirilmis oldugu kolonlardir. Bu kolonlarin hazirlanmasi 3

kisimdan olusur:

1. Kolon dolgu malzemesinin seg¢imi ve sentezi,
2. Kolonun doldurulmasi,
3. Fritlerin fabrikasyonu.

CEC igin dolgu malzemesi secimindeki énemli kurallardan biri EOF’ u saglayacak
olan yUklO veya iyonlasabilir gruplara ve analitlerin alikonmasini saglayacak
gruplara sahip malzemelerin secilmesidir. Silika bazli ters-faz dolgu malzemeleri
CEC’de en ¢ok kullanilan partikdl dolgu malzeme tartdar. Silika yizeye badli
karbon zincirleri analitler igin segiciligi ve alikonmay! saglarken, artan silanol
gruplarn 2.3 ten biydk pHlarda EOF'un olusmasini saglar. Silika bazli dolgu
malzemeleri kullanilan CEC uygulamalarinda en uygun pH araligi 5-10 dur. CUnku
bu aralik disindaki pH’larda silanol gruplarini iyonlasabilme yetenekleri disik

oldugundan yeterli EOF saglanamaz.

Sabit fazin yapisina ek olarak partikdl blyUkligu ve gdzenek yapisi kromatografik
uygulamalarda biylk éneme sahiptir. CEC’de kolon geri basinci olmadigindan



yuksek verimlilik elde edebilmek igcin ¢ok kiglUk capl partikiller kullanilabilir.
Partikll capi Elektriksel Cifte Tabaka'nin kalinhgi ile c¢akismadigi surece
azaltilabilir. GUnkd bu gakisma EOF’un 6nemli él¢tide digsmesine yol acar. Partikil
capi 2006 den blyUk oldugu strece bu ¢cakisma gerceklesmez ve EOF da herhangi

bir azalma gdzlenmez.

Homojen ve siki kolonlari hizli bir sekilde elde etmek icin 4 farkli metot vardir.

Bunlar:

1. Cdzlcu ile bulamag seklinde doldurma (Solvent Slurry Packing)

2. Super kritik CO- ile bulamag seklinde doldurma (Supercritical CO, Slurry
Packing)

3. Elektrokinetik doldurma (Electrokinetic Packing)

4. Merkezcil kuvvet yardimi ile doldurma (Centripetal Packing).

Fritlerin yapimi en énemli basamaklardan biridir. Fritler (giris ve ¢ikis fritleri) dolgu
malzemesinin kolon igerisinde tutulmasini saglar. 4 farkli frit olusturma metodu

vardir. Bunlar:

Kolon duvarina sabitlenmis silikat/silika jel,
Dolgu malzemesinin sinterlenmesi,

Sol-jel ile yapistirilmis dolgu malzemeleri,

A

Kolon duvarina sabitlenmis gdzenekli polimerik malzeme.

Bunlardan en cok kullanilan yéntem dolgu malzemesinin sinterlenmesidir. Sekil
2.5’te poli(GMA-co-DVB) partikillerin SEM gérinttsa yer almaktadir. Bu partiklller

sentezlendikten sonra kapiler kolon icerisine doldurulmaktadir.

Sekil 2.5. poli(GMA-co-DVB) partikil dolgu
malzemesi. (Zhang, S. et al., 2002)




2.2.3. Monolitik kolonlar

GUnimizde gbézenekli malzemeler olarak bilinen monolitler hakkinda fazlasiyla
arastirma vardir. Sekil 2.6'da 1988 ve 2007 yillari arasinda gerceklestiriimis
¢alismalarin sayisi bir bar grafiginde gdsteriimektedir. Monolitler genelde ayirma
biliminde kullaniimaktadir ve tek bir gbézenekli partikil olarak dugtnulebilirler.
Neredeyse 100 yildir kullanilan partikil dolgulu kolonlara alternatif olarak ortaya
ctkmuglardir. Partikdl dolgulu kolonlar 100 yillik bir ge¢cmise ve gelismis bir
teknolojiye sahip olmalarina ragmen hala kusursuz degildirler.
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Yayin sayisi

Sekil 2.6. CEC yayin sayisindaki gelisim. (Wu, R. et al., 2007)



Sekil 2.7. Partiktl dolgulu ve monolitik kolonlarin temsili resimleri. (A) BlyUk ¢apli
partikillerle doldurulmus kolon, (B) Klguk ¢apli partikillerle doldurulmus kolon, (C)
Monolitik kolon.

Monodispers partiklllerden olusmus ve c¢ok siki doldurulmus bir kolon da bile
yaklasik % 30 luk bir partikiller arasi bosluk vardir. Bu oran ¢ok ylUksektir ve
kolonun buyuk bir kisminin ayirimda kullanilamadigini géstermektedir (Sekil 2.7).

Fakat tek problem bu degildir. Mobil faz standart gdzeneklilikte bir dolgu
malzemesi icinden gecirilmeye baslandiginda, akiskan, direncin minimum oldugu
partikiller arasi bosluktan akmaya baslar. G6ézenekler arasindaki akiskan ise
durgun kalir. Eger bir érnek, akis halindeki mobil faz icerisine enjekte edilirse,
Ornek icerisindeki molekiller de gdzenekler icerisine tasinirlar. Diflizyon,
bosluklardan akan c¢o6zelti ve gbzeneklerdeki durgun akiskan arasindaki
konsantrasyon gradienti sayesinde olur. Bdylece bu molekdllerin gdzenekler
icerisine transferi gergeklesir. Konsantrasyon sinyali partikil Gzerinden gecip
gittiginde ise gb6zenekler igerisindeki moleklller gbzenekleri c¢evreleyen sivi
igerisine geri difizlenir. Sonunda durgun faz gézenekler igerisindeki eski halini alir.

Bu da kiitle transferinin kisttanmasina neden olur.

Gazlar, kiicuk organik molekdller ve iyonlar hizl difiizlenebilen molekullerdir. Fakat
proteinler, nikleik asitler veya sentetik polimerler gibi blylk molekullerin transferi
daha glc gerceklesmektedir, clnki bu molekdllerin diflizyon katsayilari kiiclk
molekdillere oranla ¢ok daha dusOktdr. Bu, yilksek-hizli kromatografi gibi
proseslerde batiin hizin kitle transferi hizi tarafindan kisittanmasina yol agar.

Gozenekli partikillerde katle transferini hizlandirmanin mantikli yolu partikdllerin
¢apinin kacgultiimesi ve difizyon yollarinin kisaltimasidir. Fakat bu da geri-
basincin artmasina ve gecirgenlikte diismeye neden olacak olan partikller arasi
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bosluklarin azalmasina yol acar. Monolitik dolgu malzemesi ise bu gbézenekli
partikillerin bir araya gelmesiyle olusmus sdrekli bir faza benzer. Bdylece
yalnizca difzif kdtle aktariminin gerceklestigi kanallar ve gdzenek derinlikleri
optimize edilmis olur. Dolayisiyla kolon gegirgenligi ve kitle transferi maksimuma
ulagir. Bu sayede hidrolik akisa en dustk dirence sahip yiksek verimli ayrim

gerceklestirilebilir.

2.2.3.1. Monolitik kolonlarin tarihsel geligimi

1950’lerde Nobel 6dllli Robert Synge monolitlere benzeyen ilk yapilari énermigtir
(Synge, R.L. et al., 1954). Fakat o zamanlarda Uretilen yumusak malzemelerin
hidrostatik basin¢ altinda ¢éktigint fark etmistir. Bundan 15 yil sonra Kubin ve
arkadaslari 2-hidroksietil metakrilat hidrojellerden olusan ¢ok distk gegirgenlikte
bir monolit Gretmiglerdir (Kubin, M. et al., 1967). Buna karsilik acik gdzenekli
poliliretan koépuUklerden olugsan monolitler daha basarili olmuslardir ve bu
monolitlerle GC’de ve LC’de bagarili ayrimlar gerceklestirilmigtir. Yine de bu erken
teknolojilerden higbiri uzun soluklu olmamigtir ve monolitler igin modern ¢ag daha

sonra baglamistir.

1980’lerin ortalarinda, Belenkii ve arkadaslari gradient modda protein ¢alismak igin
cesitli kimyasal 6zellikte ve geometride kolonlar tretmislerdir (Belenkii, B.G. et al.,
1988). Fazla uzun olmayan bir kolonun iyi kromatografik ayrim icin gerekli
oldugunu gérmuslerdir. Dolayisiyla kisa ayrim ortamlari denebilecek bir konseptin
ilk tohumlarini atmiglardir. Partiklllerden olugsmus bir dolgu malzemesi elde etmek
dizensiz dolgu yogunlugundan ve fazla kanallasmadan dolayi ¢ok zor olmustur.
Béylece yeni bir tlr dolgu malzemesi “monolit” dogmustur. Orijinal, ylUksek
caprazlanma derecelerine sahip monolitler ilk olarak monovinil ve divinil metakrilat
monomerlerden, serbest radikal baslaticidan ve gézenek yapici sistemden olusan
bir karigimi tip seklinde veya diz bir tabaka Uzerine dbkerek polimerlestirme ile
elde edilmigtir. Elde edilen gbézenekli monolitik polimer daha sonra tlpdn igini
delerek veya tabakadan siyirarak ince diskler halinde alinmis ve bir kartus
icerisine koyularak kromatografik ayrimlarda kullaniimigtir.
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ileriki calismalar, kolon formatinda monolitler elde etmek icin yapilmis ve monomer
cesidi stiren, divinilbenzen ve bunlarin tlrevlerine genisletiimistir. Daha 6nceki
disklerden farkli olarak bu monolitler herhangi bir siyirma ya da delme islemine
gerek gdrmeyecek sekilde kolon icerisinde polimerlestirilmistir (Svec, F. et al.,
1992). Yavas olan termal-baslaticili polimerizasyonu dikey bir kolon igerisinde
yapilmasi, baslangicta olusan capraz bagl cekirdekgigin ¢cdkmesine ve
polimerizasyon ¢dzeltisinin kati fazin Ustliinde ve etrafinda kalmasini saglamis, bu
da monolit ve kolon arasinda olusacak bosluklara neden olacak buzismeyi
engellemigtir. Bu da monolitin kromatografik performansi igin zazarh olacak bir

etkiyi ortandan kaldirmistir.

Ayni tarihlerde Hjerten ve arkadaslari N,N’-metilen bisakrilamid ve akrilik asiti
amonyum stlfat tuzu varliginda polimerlestirerek sismis, capraz bagli, jel yapili bir
monolit elde etmiglerdir (Hjerten, S. et al., 1989). Tanaka ve arkadaslari ise
inorganik yapili yeni bir monolit elde etmigerdir: silika monolitler (Minakuchi, H. et
al., 1996). Organik polimerlere gbére silika monolitler kolon igerisinde
sentezlenemiyordu ¢lnkd silika malzemeler polimerizasyon sirasinda fazlasiyla
bizismekteydi. Ornegin 6 mm lik bir ddkiimden 4.6 mm g¢apli monolit elde
edilmekteydi. Bu ylzden 6ncelikle silika monolit bir kalip igerisinde elde edilmekte,
daha sonra bu kaliptan alinarak Cig zincirleri ile ters-faz kromatografisi igin
modifiye edilmekteydi.

Monolitik kolonlarla ilk galismalar hizli kromatografik ayrimlar ve disuk geri
basinclari saglamistir. Monolitlerin bu 6zellikleri sayesinde iyi igler cikarilmigtir.
Ornegin Sekil 2.8, 20 saniyeden daha kisa bir siire igerisinde 5 farkl proteinin
ayrimini g6stermektedir. Organik polimerik yapili monolitler blylk analitlerin
(protein, ndkleik asit, sentetik polimerlergibi) ayriminda daha iyiyken, silika bazli
monolitler kiicUk analitlerin ayriminda daha iyi performans g6stermislerdir. Béylece
bu iki teknoloji birbirini tamamlayici olmustur.
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Sekil 2.8. Poli(Stiren-co-Divinilbenzen) kolon ile protein ayrimi. (Xie, S. et al.,
1999)

2.2.3.2. Monolitik kolonlarin hidrodinamik ozellikleri

Tdm mobil fazin kolonu dolduran malzeme igerisinden bUtlindyle gegmesi
gerekmektedir. Bu ylzden dolgu malzemesinin gdzeneklerine bagl olan
gecirgenligi bayik énem kazanmaktadir. Nanometre blyukliginde gbzeneklere
sahip monolitik bir kolon blyuk ihtimalle ylksek basing altinda pargalanacaktir. Bu
ylzden uygun akisi saglayabilecek buyukllikie gézeneklere ihtiya¢ duyulmaktadir.
Polimerizasyon kosullarinin optimizasyonu ile birbiri ile baglantili, disuk
mikrometre Olculerinde gbzeneklere sahip bir malzeme elde etmek muimkin
olmaktadir. Béylece monolitler ylksek akis hizlarina maruz kaldiginda bile disik
geri basin¢ saglanabilmektedir. Silika bazli bir monolitin 11 um ¢apli partikillerle
dolu bir kolonla es geri basinca sahip oldugu gézlenmistir. Fakat kromatografik
performans agisindan bakildiginda bu silika bazli kolonun 3 um capli partikiller ile

doldurulmus bir kolonla ayni performansa sahip oldugu gérilmustar.

Monolitlerin dikkate deger baska bir 6zelligi ise % 80 lere kadar cikabilen
g6zeneklilikleridir. Baska bir deyisle kolonun yalnizca % 20 si dolu olmaktadir. Bu
deger ise partikdl doldurulmus bir kolonda % 60 kadardir. Monolitlerde mobil faz
blylk capli gbdzeneklerden akmakta, bu da geri basinci énemli dlctde

distrmektedir. Bu ylzden partikil dolgulu kolonlarda olan kigik gbézeneklerde
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gerceklesen difizyonla kdtle aktarimi, monolitlerdeki blylk gbzeneklerde
konveksiyonla olmaktadir. Boylece kitle aktarim hizi muazzam bir sekilde
artmaktadir. Ozet olarak monolitlerde analitler difiizyonla degil akisin sebep
oldugu konveksiyonla transfer edilir. Liapis ve arkadaslari monolitlerin dinamik
davranisini, 6lgeklendiriimesini ve dizaynlarini konu alan bir matematiksel model

gelistirmislerdir (Liapis, A.l. et al. 1999).
2.2.3.3. Monolitik kolonlar ile kapiler elektrokromatografi

Hizli ayrimlardaki basarilarina ve ticari uygunluklarina ragmen, 4-10 mm i¢ caplara
sahip monolitik kolonlar selefleri olan partikil doldurulmus kolonlarin gélgesinde
kalmiglardir. 1990’larin ortalarinda ortaya c¢ikan kapiler elektrokromatografi
geleneksel sivi kromatografisine oranla sahip oldugu yiksek verimlilik ve pik
kapasiteleri sayesinde minyatirlize ayirma teknigi olarak tekrar ortaya cikmigtir.
Fakat HPLC ve CE’den CEC’e gecen arastirmacilar partikil doldurulmus olan
kolonlar icin gerek frit yapma gerekse de kolon doldurma isleminin cok zor
oldugunu gdérmuglerdir. Bdylece daha O6nceki calismalardan ilhamlanarak frit
gerektirmeyen monolitler Uzerine yogunlasmaya baglamislardir. Sonu¢ olarak
essiz Ozellikleri ve hazirlanislarindaki basitlik sayesinde monolitler CEC’'te ¢ok
blyUk ilgi cekmistir.

Monolitik CEC kolonlarinin hazirlanigi orijinal monolitik kolonlarla benzer olmasina
karsin 6zdes degillerdir. Paslanmaz celik kolonlar icerisinde polimerlestirmeye
karsit olarak, kapiler kolonun ylzeyi, [3-(trimetoksisilil)propil] metaktrilat ile
tepkiyen ylzeydeki silanol gruplari sayesinde monolitin duvara yapismasi igin
gereken gruplar olusturabilir. Bdylece monolit kovalent olarak duvara baglanmig
olur. Kiigik ¢apli kapiler format ayni zamanda silika bazli monolitlerin yapimina da
olanak sagdlar.

Kapiler kolonlar sayesinde metre basina disen teorik tabaka sayisi 100.000’lerle
Olclir. Baslangicta, 6rnek genellikle benzen tlrevleri gibi basit organik
bilesiklerden olusan bir karisimdir. Bu calismalar HPLC nin taklit edilmesinden
baska bir sey olmadigindan CEC yavas yavas soluklasmistir.
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Daha sonra yapilan protein ve peptit ayrimlari ile CEC tekrar ortaya ¢ikmaya
baslamistir. Fakat bu molekullerin iyonlasabilmesinden dolayr bazi guclukler
cekilmigtir. Notr molekilller sadece elektroozmotik akis ile hareket edebilmesine
karsin protein ve peptitler gibi yukli molekillerde elektroforetik mobilite de isin
icine girmektedir. Bu molekullerin 6zelliklerine veya mobil fazin pH’ina gbre,
elektroforetik mobilite elektroozmotik akigla ayni veya ters yénll olabilmektedir.
Baska bir etkilesim ise pozitif yOkli molekillerin ylzeydeki negatif ylkli sabit faz
ylzeyiyle etkilesime girmesidir. Bu durumda kalici adsorpsiyon bile
g6zlenebilmektedir.

El Rassi ve arkadaglari, yeterli EOF’u saglayan ve polar olmayan poli(pentaeritritol
diakrilat monosteerat) bazli herhangi bir elektrostatik etkilesimin olmadigi CEC
kolonlari gelistirmiglerdir (Rassi, Z.E. et al., 2005). Kolonun bu yetenegi mobil faz
elektrolitinden yeterli sayida iyonu polimer ylzeyine adsorplama yetenegine
atfedilmigtir. Adsorplanan iyonlar nétr monolite EOF igin ve kitle transferi igin
gerekli olan zeta potansiyelini saglamistir. Yine de sabit yUkler, pH 7 de hizli ve

verimli protein ve peptit ayrimini saglamigtir.
2.3. Polimerik Monolitik Kolon Turleri
2.3.1. Akrilamid bazli monolitler

Palm ve Novotny akrilamid bazli matrislere hidrofobik ligandlar takmistir ve bu
kolonlarin tekrarlanabilirligini gésteren datalar elde etmistir (Palm, A. et al., 1997).
Tuz c¢bzeltisi ve N-metilformamid kullanarak akrilamid, metilen bisakrilamid, akrilik
asit ve C4,Cs,C12 alkil akrilat iceren kolonlar sentezlemislerdir. Bu kolonlari ters-faz
kromatografisinde kullanmislar ve fenilketonlar icin 300.000-400.000 m' civarinda
teorik tabaka sayilar elde etmiglerdir. Sekil 2.9'da Palm ve arkadaslarinin
sentezledigi poli(akrilamid)-poli(etilen glikol) kolonla gerceklestirilen alkil fenon

trevleri ayrimi igin érnek bir kromatogram gortlmektedir.
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Sekil 2.9. Alkil fenonlarin izokrotik kosullarda ayrilmasi. Kolon: Akrilik asitle
derivatize edilmis poli(akrilamid)-poli(etilen glikol). Etkin kolon uzunlugu: 20.5 cm,
Enjeksiyon: 0.5 kV 1 s, UV 260 nm, Uygulanan voltaj: 22.5 kV, Mobil faz: %20
ACN-%80 10 mM Tris, 15 mM borik asit tamponu, pH 8.2, Pik sirasi: vitamin B (1),
anilin (2), asetofenon (3), propiofenon (4), butirofenon (5) dihidroksiasetofenon (6)
dihidroksipropiofenon (7). (Palm, A. et al., 1997)

2.3.2. Poli(stiren) bazli monolitler

Gusev ve arkadaslari klorometilstireni, divinilbenzeni metanol, etanol, propanol,
toluen ve formamid gibi ¢ézUculerin varliginda polimerlestirerek gesitli poli(stiren)
bazli kolonlar elde etmiglerdir (Gusev, I. et al., 1999). Reaktif klorometil gruplari
N,N-dimetiloktilamin ile etkilestirilerek kolona quaternar amonyom iglevselligi
kazandiriimigtir. Bdylece kolon pozitif yUkli ylzey olusturmus, bazik ve asidik
yapili peptitlerin ayrimi saglanmigtir. Kolon pozitif yokli oldugundan analitlerin
g0cu elektroforetik mobiliteleri ile saglanmigtir.

2.3.3. Metakrilat ester bazli monolitler

Akrilamid bazli monolitlere oranla metakrilat ester bazli monolitler daha fazla

gelisme olanadi ve kromatografik uygulamalar icin daha fazla optimizasyon
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olanagi bulmuslardir. Bu monolitlerin yapimi ¢ok kolaydir. Silanizasyon iglemine
tabi tutulmus bos bir kolon polimerizasyon karisimi ile doldurulur ve dis bir 1sitma
araci ile 1sitilarak polimerizasyon gergeklestirilir. Tipik ve yaygin bir CEC kolonu
capraz baglayici olarak % 40 etilen dimetakrilat, % 59.7 bitil metakrilat ve % 0.3
2-akrilamido-2-metil-1-propansulfonik asit igerir. Polimerizsyon tamamlandiktan
sonra dénismeyen monomerler ve gbzenek yapici sistemindeki ¢dzlcller bir
siringa pompasi veya elektroozmotik akis ile atilirlar (Sekil 2.10). Bu basit metotun
bazi avantajlari vardir. Ornegin bos kolon herhangi bir silanizasyon islemine tabi
tutulmadan da kullanilabilir. Ancak monolitin adhesiv 6zelliginin artirilmasi igin
silanizasyon islemi kullanilabilir. Bircok kimyasal kullanmak miimkiindir. Ornegin:
serbest radikal baslaticilar olan AIBN ve BPO oda kosullarinda haftalarca
saklanabilir. G6zenek yapici sisteminin bilesimi burada énem kazanmaktadir. ideal
olarak bu sistem: (i) hidrofiik AMPS (ii) hidrofobik butil metakrilat ve etilen
dimetakrilat gibi farkli polaritelere sahip monomerleri ¢dzmeli ve homojen bir
karisim elde edilmelidir.

1) DOLDURMA 2) POLIMERIZASYON 3) YIKAMA
Kapiler
kolon Yikama goziiciisii

1) Pompaya ) e
= .=
1) Slllilrmﬂlhk baglama | o {[’_'}} |
thma 2) Yikama e - )

Polimerizasyon
karisimi

Su banyosu Siringa pompasi

Sekil 2.10. Kapiler kolon hazirlama prosedurl. (Svec, F. et al., 2000)
n-pronol ve 1,4-bitandiol gbzenek yapici sistemi kullanilarak sentezlenen bir

poli(bttil metakrilat-co-etilen dimetakriklat) kolonda pH 7 de benzen tirevleri kisa
bir stirede ayrilabilmigtir (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11. Alkiloenzen tirevlerinin ayrimi. Mobil faz: % 80 ACN-% 20 tampon, pH
7, UV. 215 nm, Uygulanan voltaj: 25 kV, Enjeksiyon: 5 kV 3s, Efektif kolon
uzunlugu: 25 cm, Pik sirasi: tiyolre (1), benzil alkol (2), benzaldehid (3), benzen
(4), toluen (5), ethilbenzen (6), propilbenzen (7), bltilbenzen (8), amilbenzen (9).
(Peters, E.C. et al., 1998)

2.4. Polimerik Monolitlerin Sentez Yontemleri

e Sicaklik ile,

e UV, yisimaile,

e Elektron-igini (EB) ile,

e Polikondenzasyon (policondensation) ile,
e Poliadisyon (poliaddition) ile,

e Superagaroz monolitler,

e Yari canli polimerizasyon teknikleri ile elde edilmis monolitler
olmak Uzere bir cok sentez yéntemi kullanilarak monolitler elde edilebilmektedir.

Fakat bu yéntemlerden en ¢ok kullanilani sicaklik ile yapilan yani termal baslaticil
serbest radikal polimerizasyonudur.
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2.5. Termal Baslaticih Serbest Radikal Polimerizasyonu ile Uretilmis
Monolitler

2.5.1. Genel hususlar

1992 yilinda Svec ve Frechet daha sonra “monolitler” olarak adlandirilacak olan
“‘devamli cubuklar’ Gzerine ilk yayinlarini bastilar (Svec, F. et al.,, 1992).
Galismalarinda glisidil metakrilat ve etilenglikol dimetakrilat sirasiyla monomer ve
capraz baglayici; siklohekzanol ve dodekanol makro ve mikro-gézenek yapici
olarak kullanmuglardir. AIBN ise polimerizasyon baslaticisi olarak kullaniimigtir.
Glisidil metakrilata ait epoksi gruplari polimerizasyon sonrasi fonksiyonlastirma
icin kullaniimigtir. Bu epoksi gruplar vic-diollere ¢evrilmis ve bu dioller daha sonra
dietilamin ile etkilegtiriimistir. Bu malzemelerle yapilan ilk ayirma islemleri yeterli
verimlilikte ve hizda gerceklesmemistir (miyoglobin, ovalbimin, sitokrom C ve
lizozim i¢in 35 dakika), fakat uygulanabilirliginin oldugunu géstermistir. Maalesef
stispansiyon polimerizasyonu ile elde edilen gbzenekli partikiller gibi bir yapi
(stirekli gézeneklilik) monolitik materyallerde elde edilememistir. Sonucta olusacak
g6zenek yapisinin tahmini teoriye g6re dedil de daha g¢ok deneyime
dayanmaktadir. Suspansiyon polimerizasyonu ile elde edilmis partikiller ile
monolitlerin gbzenek yapisindaki farklilik sadece ara ytizey gerilimi ile ilgili degildir.
Monolit sentezi ile ilgili anlamli bakis acilari olugturmak ve bunlari kavrayabilmek
icin birkag parametre Uzerinde tartismak gereklidir. Sekil 2.12 monolit
kompozisyonu hakkinda bir fikir vermektedir.

4 | % Sekil 2.12. Bir monolitin
D 1'|‘1' sematik cizimi ve dp, €, € nin
ep (Gozeneklern hacim kesri) fiziksel anlami. (Buchmeiser,

M.R., 2007)

£z (Mikro-kirecikler arasi bosluk hacim kesri)
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Monolitik yap! belli bir ortalama ¢apa (dp) sahip, birbirine bagh mikro-klreciklerden
olusur. Bu mikro-kirecikler monolit sentezi sirasinda blylyen c¢ekirdekgiklerin
kimyasal olarak birbirine baglanmasi sonucunda olusur. Cok sayida ve klglik
cekirdekcik ile daha dar gbzenekler ve bu gbzenekler arasinda daha kiglik
g6zenek hacimleri olugur. Toplam gdzeneklilik, bosluk hacim kesri (g,) ve gézenek

hacim kesri (gp) nin toplamidir (e:=¢€; + €p).

dp, €2, €, 0 (6zgUl ylzey alant), papp (g6rinen yogunluk) degerleri tzerindeki etkin
parametreler; polimerizasyon sicakligi (Tp), baslatici miktari, monomerlerin ve
capraz baglayicilarin kimyasal yapilar (6r: polariteleri) ve gdzenek yapicilarin
polariteleridir. Surekli ve gbézenekli bir yapi elde edebilmek igin polimerizasyon
karisimi en az; bir tip ¢apraz baglayici, iki tip gézenek yapiciya (mikro-, makro-
g6zenek yapici) sahip olmalidir. Fazladan bir tip monomerin eklenmesi gézenek
yapisinin kontroliinde yararli olur. Kullanilacak gbzenek yapicilarin dogasi
monomerin ve c¢apraz baglayicinin kimyasal yapisina (6r: polarite) kuvvetle
bagimhdir.

2.5.2. Polimerizasyon sicakligi

Polimerizasyon kinetigi  Gzerindeki en ©6nemli parametre muhtemelen
polimerizasyon sicakligidir. AIBN nin 70°C de stiren icindeki bozunma yari-6mri
5.7 saat iken bu deger 110°C de 3.2 dakikadir. Hizli bir baslatici dekompozisyonu
daha fazla polimerik zincirin olusmasi, dolayisiyla daha fazla faz ayrim prosesi
nedeni ile daha fazla blylyen cekirdekcik olusmasi demektir. Bu faz ayrim
prosesi, gbzenek yapicinin dogasi ve/veya polimerizasyon karisimindaki capraz
baglayicin miktari ile tetikleniyor olabilir. “iyi” polimer ¢dziicileri mikro-gdzenek

yapicl, “zayif” polimer ¢éziculeri ise makro-gdzenek yapici olarak davranirlar.
2.5.3. Gozenek yapici sistem
Faz ayrimi, gdézenek yapici kompozisyonuna bagli olarak, polimerizasyonun erken

ya da daha ge¢ basamaklarinda tetiklenebilir. Bu baglamda ¢apraz baglayicinin ve
makro-gbzenek yapicinin yoklugu camsi, seffaf yapilarin olugsmasina neden olur.
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Prensipte gbzenek yapicinin se¢imi monor(ler) in ve g¢apraz baglayici(lar) n
polaritelerine baghdir. Apolar butil metakrilat/etilen glikol dimetakrilat bazli
monolitler genelde siklohekzanol (mikro-g6zenek yapici) ve dodekanol (makro-
g6zenek yapici) ile hazirlanirlar (Lee, D. et al., 2004). Fakat baska karisimlar;
6rnegin  dimetil sllfoksit/dodekanol (veya su), n-propanol/1,4-bitandiol,
metanol/THF da kullanilmistir (Ishizu, K., et al. 2003). Alkol miktarinin artmasi
daha blylk gbézenek olugsmasini saglar. Akrilamid/N,N’-metilenbisakrilamid den
taretilmis monolitler dimetil silfoksit (mikro-g6zenek yapici) ve 2-heptanol (makro-
g6zenek yapici) ile hazirlanabilmektedir (Xie, S. et al., 2000). Ek olarak cesitli
poli(etilen glikol)ler kalip olarak kulanilarak ortalama gézenek capi artirilabilir.
Apolar stiren-divinilbenzen (DVB) bazli monolitler, dekanol (makro-gézenek yapici)
ve (damitilmig) THF (mikro-gbzenek yapici); dodekanol (makro-gézenek yapici) ve
toluen (mikro- gbzenek yapici) veya saf dodekanol (makro-gézenek yapici)
karigimlarinin kullaniimasi ile elde edilebilirler (Legido-Quigley, C. et al., 2004). Bu
organik gbzenek vyapicilara alternatif olarak, etilen glikol dimetakrilat ve
trimetilolpropan trimetakrilat tdrevli sistemlerde kullanilan sUperkritik CO-
gOsterilebilir (Cooper, A.l. et al., 2000). Bu ydntemde faz ayriminin yalnizca
monomer konsantrasyonuna bagl oldugu dastnUltirse saf makro-gdzenekli ve
makro-mezo-gbézenekli yapilarin eldesi saglanabilir.  Ayrica bu yéntemle Uretilen
monolitlerin 6zgll ylzey alanlarinin uygulanan CO; basincina bagh oldugu da

g6zlenmigtir.

2.5.4. Yapinin olusumu

Monolitlerin ~ sentezinde  goérllen  polimerizasyon  prosesi  ‘Dispersiyon
Polimerizasyonu’ olarak gecmektedir. Bu polimerizasyon prosesinde, ¢coktiricu
gbrevi goéren gbzenek yapici varliginda polimerizasyon basladiginda olusan
polimer karisimdan ayrilir ve karisimda ¢6zinmeyen c¢ekirdekgikleri olustururlar.
Bu capraz baglanma prosesinin ve polimerin gbzenek yapici karisiminda
¢6zUn0rligunin olmamasinin  bir sonucudur. Polimerizasyon prosesinin son
safhalarinda bile dénismemis monomerlerin polimer zincirlerine afinitesi gézenek
yapiclya olan afinitesinden daha yuksektir ve polimeri ¢dzlcl ajan olarak gérev
yaparlar. Neticede polimerizasyon slreci boyunca cekirdekcikler monomer ve
capraz baglayici ile siser ve proses suresince karisimdan buylyen ¢ekirdekgiklere
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surekli bir geri dénme gézlemlenir. Yiksek monomer konsantrasyonundan dolayi
polimerizasyon cekirdekgikler igerisinde karisimda oldugundan cok daha hizli
ilerler. Karisim igerisindeki belli bir blyUklige kadar olan dallanmis veya capraz
baglanmis polimer zincirleri cekirdekgik tarafindan daha da blylimek Uzere tekrar
ali konurlar. Gérece daha erken safhalarda gekirdekgikler ylzeylerindeki reaktif
gruplar sayesinde birlesirler (kopolimerizasyon). Butlin polimerizasyon prosesi
sonunda kucglUk agregatlar kimyasal olarak birbirine bagli mikro-kireciklerden
olusan surekli formda, birbirine bagh bir faz olusturmak icin yeterli blyUklige sahip
olurlar. Sonucta genis capli mikro-kireciklerden olusan ve blylk bosluk hacmine
sahip bir monolitik sistem olusur. Bu bosluk hacim kesri ve makro-gézeneklerin
hacmi asagi yukari gbézenek yapicinin hacim kesrine esittir, fakat monomer
dénlstimi %100 den cok kiclk oldugunda bariz sapmalar gézlenir.

Go6zenek olugsum prosesi uzayan zincirlerin gbézenek yapict karisiminda
cb6zundrligine bagh oldugundan benzer monomerlerin gézenek olusumunda ayni
etkiyi gbstermesi sasirtict degildir. CozUnurligin ve faz ayriminin gbézenek
olusumu Uzerindeki etkisi tahmin edilebilmektedir ancak gdzeneklilik ve gézenek
boyu dagilimi icin kesin bir teori ortaya konulamamaktadir ve hala rastgele oldugu
disinUlmektedir.

2.5.5. Gozeneklilik 6zelliklerinin kontroli

Serbest radikal polimerizasyonu ile elde edilmis monolitlerin  gbzeneklilik
6zelliklerinin kontrol edilmesini saglayan en énemli parametrelerden biri sicakliktir.
Genelde polimerizasyon sicakliginin artmasi ile gbézenekler kigulir. Bu hem
stiren/divinilbenzen hem de metakrilat bazli monolitler igin gecerlidir. Bunun nedeni
polimerizasyon sicakliginin artmasi ile buylyen polimerik zincirlerin artmasi,
sonugta ¢6ézlinmeyen cekirdekgiklerin olugsmasidir. Cekirdekgik sayisindaki artis,
cekirdekgik boyutlarinin daha kiclik olmasini ve dolayisi ile bu ¢ekirdekgiklerden
olusan mikro-klreciklerdeki gbézenek caplarinin daha digslk olmasini saglar.
Sicakliga ek olarak gbézenek yapici kompozisyonu gézeneklilik kontroliinde blyik
rol oynar. Makro-gdzenek yapicinin miktarinin fazla olmasi ortalama gdzenek
capinin artmasini saglar. Bu ise sicakligin artiriimasi ile dengelenebilir. Son olarak
monomerin ¢apraz baglayiciya orani bir parametre olarak sdylenebilir. Capraz
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baglayici miktarinin artirilmasi ile polimerizasyonun erken safhalarindaki ¢apraz
baglanma artacaktir. Bu, faz ayriminin erken safhalarda gérinmesi, klgik
cekirdekgiklerin fazla olusmasi, olusan ¢ekirdekgiklerin monomerle ve/veya ¢dzlcu
ile sisme 6zelliginin azalmasi demektir. Sonucta bu kigik cekirdekgikler birleserek
kicuk gbzenekli mikro-kirecikleri olustururlar. Baska bir deyisle cok sayida
cekirdekgikten olugsan fazlasiyla agrege olmus mikro-klrecikler olusur. Bu
agregasyon ylksek mikro-gdzenekli, dolayisiyla 800 m?/g a kadar olusan yiiksek

ylzey alnina sahip yapilarin olusmasini saglar.

Monolitik malzeme sentezi igin kullanilan yaklasimlardan biri de “High Internal
Phase Emulsion” (HIPE) polimerizasyon teknigidir (Krajnc, P. et al., 2005). Bu
sistem Krajnc ve arkadaslari tarafindan &nerilmigtir. N,N’-metilenbisakrilamid,
akrilik asit ve su bazli, toluenin yag fazi olarak kullanildigi su-icinde-yag sistemi ile
“High Internal Phase Emulsion” polimerizasyonunu yéntem olarak kullanarak
yluksek gbzenekli monolit sentezlemislerdir.  Baslaticinin tipine bagl olarak
g6zenek ¢api 700 ve 1100 nm arasinda degdisen bir malzeme elde etmiglerdir.

2.5.6. Fonksiyonel gruplarin baglanmasi

Tamamen hidrokarbon veya akrilat bazli monolitler mikemmel ayirma ortamlari
olmalarina ragmen, fonksiyonel gruplarin kullanilmasi spesifik uygulamalarda
blyldk énem tasir (ayirma, heterojen katalizleme). Genelde fonksiyonel gruplarin
baglanmasi igin 2 farkli proseddr kullanihr: i) fonksiyonel monomerlerin

kopolimerizasyonu ii) polimerizasyon sonrasi fonksiyonel gruplarin baglanmasi.
2.5.6.1. Fonksiyonel monomerlerin kopolimerizasyonu

Fonksiyonel monolitlerin yapiminin en basit yontemi fonksiyonel monomerlerin
monolit sentezi sirasinda kopolimerlestiriimesidir. Bu baglamda metakrilik asit,
AMPS, vinilstlfonik asit, zivitteriyonik silfobetainler, 2-vinyl-4,4-dimetilazlakton,
kiral quinidine bazli monomerler, dimetilaminoetil metakrilat veya C-18 silika
kolonlarinin  taklidi i¢in  oktilmetakrilat  kullanilmistir. ~ Zivitteriyonik  fazin
olusturulabilmesi icin asidik ve bazik metakriik monomerlerin kullaniimasi

mUmk{nd(r.
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Basitligine ragmen bu ydntem birgok dezavantaj barindirir. ilki; polaritedeki
degisimden dolay! bitiin monolit sentezinin istenilen gbzeneklilikte yapinin elde
edilmesi igin farkli monomerlere gére yeniden dizenlenmesidir. ikinci olarak
fonksiyonel monomerin biydk bir kisminin gézeneksiz mikro-kirecikler icerisinde
kalmasi gdsterilebilir. Bu istenmeyen sismelere, genellikle gradient ayirmalarda,
neden olur ve zor sentezlenen ve pahall monomerler icin ekonomik olmaz. Ucuz
ve kolayca istenilen sofistike bir gruba dénustirllebilen fonksiyonel monomerlerin
kullanimi alternatif olarak kullanilan bir yaklasimdir. Fakat gradient modda gerekli
olan geri-basincin degistiriimesi igin mobil fazin degistiriimesi problemi oldugu gibi
kalmaktadir.

2.5.6.2. Polimerizasyon sonrasi fonksiyonel grup baglanmasi

Polimerizasyon sonrasi fonksiyonel grup baglanmasi igin kullanilan en yaygin
monomer, cesitli fonksiyonlastirma tepkimelerine olanak sagladigindan dolayi
glisidil metakrilattir (GMA) (Sekil 2.13).
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Sekil 2.13. Glisidil metakrilat bazli monolitlere polimerizasyon sonrasi fonksiyonel
grup baglanmasi. (Buchmeiser, M. R., 2007)
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Monolit sentezi tamamlandiktan sonra bu monomer hidroliz olarak diol gruplar
saglar veya ikincil aminlerle (dietilamin) tepkimeye sokularak aminohidroksil
grublarini olustururlar. Bdylece yilzeyi modifiye edilmis monolitler oligotimidilik
asitlerin iyon-degisim kromatografisinde kullanilabilir. Eger monolit iminodiasetik
asit ile etkilegtirilirse immobilize metal afinite kromatografisinde kullanilabilir.
Glisidil gruplart e-amino islevselligi ile proteinlerin immobilizasyonu igin
kullanilabilir. Stiren bazli monolitlerde 4-klorometilstiren polimerizasyon sonrasi
fonksiyonel gruplarin baglanmasinda en c¢ok tercih edilen monomerdir. Bu
monomer stiren ile kopolimerizasyon parametreleri birbirine yakin oldugundan
kopolimerlestirilebilir. Aminlerle etkilestirme sonucunda amin grubu ya da tersiyer
aminlerle etkilesmesi durumunda amonyum grubu iglevselligi kazandirilabilir.
Yiksek hidrofobiklige sahip ylUzeyler 1,2-etilen diimin ve y-glukuronolakton ile
etkilestiriimesi ile elde edilebilir. YUzeyin alkillenmesi icin ayrica Friedel-Crafts
alkilleme tepkimeleri kullanilabilir.

Kopolimerizasyona alternatif olarak asilama (grafting) da kullanilabilir. Burada ana
monolitin tek bir (optimize edilmis) monomer/capraz baglayici/gézenek yapici
sistem kullanarak hazirlanmasi avantaj olarak karsimiza ¢ikar. Asilama proseduirU
sirasinda ana monolitin polaritesinde herhangi bir degisim meydana gelmez, bu da
ayirma prosesi icin blyUk bir avantajdir. Butil metakrilat/Etilen dimetakrilat bazli
monolitlerin  foto-asllanmasi  (photo-grafting) ile ilgi calismalar literatirde
bulunmaktadir. Ornegin bir calismada 2-vinyl-4,4-dimetilazlakton asilanmasi ile
tripsin immobilizasyonu gerceklestirilmistir (Peterson, D.S. et al., 2003). Bagka bir
calismada ise poli(batil metakrilat-co-etilen dimetakrilat) monolit Uzerine 6nce
iyonlagsabilen ve EOF olugmasini saglayan bir monomer olan AMPS foto-
asilanmis, daha sonra bu tabakanin (zerine ise hidrofobik bir monomer olan
bitilakrilat foto-agilanmistir. Sonugta monolitin iyonik tabakasi ile iyonik analitlerin
etkilesimini engelleyen ve ultra-hizh ayrim saglayan bir koruyucu tabaka

olusturulmustur.
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2.6. Monolit Ozelliklerinin Ayirma Uzerindeki Etkisi

2.6.1. Gozenek boyutu ve verimlilik

CEC’de elektroozmotik akis hizi

Ueo = €0eCE/N (2.1)

esitligi ile verilir. Burada €, vakumun permitivitesi, € mobil fazin dielektrik sabiti, ¢
elektriksel cifte tabakanin zeta potansiyeli, n mobil fazin kolon dolgu malzemesi
duvari Uzerindeki viskositesidir, E ise elektrik alani kuvvetidir. (E = V/L, V:
Uygulanan voltaj, L: Kolon boyu).

Esitlik 1’de partikil veya gbzenek ile ilgili herhangi bir parametre olmadigindan
elektroozmotik akig hizi ile herhangi bir baglanti bulunmamaktadir.

Ancak partikdl dolgulu kolonlarda verimliligin partikil ¢api ile ters orantili oldugu
bilinmektedir. Monolitlerde ise partikil capr olmadigindan, monolitik materyal
igerisindeki, akigin oldugu ve polimerizasyon parametrelerinin optimizasyonu ile
degistirilebilen gbzenek boyutunun kromatografik verimliligi Gizerinde etken oldugu
distnulmektedir. Kabul edilebilir verimlilige sahip kapiler kolonlar ile ilgili birgok
parametre tanimlanmistir fakat bu etkinin kompleksliginden dolayr henlz
kesfedilmemis kalmaktadir.

2.6.2. Monolitik kolon boyunca mobil faz akisi

Esitlik 1’e godre elektroozmotik akis hizi partiklil boyundan ve partiklller arasi
bosluk blUytkliginden bagimsizdir. Fakat CEC ic¢in bu yaklasim yanilticidir.
CEC’te akisa karsi dirence klcik gbzenekli ya da gézeneksiz silika monolitlerde
rastlanmamistir. Partikil boyutundaki bir azalis ylzey alaninin artmasini,
dolayisiyla yUkli gruplarinin sayisinin artmasini saglamaktadir. Elektroozmotik
akig hizi yUokla gruplarin sayisi ile dogru orantili oldugundan, partikil ¢apindaki

azalmanin neden oldugu akisa karsi direngc kompanse edilmis olur. Buna ragmen
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partikll dolgulu kolonlarda dolgusuz kolonlara gére EOF’de % 60 lik bir azalmanin

oldugu gézlenmektedir.

Metakrilat ester bazli monolitlerde gbzenek capi ve yUkIi gruplarin sayisinin
kontroliniin kolay olmasi akisin oldugu kanallarin blydkliginin akis hizina
etkisini izlemeyi kolaylastirmaktadir. Sekil 2.14 gdézenek ¢apinin akig hizi ile dogru

orantili oldugunu gdéstermektedir.
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Sekil 2.14. Gdzenek capi ve dogrusal akis hizi arasindaki iligki. (Svec, F. et al.,
2000)

2.6.3. Yuzey kimyasinin kontroli (yukli gruplar)

Elektroozmotik akis hizi ylzey ylk yodunlugu ile dogru orantili olan zeta
potansiyeli ile dogru orantilidir. Silika bazli monolitlere gére polimerik monolitlerde
daha kolay olan ylzey yUk yogunlugunun kontroli sayesinde akis hizinin da
kontroli saglanmis olur. YUzeydeki yik yogunlugu iyonlasabilen monomerin
yogunlugunun degistiriimesi ile ayarlanabilir. Bunu test etmek icin % 0.3-1.8
araliginda AMPS kullanilarak yapilan analizlerin sonucu Sekil 2.15te
gosteriimektedir (Svec, F. et al., 2000). ilk iki kromatogram yiik yogunlugunun
degistiriimesi ile elde edilmistir. Beklendigi gibi akis hizi artan yik yogunlugu ile
artmistir.  Bunu kolonda tutunmayan tiyoUrenin allkonma zamanlarini

karsilastirarak goérebiliriz. Ayrica AMPS miktarindaki artis gdézenek boyutunun
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artmasina dolayisiyla analitlerin kolonla etkilesiminin azalmasina ve ayrim
gerceklesmeden kolondan ¢ikmalarina neden olmaktadir. Gézenek boyutunun ilk
kromatogramin elde edildigi gézenek boyutuna cekilmesi ile hem tatmin edici
ayrimin hem de AMPS miktarinin artmasi ile gelen kisa analiz siresinin (yuksek
akis hizi) elde edilmesini saglamistir.

% 1.8 AMPS ©12  %18AMPS
Gdzenek capi 3865 nm Godzenek capl 718
5 nm’e gekilmig

(@) 2| %o03AvPS (b)

Gdzenek capl 692 nm
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Sekil 2.15. AMPS derisiminin ayrim Gzerindeki etkisi. (Svec, F. et al., 2000)

2.6.4. Alikonma ve secicilik (polarite)

Simdiye kadar rapor edilen ¢cogu CEC ayrimi ters-faz modunda elde edilmistir.
Sabit fazin hidrofobisitesi ayrimdaki segiciligi saglar ve mobil fazin kompozisyonu
veya sabit faz ylzeyinin hidrofobisitesi ile oynayarak analitlerin alikonma sdreleri
degistirilebilir. Mobil fazin kompozisyonu ile oynamak digerine gbre daha kolaydir.
Cogu CEC uygulamalarinda disUk viskositeye ve ylksek dielektrik sabitine sahip
oldugundan dolayi Asetonitril kullaniimaktadir. Cok az sayida arastirmada sabit
fazin ylzey kimyasiyla oynanmistir. Palm ve Novotny cesitli alkil zincirleri
uzunluguna sahip kolonlar sentezlemiglerdir (Palm, A. et al., 1997). Fakat bdtil,
heksil ve dodesil metakrilat gruplar igceren bu kolonlar karsilastirmali olarak

kullanilmamistir. Bu ylzden ylzey kimyasinin secicilige etkisi incelenememigtir.
2.7. CEC’te Kullanilan Kolon Tiirlerinin Karsilastiriimasi

Acik-tibdler kolonlarda fritlere ihtiyag duyulmadigindan dolay kabarcik olusumu
ile kargilasilmaz. Kolon uzunlugu istenilen uzunlukta segilebilmektedir. Kii¢uk ¢apli
kapiler kolonlar kullanilarak mikemmel katle duyarlihina ulasilabilir. Bu
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kolonlarda isinin kolondan uzaklasmasi daha kolay oldugundan daha ylUksek
gerilimler uygulanabilir, bu ylzden dolgulu kolonlara oranla daha yiksek EOF
degerlerine ulagilabilir. Kolon tzerinde UV gbzetlemesi daha gugtlr ¢inkl optik
yol kolon capi klglk oldugundan kisadir. Ayrica bu kolonlarda ylzey alaninin
dUstk olmasindan dolayi érnek kapasitesi dolgulu kolonlardan daha azdir.

Partikll dolgulu kolonlar yiksek ylzey alani sayesinde ylksek érnek kapasitesine
sahiptir. Hem yUkli hem de ayrim icin gereken spesifik gruplar icerirler, bu da
segiciligin artmasini saglar. Baylk gézenekli, diasik caph partikil dolgulu
kolonlarda ayrim verimi yUksekken, kic¢ik gézenekli, blylk capli kolonlarda daha
disuktar. Siki ve homojen bir sekilde doldurulmus kolon elde etmek dnemlidir, aksi
taktirde yUksek gerilimler uygulandiginda yUkli partikiller bir araya gelerek diger
bélgelerde bosluklarin olusmasina yol acgarlar. Fritlerin zorunlulugu kolon
uzunlugunu ayarlamada ve kabarcik olusumunu 6énlemede zorluk ¢ikarmaktadir.
Ayrica bu fritler koloyca kontamine olabilirler veya tikanmaya yol acabilirler, ayrica
tekrarlanabilirlikleri de gok dUsuktdr.

Monolitik kolonlarin tek bir basamakta yapilabilmeleri blylk bir avantajdir. Bu
kolonlarda fritlerin yoklugu akis direncini artirmakta ve kabarcik olusumunu
6nlemektedir. Cok cesitli kimyasal 6zellikte kolon sentezlenebilmektedir. EOF
blyUk bir monomer araligi icin neredeyse sabittir. YUkIG gruplari yogunlastirarak
ve biylk gézenekli malzemeler sentezleyerek yiksek EOF degerlerine ulasilabilir.
Monolitik kolonlar 0-14 pH araliginda kimyasal ve mekanik olarak kararlidirlar.
500.000 m" e kadar teorik tabaka sayilarina ulasilabilir. Dezavantaj olarak
yumusak monolitik malzemelerin bazi ¢ézlcilerde sismesi veya ¢ogu monolitin
termal radikal polimerizasyonu ile elde edilmesinden dolay! tekrarlanabilirliginde
dUsUKkIlk séylenebilir. Fakat bu da UV ile polimerizasyonun kullaniimasi ile ortadan
kaldirilabilmektedir. Monolit icerisinde kiguk ¢apli gbzeneklerin olugsumu verimliligi
ve pik simetrisini olumsuz etkilemektedir. Ayrica monolitlerde blyuk
g6zeneklerden dolayi ylzey alani disiktir, bu ylzden de érnek kapasitesi partikdil

dolgulu kolonlara gére daha disiktir.
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2.8. CEC Sistemi

i — Data Igleme
il —_— Sistemi
O e ) O
Dedektar
[ | KapilerKolon ]
WA || —— Girig Viali —
e Cikig Viali
Elektrod Elektrod

[ —
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Sekil 2.16. CEC Sistemi.

Bir CEC sisteminde genel olarak 6 kisim bulunur. (1) Kapiler kolon, (2) Gig¢
kaynag, (3) Detektor, (4) Ornek ve mobil faz vialleri, (5) Pompa, (6) Data islemcisi
(Sekil 2.16). Kapiler kolonlar 50-200 um i¢ capa sahip silika malzemeden
yapilmislardir. Bu kolonlarin i¢i cam, disi ise poliimid bir tabaka ile ¢evrilidir ve bu
tabaka kolonun mekanik dayaniklihgini saglar. Bélim 2.2.’de anlatilan kolon dolgu
malzemeleri ile doldurulan bu kolonlar kromatografik bir ayirma ortami saglarlar.
Elektroozmotik akigi saglayan elektrik alani ise gu¢ kaynagi tarafindan 0-30 kV
araliginda gerilim uygulanarak saglanir. Bu gii¢ kaynagi giris vialine ve giris platin
elektroduna dogrudan baghdir ve gerilim buraya uygulanir. Cikis viali ise
topraklama sistemine baglidir. Bazi uygulamalarda kabarcik olusumunun
6nlenmesi igin gerilime ek olarak her iki viale de basing uygulanabilir. Bu
sistemlerdeki pompalar ise en fazla 12 bara g¢ikmaktadir, ylksek basinglara
cikabilen pompalar kullaniimamaktadir. Detektérin kapiler kolonun icerisini
g6rebilmesi icin kapiler kolonun etrafindaki poliimid tabaka mikro-torch yardimi ile
siyrilir ve genellikle 2 mm uzunlugunda bir gbézetleme penceresi acilir. Kolon
Uzerinde gbzetleme icin en cok UV-Vis veya floresan detektér kullanilir. Kolon
sonrasi gbzetleme ise kitle spekirometresi veya nikleer manyetik rezonans

spektrometresi detektéri ile yapilir. Modern CEC sistemlerinde “Auto-sampler”
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bulunmaktadir. Bu sistemlerde érnek vialine kisa strelerde gerilim uygulanmasi ile
6rnegin kolon icerisine girmesi saglanir. Genellikle 5 kV’tan daha az gerilimler 1-5
saniye araliginda uygulanir. Ayrica basincla da érnek kolona enjekte edilebilir.
Ancak dar kapilerden érnegin basingla yollanmasi yiksek geri basingtan dolayi
daha zordur. Bu ylUzden genelde “Elekirokinetik enjeksiyon” denen 6rnek vialine

gerilim uygulama yéntemi kullanilir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda Kapiler Elektrokromatografi igin yeni polimer bazli monolitik
kolonlar sentezlenmis ve kolonlarin kromatografik ~ performanslari
degerlendiriimigtir. Bu amagla 6ncelikle, literatlirde sik¢a kullanilan bir monomer
secilmistir. Daha sonra ise literatirde bulunmayan, daha 6nce denenmemis
hidrofilik veya hidrofobik &zellikte monomerler secilmistir. Dolayisiyla tezi (¢

kisima ayirmak mimkindur.

Birinci kisimda buatil metakrilat (BMA) bazli monolitik kolonlarin sentezlenmisgtir.
Bunun nedeni BMA bazli monolitlerin CEC sisteminde kromatografik ayirma igin
yaygin olarak kullaniimasidir. Literatirde BMA bazli monolitlerin sentezi icin termal
yolla veya UV ile baslatilan serbest radikal polimerizasyonuna dayali birkag sentez
yéntemi bulunmaktadir. Ancak bu yéntemler patentli olup, uygulanabilecek formda
tanimlanmig degildir. Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda, BMA bazli monolit
sentezi icin yeni bir gbzenek yapici sistemi énerilmistir. Yaygin olarak kullanilan
1,4-bltandiol/n-propanol gbézenek yapici sistemi yerine fakli bir gbzenek yapici
sistemi, DMPF/Etilen glikol/Tampon kullaniimigtir. Sentezlenen bu kolonun
kromatografik  performansi  degerlendiriimis  ve literatirdeki  kolonlarla
karsilastirmasi yapilmigtir.

ikinci kisimda ise daha dnce denenmemis hidrofobik &zellige sahip bir monomer
secilmistir. ilk kez flor grubu igceren hidrofobik bir monomer (2,2,2-trifloroetil
metakrilat, TFEM) kullanilarak monolitik kolonlar sentezlenmistir. F grubunun
varligi, organik bilesiklerin polaritesinde bir degisim meydana getirmektedir. F
grubu iceren polimer bazl bir monolitin, akrilik ve stiren bazli klasik monolitlere
g6re farkh bir polariteye sahip olacagi aciktir. Bu kolonun sentez asamasindan
sonra kromatografik performansi incelenmis ve literatirdeki kolonlarla
karsilastirilmistir. Ayrica bu kisimda yaygin olarak kullanilan, kapiler tiplerin
monolit sentezine uygun forma getirilmesi islemi yerine farkli bir ydéntem
dnerilmistir. Kolay baglanma (Click chemistry) temeline dayanan bu modifikasyon
yénteminde propargil akrilat (PA) monomerinin de kullanimiyla kolon
hidfobositesinde degisim saglanmistir.
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Uglincli kisimda ise ilk kez polietilen glikol (PEG) bazli hidrofilik bir monomer
kullanilarak, kapiler monolitik kolonlarin sentezi gergeklestiriimistir. Polietilen glikol
zincirinin  varligi, monolit polaritesinde bir artis meydana getirmektedir. Bbylece
polar formdaki monolitlerin sentezi ve kromatografik performanslarinin belirlenmesi
hedeflenmistir. Bu kisimda kullanilan monomerin adi poli(etilen glikol)fenileter

akrilat’tir.
3.1. Materyal

Monomer olarak kulanilan budtil metakrilat (BMA), 2,2,2-trifloroetilmetakrilat
(TFEM), poli(etilen glikol)fenileter akrilat (PEGPEA), propargil akrilat (PA) (Aldrich.
Chem. Co. WI, A.B.D.), 3-trimetoksisililpropil metakrilat (TMSPM), : 2-akrilamido,2-
metilpropan stlfonik asit (AMPS) ve c¢apraz baglayici olarak etilen dimetakrilat
(EDM) (Aldrich. Chem. Co. WI, A.B.D.) alindidi sekliyle kullaniimigtir. Gézenek
yapici ¢Ozelti bilesenleri olarak, dimetil formamid, etilen glikol, izoamilalkol, 1,4-
bitandiol, n-propanol kullaniimistir. n-propanol E. Merck AG, Almanya’dan, diger
cbzicller de Aldrich. Chem. Co. WI, A.B.D.den temin edilmigtir. Monolit
sentezinde baslatici olarak 2,2-azobisizobutironitril kullaniimistir.  Monolitlerin
sentez sonrasi ylkanmasi amaciyla mobil faz olarak mutlak metanol veya mutlak
(Riedel de Haen, Almanya) kullaniimigtir. Kromatografik calismalarda yine ayni
firmadan temin edilen HPLC grade asetonitril (ACN) kullaniimistir. Mobil faz igin
kullanilan fosfat tamponu Sodyum dihidrojen fosfat (Merck A.G. Almanya)
kullanilarak hazirlanmigtir.  Kromatografik calismalarda distile-deiyonize su
kullanilmigtir. Kromatografik ayrimda kullanilan tiyoure, benzen, etilbenzen,
propilbenzen, bdtilbenzen, fenol, katekol, 3-nitrofenol, 3,5-dinitrofenol, 4-
aminobenzoik aist, p-toluik asit, 4-iyodobenzoik asit, 2-nitroanilin, 3-nitroaninlin,
2,4-dinitroanilin, 3,5-dinitroanilin Aldrich. Chem. Co. WI, A.B.D.'den ve toluen ise

Riedel de Haen, Almanya’dan temin edilmistir.
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3.2. Kapiler Tiplerin Monolit Sentezine Uygun Forma Getirilmesi
3.2.1. Standart kapiler kolon duvar modifikasyon prosediirii

Silika tOp, i¢ yUzeyinde hidroksil gruplarinin olugsmasi amaciyla 0.2 M NaOH
cOzeltisi ile yikanmigtir. Bu islem CEC sisteminde giris viali'ne 2 bar basing
uygulanarak 1 saat stireyle gerceklestirilmistir. Takiben silika kapiler kolon distile
su ve metanol ile ayni yéntemle 30’ar dakika sidre ile yikanmis ve icerisinden 1
saat sUreyle azot gazi gecirilerek kurutulmustur. Kurutulmus tip 3-
trimetoksisililpropil metakrilat'in (TMSPM) metanol ile hazirlanan % 50 (hacimce)
cozeltisi ile yine ayni yéntem kullanilarak 15 dakika siireyle yikanmistir. islemin
son basamaginda basin¢ uygulamasi durdurularak, kapiler tiptin TMSPM c¢ozeltisi
ile dolu durumda kalmasi saglanmigstir. Kapiler tiptn her iki ucu GC septum ile
kapatilarak, 35°C’daki su banyosuna yerlestiriimis ve 24 saat sireyle burada
bekletiimistir. Béylece TMSPM'nin 3-trimetoksisilil gruplar ile kapilerin hidroksil
gruplari arasinda gerceklesen reaksiyon sonucu silika ylzeyinde kimyasal bagli ve
polimerlesebilir “metakrilat” gruplarinin yerlestiriimesi saglanmigtir.

3.2.2. “Kolay baglanma” (Click Chemistry) bazh kapiler kolon duvar
modifikasyon prosediiri

‘Kolay baglanma’ yi baz alan yeni bir kapiler kolon duvar modifikasyonu ise
poli(TFEM-co-PA-co-EDM) monolit sentezinde kullaniimistir (B6lim 4.2.2). Bu
islemde kolon standart prosedirde oldugu gibi 1 saat streyle 0.2 M NaOH
cOzeltisi ve 30’ar dakika distile su ve metanol ile yikanmig, daha sonra klasik
yéntemden fakli olarak 3-trimetoksisililpropil metakrilat'in (TMSPM) metanol ile
hazirlanan % 50 (hacimce) ¢ozeltisi yerine kloropropiltrimetoksilan’in toluen ile
hazirlanan % 50 (hacimce) co6zeltisi ile 15 dakika yikanip, her iki ucu GC
septumlariyla kapatilmis ve 35°C’de su banyosunda 1 giin bekletilmistir. Béylece
Sekil 3.1’de goérildagu gibi kolon duvar ylzeyi klorlanmaktadir. Ertesi glin kolon
DMF ile 30 dakika yikanmis ardindan 2 ml DMF/1.3 ml distile su/0.4 g NaNs/5 mg
tetrabutilamonyum iyodir ¢ézeltisi ile 15 dakika sitreyle yilkanmis ve kolonun her
iki ucu tekrar GC septumlari ile kapatiimis ve 80°C su banyosunda 1 giin

bekletilmistir. Bdylece kolonun duvarindaki klor gruplari NaNs bilesiginden gelen
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N3 gruplari ile yer degistirmektedir. Polimerizasyon ¢6zeltisindeki propargil akrilat
monomerinin sahip oldugu alkin gruplari N3 gruplariyla birleserek triazol halkasi
olusturmakta ve monolitin kolon duvarina yapismasi saglanmaktadir. Bu islemin

mekanizmasi Sekil 3.1’de gdsterilmektedir.

OH Kloropropiltrimetoksisilan |:O\Si-(CH2)3-CI ‘ Sodyum azid — |:O\Si-(CH2)3-N3
: i o/ o/
H . \ \

0 (H;C0),Si-(CH,)y-Cl OCH, NaN, OCH,
Sodyum hidroksitle Azidlenmis kolon duvari
muamele edilmis kolon duvari

(o) '
O g; - I Si-(CH,)5- i
Si-(CH,),-N = 2)3"N'Y Triazol olusumu
k o SHCHIsN, - CH=— o NecHa o -
OCH,

Azidlenmis kolon duvari Propargil akrilat

[E s e

Kovalent olarak duvara baglanmig monolitik kolon

Sekil 3.1. Poli(TFEM-co-PA-co-EDM) monolitin kapiler kolon duvarina “Kolay

baganma” bazli yapisma prosedirt

3.3. Monolit Sentezi

Monomer, capraz baglayici, gbzenek yapici bilesenler ve baslaticiyi iceren dékim
¢Ozeltisi, CEC sisteminin “giris viali’ne konmus ve, 100 um i¢ ¢ap ve 40 cm
uzunluga sahip kapiler tlp, dikey konumlandirilarak, giris vialine 10 mbar basing
uygulanmigtir. Sivi kapiler tlp icerisinde hedeflenen ylUkseklige ulastiginda (kapiler
tpin hedeflenen 30 cm’lik kismi doldugunda) basing uygulama iglemi
durdurularak, kolon CEC sisteminden ayrilmig ve her iki ucu GC septumlari ile
kapatilarak, monolit olusumu igin polimerizasyon islemine alinmistir.
Polimerizasyon sicaklik kontrollii bir su banyosu igerisinde 50°C sicaklikta, 24 saat
sire ile yapilmigtir. Sentez sonrasinda monolitten gdzenek yapici karigsiminin
uzaklastinilmasi i¢in hizi ayarlanabilir bir siringa pompa kullanilarak mutlak etanol
ile monolit 6 saat streyle yikanmistir. Takiben kolon 80/20 oraninda Asetonitril/5
mM fosfat tamponu igeren pH 7 degerine sahip mobil faz ile 2 saat sureyle
yikanmigtir. Gdzetleme penceresinin  olusturulmasi icin kapiler kolon uygun

noktasindan 2 mm’lik acikliga sahip bir aluminyum maskeye yerlestiriimis ve
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acikta kalan kismi bir mikro-torch ile yaklasik 5 saniye yakilmistir. Bu islemden
sonra ayni mobil faz ile polimer killerinin kolondan atilmasi amaci ile yikama
islemine 1 saat slreyle devam edilmistir. Yikama islemi tamamlanmis olan kolon
CEC sistemine yerlestirildikten sonra 2 bar basin¢ uygulanarak 3 saat daha sonra
10 kV voltaj varhginda 1 saat slreyle, kromatografik deneylerde kullanilacak mobil
faz ile yikanmistir. Kullanilan monomerlerin kimyasal yapilari Sekil 3.2°’de ve farkli
yapida monolitlerin elde edilmesi igin uygulanan deney kosullar Cizelge 3.1, 3.2,
3.3, 3.4’te verilmektedir.

O
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Sekil 3.2. Kullanilan monomerlerin yapilari. (A) BMA, (B) TFEM, (C) PA, (D)
PEGPEA, (E) Gapraz baglayici: EDM
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Cizelge 3.1. BMA bazli monolit sentezi i¢in uygulanan deney kosullari

BMA (mL) EDM (mL) DMF (mL) EG (mL) FT(mL) AIBN (mg) AMPS (mg)
0.75 0.25 1.80 0.90 0.35 10.0 4.0
0.75 0.25 1.90 0.80 0.35 10.0 4.0
0.75 0.25 2.00 0.70 0.35 10.0 4.0
0.75 0.25 2.10 0.60 0.35 10.0 4.0
0.75 0.25 2.20 0.50 0.35 10.0 4.0

BMA: Butil metakrilat, EDM: Etilen dimetakrilat, DMF: Dimetilformamid, EG: Etilen
glikol, FT: 5 mM, pH 7 fosfat tamponu, AIBN: 2,2’-azobisizobutironitril, AMPS: 2-

akrilamido,2-metilpropan sulfonik asit.

Cizelge 3.2. TFEM bazli monolit sentezi icin uygulanan deney kosullari

TFEM(mL) EDM(mL) IAA(mL) BD(mL) AMPS(mg) AIBN (mg)
0.25 0.07 0.33 0.27 1.0 3.0
0.25 0.07 0.40 0.20 1.0 3.0
0.25 0.07 0.45 0.15 1.0 3.0
0.25 0.07 0.50 0.10 1.0 3.0
0.25 0.07 0.55 0.05 1.0 3.0

TFEM: 2,2,2-Trifloroetil metakrilat, EDM: Etilen dimetakrilat, IAA: izoamil alkol, BD:
1,4-butandiol, AIBN: 2,2’-azobisizobutironitril, AMPS: 2-akrilamido,2-metilpropan

sUlfonik asit.
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Cizelge 3.3. TFEM-co-PA bazli monolit sentezi icin uygulanan deney kosullari

TFEM (mL) PA(mL) EDM(mL) IAA(mL) BD(mL) AMPS (mg) AIBN (mg)

0.20 0.05 0.07 0.50 0.10 1.0 3.0

TFEM: 2,2,2-Trifloroetil metakrilat, EDM: Etilen dimetakrilat, PA: Propargil akrilat,
IAA: izoamil alkol, BD: 1,4-biitandiol, AIBN: 2,2’-azobisizobutironitril, AMPS: 2-

akrilamido,2-metilpropan sulfonik asit.

Cizelge 3.4. PEG bazli monolitler i¢in uygulanan deney kosullari

PEGPEA (mL) EDM (mL) AMPS (mg) Pr-OH (mL) BD (mL) FT (mL) AIBN (mg)

0.75 0.25 4.00 1.90 0.80 0.35 10.0
0.75 0.25 4.00 2.00 0.70 0.35 10.0
0.75 0.25 4.00 2.10 0.60 0.35 10.0
0.75 0.25 2.00 2.00 0.70 0.35 10.0
0.75 0.25 4.00 2.00 0.70 0.35 10.0
0.75 0.25 8.00 2.00 0.70 0.35 10.0

PEGPEA: Poli(etilen glikol)fenileter akrilat, EDM: Etilen dimetakrilat, AMPS: 2-
akrilamido,2-metilpropan sulfonik asit, Pr-OH: n-propanol, BD: 1,4-bitandiol, FT: 5
mM pH 7 fosfat tamponu, AIBN: 2,2’-azobisizobutironitril.
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3.4. Monolit Karakterizasyonu

3.4.1. Taramali elektron mikroskobu (Scanning electron misrocop, SEM)

Monolitlerin taramali elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM)
(JEOL, JEM 1200EX, Japonya) ile morfolojik tanimlamasi yapilmigtir. Bu amagla
sentezlenen kapiler kolonlarin dolu uglarindan 1’er cm kesilerek énce 150 A
kalinhginda altin ile kaplanmig, daha sonra 2500X ve 5000X buyldtme yapilmak
Uzere SEM cihazi icerisine dik konumda yerlestiriimistir. Bu fotograflarin
degerlendiriimesi ile gézenek yapici sisteminin ve AMPS derigiminin degisiminin

g6zeneklerin olusumu Gzerindeki etkisi incelenmistir.
3.4.2. Yuzey alani ve gozeneklilik 6zellikleri

Ylzey alani ve gdzeneklilik 6&zellikleri igin Brunauer-Emmet-Teller (BET)
(Quantachrom, Nova 2200E, ingiltere) ve Civa Porozimetre cihazi (Mercury
Intrusion Porosimeter) (Ouantachrome, U.S.A.) kullaniimistir. BET cihazi ile
monolitin mikro-gézenek 6&zellikleri incelenmis, Civa Porozimetre cihazi ile de
makro-gbzenek Ozellikleri incelenmigtir. BET analizleri bitin monolitler igin
yapiimigtir, ancak Civa Porozimetre analizleri yalnizca TFEM bazh kolonlar igin
yapilabilmistir. Bu analizlerin yapilabilmesi igin kapiler kolon igerisine doldurulacak
olan polimerizasyon ¢6zeltisi ayrica 1.5 ve 2.5 mm ¢apli kapiler tlpler icerisine de
dékulmastar. Cam tlp icerisinde olusan monolit, bu tlpdn kirilmasi ile alinmistir.
Manyetik karistiricilar yardimi ile mutlak etanol icerisinde 6 saat slreyle yikanan
monolit dnce oda sicakliginda vakum altinda 1 gin sdre ile kurutulduktan sonra
toz halinde BET sisteminin hiicresine konmus, burada ise 80°C’de vakum altinda 3

saat slre ile kurutulmus, ardindan da analize gegilmistir.
3.4.3. Hidrofilisitelerin tayini (Su temas acisi)
Monolitik kolonlarin hidrofilisite tayini Sapsiz Damlacik Metodu (Sessile Drop

Method) ile Drop Shape Analyzer (DSA) 100 (KRUSS, Almanya) sistemi

kullanilarak yapilmigtir. Bunun icin cam deney tlUplerinde hazirlanan monolitik
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malzeme toz haline getirilmis ve dairesel pelletler olusturulmustur. Daha sonra bu

pelletlerin su temas aci degerleri 6lctlmastir. Deneyler Gger kez tekrarlanmistir.

3.5. Monolitik Kolonlarin Kromatografik Performanslarinin incelenmesi

Kolonlarin kromatografik performanslarnin incelenmesi icin PRINCE CEC 760
sistemi kullanilmistir. Kromatografik ayrimda kullanilan analitler ise agirlikca % 0.1
lik gbzeltiler halinde (kullanilacak mobil faz ile) 1 mL hazirlanmis ve her birinden
100’er puL alinarak karisim ¢ozeltileri elde edilmigtir. Kullanilan analit gruplari Sekil
3.3 deki gibidir. Her grupta elektroozmotik akis (electroosmotic flow, EOF) belirteci
olarak tiyolre kullaniimigtir. Tiyoure kolonlarda alikonmayan analit olak

gecmektedir ve elektroozmotik mobilitenin hesaplanmasinda kullaniimaktadir.

Monolitlerin  kromatokrafik performanslarinin incelenmesi amaci ile farkh
ACN/Tampon oranlarinda mobil fazlar kullanilmistir. Analiz sirasinda farkl
kromatogramlar elde edilmistir. Bu kromatogramlardan kolon performansinin
gbstergeleri  olan  kromatografik parametrelerin  tayini  yapimigtir.  Bu
parametrelerden bélim 3.1.6 da bahsedilmektedir.
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Sekil 3.3. Kromatografik ayrimda kullanilan analit gruplari. (A) Alkilbenzen

tarevleri, (B) Fenol tarevleri, (C) Benzoik asit tlrevleri, (D) Anilin tlrevleri.

3.6. Kromatografik Parametrelerin Tayini

Elde edilen kromatogramlardan kolon performansini belirleyici parametreler
hesaplanmigtir. Her analizde sisteme enjekte edilen 6érnek karigsimindaki tim
bilesenler icin alikonma siresi, taban genisligi ve pik yari yliksekligindeki taban
genisligi 6lcllerek bu veriler kolon performansini belirleyici parametreler olan,
elektroozmotik mobilite, alikonma faktérd, pik ¢ézinarlligl, teorik tabaka sayisi ve
teorik tabaka yUksekliginin hesaplanmasinda kullaniimigtir.  Asagida bu

blyudklUklerin tanimi ve hesaplama ydntemleri verilmektedir.
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3.6.1. Elektroozmotik mobilite (Leor)

Kolonun mobil faz gegirgenliginin bir géstergesi olan elektroozmotik mobilite (Ueof)

asagidaki esitlikle hesaplanmistir.

WEOF = LeLt/V.tR (31)

Burada ueor (m?/V.s) elektroozmotik mobilite, Le (m) kolon etkin uzunlugu, L; (m)
kolon toplam uzunlugu, V uygulanan gerilim (Volt) ve tr tiyolre igin alikonma

suresidir.
3.6.2. Alikonma faktoru (Retention factor) (k)

Alikonma faktéri (k) kolon icerisinde yer alan monolit ile mobil faz icindeki analitin
arasindaki etkilesimi dolayisiyla ters faz kromatografisinde kolonun polaritesini
ifade etmektedir. Akis hizi, kolon boyutu, partikil ¢ap ve gd6zenekliliginden
bagimsiz, boyutsuz bir parametredir. Alikonma faktéri asagidaki ifade yardimiyla
hesaplanmaktadir.

k = (tr — o) / to (3.2)

Bu ifadede tg, herhangi bir bilesenin herhangi bir mobil faz ile bulunan alikonma

slresini ty ise referans (tiyolre) ile elde edilen alikonma sUresini géstermektedir.

3.6.3. Pik cozunirligl (Resolution) (R)

Pik ¢6zanarl0gh ardigik iki pikin birbirinden ne kadar iyi ayrilabildigini
gOstermektedir. Elde edilen kromatogramlarda belirli bir bilesen icin pik
¢6zUn0rldgu, R(n+1/n), denklem (3.3)'e gbre hesaplanmigtir. Burada R(n+1/n),
secilen pik (n+1) ile bir dnceki pik (n) arasindaki ¢6zUnUrligu ifade etmektedir. t,,1
ve t, ise enjeksiyon noktasindan itibaren, sirasiyla pik n+1 ve pik n igin alikonma
surelerini géstermektedir. W,,1 ve W, ise sirasiyla pik n+1 ve pik n icin taban
genisligini ifade etmektedir.

R(N+1/n)=2(tns1-tn)/ (Wi 1+ W) (3.3)
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3.6.4. Teorik tabaka sayisi (Theoretical plate number, N) ve Teorik tabaka
yuksekligi (Theoretical plate height, h)

Teorik tabaka sayisi kolonun verimli ve hizli ¢aligsmasinin énemli bir géstergedir.
Teorik tabaka yUksekligi ise yine kolon verimini gésteren baska bir géstergedir. Bu
nedenle tez kapsaminda sentezlenen kolonlarin literatlirdeki kolonlarla
karsilastirilabilmesi icin bu degerler hesaplanmistir.

N=554x(t/Wy)? (3.4)

Burada t; bilesigin alikonma saresini, W; bilesik pikinin taban genigligini ve W1,; pik
ylksekliginin yarisindaki taban genigligini ifade etmektedir. Bir kolonda teorik
tabaka sayisi ne kadar ylksekse kolonun verimi o kadar yiksek demektir. Kolon

boyu arttikca teorik tabaka sayisinda da artis gézlenir.

Teorik tabaka yUksekligi; h ile gdsterilir. Kolonun ne kadar hizli ve etkili ¢calistigini
gosterir. N ile ters orantilidir. Bir kolonda N degeri ne kadar blylkse kolonun
verimi o kadar yUksektir. Daha disuk teorik tabaka ylksekligi ve daha fazla teorik

tabaka sayisi kisa stirede kromatografik sonuglarin elde edilmesi demektir.
h=(L/N) (3.5)
Burada h; teorik tabaka ylUksekligi, L; kolon boyudur.

3.6.5. Tekrarlanabilirlik (Reproducibility)

Kromatografik sistemlerde tekrarlanabilirik 6énemli bir parametredir. Analiz
kosullarindan, kromatografik sistemden veya kolon dolgu materyalinin kendisinden
kaynaklanabilecek nedenlerden 6tiri  analizlerde meydana gelebilecek
tekrarlanabilirlik sorunlari analize gb6lge dusUrar. Tekrarlanabilirlik ayni glin
icerisinde analizden analize tekrarlanabilirlik (run to run reproducibility) veya farkli
glnlerde yapilan analizlerin tekrarlanabilirligi (day to day reproducibility) olmak
tzere iki farkl sekilde ifade edilmistir. Tekrarlanabilirlik bagil standart sapma
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(relative standard deviation, RSD) ile ifade edilir ve her iki tir icin de % 1.5%in

altinda olmasi istenir. RSD asagidaki ifade tardimi ile hesaplanmistir.

RT,=XN;RTi/ZN; (3.6)
SD =V Z N;(RT;- RT,)? /(Z N;-1) (3.7)
% RSD = SD / RTx (3.8)
Burada;

RT,; farkl analizler icin belirli bir analit ile elde ediilen sayica ortalama alikonma
suresi, SD; standart sapma, RSD; bagil standart sapma, N;; analiz sayisini, RT;; i

no’lu alikonma sdlresini ifade etmektedir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sentezlenen Kkolonlarin hidrofilistelerinin  tayini icin su temas agi degerleri
Olgilmistdr. Bu degerlerin hesaplanmasinda kullanilan kolonlar: poli(BMA-co-
EDM) sentezi icin % 74 DMF, poli(TFEM-co-EDM) sentezi igin % 83 IAA derisimi
ve poli(PEGPEA-co-EDM sentezi igin ise % 66 Pr-OH derigimi kullaniimistir. Bu
sonuglar géstermektedir ki poli(BMA-co-EDM), poli(TFEM-co-EDM) ve poli(TFEM-
co-PA-co-EDM) monolitler hidrofobik 6zellikte olmakta ve ters-faz kromatografisi
icin kullanilabilecektir. Poli(PEGPEA-co-EDM) monolitler ise hidrofilik ézelliktedir.
(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Sentezlenen monolitler i¢in su temas agisi degerleri

Monolit Su Temas Acisi (°)
Poli(BMA-co-EDM) 111.3
Poli(TFEM-co-EDM) 116.0
Poli(TFEM-co-PA-co-EDM) 109.4
Poli(PEGPEA-co-EDM) Tam su absorpsiyonu

4.1. Biitil metakrilat Bazli Monolitler

Tez kapsaminda 6ncelikle BMA bazli monolitik kolonlar sentezlenmistir. Bunun
nedeni BMA bazli monolitlerin CEC sisteminde kromatografik ayirma igin yaygin
olarak kullaniimasidir. Literatirde BMA bazli monolitlerin sentezi igin termal yolla
veya UV ile baglatilan serbest radikal polimerizasyonuna dayali birka¢ sentez
yéntemi bulunmaktadir. Ancak bu yéntemler patentli olup, uygulanabilecek formda
tanimlanmig degildir. Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda, BMA bazli monolit
sentezi icin yeni bir gézenek yapici sistemi énerilmis ve termal baslaticili serbest

radikal polimerizasyonu teknigi ile kapiler monolitler elde edilmistir.
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BMA monolitlerin kromatografik performanslarinin degerlendiriimesi amaci ile
alkilbenzen tdrevleri analit grubu olarak segcilmistir. Bu monolitlerin morfolojik

6zellikleri ve kromatografik performanslari bu bélimde tartigiimistir.

4.1.1. Poli(BMA-co-EDM) monolitlerin karakterizasyonu

Sekil 4.1. Farkli DMF derigimleri ile sentezlenen BMA monolitik yapilarin 6érnek
SEM fotograflari, Blyitme: Sol shtiin: 2500X, Sag sutin: 5000X,
DMF oranlari (% v/v): (A) 67, (B) 70, (C) 74, (D) 78, (E) 81
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Buradan géruldaga UGzere secilen butiin DMF derigimleri ile, gézenekli formda
monolitler elde edilmistir. SEM fotograflari, DMF derisiminin degisimi ile monolitik
yapida, bariz bir morfolojik degisimin olusmadigini géstermektedir. Bir bagka
deyimle, DMF derigiminin degisimi ile agregat boyutunda bariz bir degisimin
olusmadigi net olarak gbzlenmektedir. Ancak, artan DMF derisimi ile morfolojik
kesitte yer alan krater formundaki makro-gdzeneklerin sayisinin arttig
g6rilmektedir. SEM fotograflari, DMF/EG sisteminin, BMA bazli monolitler icin
yaygin olarak tercih edilen n-propanol/1,4-bitandiol sisteminden farkli davranan
yeni bir gézenek yapici sistemi oldugunu net olarak gdstermektedir. Literatirde
BMA bazli monolitler i¢in n-propanol, mikro-gbzenek yapici, 1,4-bitandiol ise
makro-gbzenek yapici olarak kullaniimaktadir. Bu sistem ile yapilan BMA bazl
monolit sentezlerinde, n-propanol derisiminin artisi ile agregat boyutunda bariz ve
hizli bir azalma meydana gelmektedir. Ancak yapilan calismalar, n-propanol/1,4-
biltandiol oraninin ancak ¢ok dar bir aralikta degistirilmesi ile (n-propanol derigimi
bazinda hacimce % 58-62) uygun mobil faz gegirgenligine sahip ve CEC
sisteminde kromatografik ayirma yapmaya uygun BMA bazli monolitlerin
sentezlenebildigini géstermistir (Svec F., et al., 1992). n-propanol oraninin % 61’in
Uzerine ¢ikmasi durumunda monolitin mobil faz gecirgenligi ortadan kalkmakta, %
58’in altinda olmasi durumunda ise ortalama gbézenek boyutu asir sekilde
ylkselerek, gecirgenlik asir sekilde artmakta ve monolitin, basarili bir
kromatografik ayrim icin kullanimi mimkuin olmamaktadir. Ancak tez kapsaminda
6nerilen DMF/EG sistemi ile DMF derigsimi hacimce % 67-81 araliginda
degistiriimesine ragmen uygun morfolojik &zelliklere ve mobil faz gegirgenligine

sahip monolitlerin sentezi mimkin olabilmigtir.
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Sekil 4.2. Farkh DMF derisimleri ile hazirlanan BMA monolitlerin gdzeneklilik

6zelliklerinin gbésteren BET grafikleri.

Cizelge 4.2. Farkli DMF derisimleri ile hazirlanan BMA monolitlerin 6zgtl ylzey

alani ve gézenek capi degerleri.

% DMF Ozgiil ylizey alani (m%/g) Gdzenek capi (nm)
67 11.14 19.00
70 8.50 18.29
74 15.71 12.15
78 10.98 10.98
81 11.91 9.41
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Farkh DMF derigsimleri ile sentezlenen poli(BMA-co-EDM) monolitlerin BET ylzey
alani ve g6zenekililik 6lgiim sistemi ile elde edilen gézenek dagilim egrileri ile Sekil
4.2’de verilmektedir. Bu veriler yardimiyla bulunan ortalama g6zenek ¢api ve 6zgul
ylzey alani degerlerinin DMF derigimi ile degisimi ise Cizelge 4.2’de verilmektedir.
Sekil 4.2°den gdéruldigi gibi artan DMF derisimi ile monolit igerisindeki mikro-
g6zenek hacmi azalmaktadir. Artan DMF derisimi ile ortalama mikro-gézenek ¢ap!
hafif bir azalma gdstermekte 6zgul ylzey alaninda ise 6nemli bir degisim
olmamaktadir. Bu sonucglar DMF derisiminin genis bir aralikta degistiriimesi ile
poli(BMA-co-EDM) monolitlerin gézeneklilik 6zelliklerinde 6nemli bir degisimin

olusmadigi savini desteklemektedir.
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Sekil 4.3. Farkli DMF derigsimleri ile sentezlenen BMA monolitlerin geri-basing akis

hizi egrileri. Mobil faz: saf etanol.

Burada géruldagu gibi 0-10 uL/dak akis hizi araliginda Uretilen batin monolitler

icin geri-basin¢g degeri, akis hiziyla lineer olarak degismektedir. Artan DMF
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derigimi ile sabit akis hizinda geri basing degeri azalmaktadir. Bu davranis SEM
ile tespit edilen “krater formundaki makro-gézenek sikhginin artisi” bulgusu ile
uyumludur.  Bu bulgular (SEM gérintileri, BET sonuglar ve geri-basing egrileri,
Sekil 4.2, Cizelge 4.2 ve Sekil 4.3) DMF/EG gbdzenek yapici sisteminde, DMF’in
makro-g6zenek yapici, EG’nin ise mikro-gbzenek yapici olarak davrandigini

ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.4. % 67 ve % 70 DMF derisimine sahip BMA monolitlerin pH a karsi

elektroozmotik mobilite degerleri.

Elektrokromatografik ayirma deneyleri dncesinde elektroozmotik mobilitenin mobil
faz pH'1 ile degisimi analit olarak tiyoiire kullanimiyla incelenmistir. Ornek olarak
segilen ve % 67 ve % 70 DMF derisimleri ile Uretilen poli(BMA-co-EDM) monolitler
icin elektroozmotik mobilitenin pH ile dedisimi $ekil 4.4'te verilmektedir.
Elektroozmotik mobilitenin énemli bir degdisiklik géstermemesi pH 3-9 araliginda
elektrokromatografik ayirma yapilabilecegini gdstermektedir. Elektroozmotik
mobilite kolonun mobil faz gecirgenligini gbsteren en o6nemli parametredir.

Elektroozmotik mobilitenin azalmasi mobil faz ve analitlerin kolon boyunca

50



transferinin yavaglamasi anlamina gelmektedir. Genis bir pH araliginda sabit
kalmasi ile kolondaki elektrokromatografik kitle transfer hizinin pH’tan

etkilenmemesi anlamina gelmektedir.

4.1.2. Poli(BMA-co-EDM) monolitlerin kromatografik performanslarinin
incelenmesi

Farkh DMF derigsimleri ile hazirlanan BMA bazli monolitlerin kromatografik
davranigi, CEC sisteminde, ters faz modunda, alkilbenzen karigiminin analit olarak
kullaniimasiyla incelenmistir. Bu amacla 10-30 kV araliginda farkli voltaj degerinde
her bir monolit ile alkilbenzen karigsimina ait elektrokromatogramlar elde edilmigtir.
Bu monolitler igin farkh voltaj degerlerinde alinan elektrokromatogramlar Sekil
4.5'te verilmektedir. Bu kromatogramlar yardimiyla hesaplanan pik ¢ézinarlGga

degerleri ise Cizelge 4.3'de verilmektedir.

Sekil 4.5’te % 67, % 70, % 81 DMF derisimleri ile hazirlanan poli(BMA-co-EDM)
bazli monolitler igin 80/20 ACN/5 mM pH7 fosfat tamponu oraninda ve farkli voltaj
degerlerinde alinan elektrokromatogramlar verilerek DMF derigiminin alkilbenzen

karisimi ile alinan kromatogramlar Gzerindeki etkisi gésterilmistir.

Literatirde poli(BMA-co-EDM) bazli monolit sentezi igin kullanilan 1,4-bGtandiol/n-
propanol gézenek yapici sisteminin oraninin ayrim UGzerindeki etkisi bilinmektedir.
Burada ayni kromatografik kosullarda alinanan bu kromatogramlarla, DMF/EG
g6zenek yapici sisteminde DMF derigiminin alkilbenzen ayrimi Gzerindeki etkisinin

gOsterilmesi amaclanmistir.
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Sekil 4.5. Farkl DMF derigimleri ile sentezlenen BMA monolitler kullanilarak farkl
voltaj degerlerinde elde edilen alkilbenzen karisimina ait elektrokromatogramlar.
DMF derisimleri (% v/v): (A) 67, (B) 70, (C) 81, ACN/5 mM pH 7 tamponu: 80/20,
Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, DAD dedektér, 200 nm, Kolon boyu: 20 cm, Kolon
capl: 100 um, Pik sirasi: 1. Tiyoure, 2. Benzen, 3. Toluen, 4. Etilbenzen, 5.

Propilbenzen, 6. Bltilbenzen.
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Cizelge 4.3. Farkli DMF derigimleri ile sentezlenen BMA monolitler kullanilarak,

alkilbenzenlerin kromatografik ayriminda elde edilen pik ¢ézinUrlUk degerleri.

Voltaj: 10 kV
%DMF  R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(5/4)  R(6/5)
67 13.05 2.04 2.22 2.61 2.98
70 12.95 1.82 2.09 2.32 2.74
74 11.86 1.80 1.92 2.35 2.53
78 11.70 1.62 1.81 2.14 2.31
81 11.12 1.53 1.65 2.00 217
Voltaj: 15 kV
%DMF  R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(5/4)  R(6/5)
67 12.90 2.00 2.18 2.65 2.98
70 12.34 1.77 2.13 2.26 2.71
74 10.81 1.64 1.79 2.12 2.45
78 10.81 1.46 1.66 2.05 2.20
81 10.44 1.42 1.60 1.72 1.97
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Voltaj: 20 kV

%DMF  R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(5/4)  R(6/5)
67 11.95 1.89 2.09 2.45 2.71
70 11.62 1.68 1.97 2.12 2.44
74 10.72 1.52 1.74 2.06 2.31
78 10.44 1.49 1.67 1.92 2.24
81 9.92 1.34 1.45 1.73 1.95
Voltaj: 25 kV
%DMF  R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(5/4)  R(6/5)
67 11.35 1.83 2.03 2.41 2.70
70 11.49 1.68 1.86 2.07 2.50
74 10.37 1.34 1.67 1.99 2.20
78 9.80 1.34 1.54 1.77 2.02

81 9.22 1.32 1.37 1.71 1.85




Volataj: 30 kV

%DMF  R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(5/4)  R(8/5)
67 9.64 1.47 1.58 2.08 2.13
70 11.18 1.59 1.77 2.06 2.39
74 9.14 1.32 1.47 1.83 2.17
78 9.37 1.21 1.52 1.76 2.01
81 8.53 1.20 1.37 1.65 1.84

ACN/5 mM pH 7 tamponu: 80/20, Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, DAD dedektér,
200 nm, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik sirasi: 1. Tiyodre,

2. Benzen, 3. Toluen, 4.Etilbenzen, 5. Propilbenzen, 6. Bltilbenzen.

Buradan géruldigu gibi, degistirilen DMF derisimi araliginda disik sayilabilecek
derigsimler olan % 67 ve % 70 DMF derisimleri ile sentezlenen monolitler
kullanilarak b0tin voltaj degerlerinde alkilbenzenlerin kromatografik ayriminin
basarili sekilde yapilabildigi gérilmektedir. Cizelge 3'te bu monolitler i¢in butin
voltaj degerlerinde elde edilen pik ¢ézUnarligu degerleri, basarih bir kromatografik
ayrimi gbsteren degerlerdir. Ancak yiksek DMF derisimleri ile sentezlenen BMA
monolitlerde, 6zellikle ylksek voltaj degerlerinde, ayirma glcinde belirgin bir
azalmanin oldugu net olarak gérilmektedir (Sekil 4.5). Genelde batin monolitler
icin artan voltaj ile pik ¢6zinUrliginde bir azalma olusmaktadir. Ancak yuksek
DMF dersimleri (% 78 ve % 81) ile sentezlenen monolitlerde hem disik voltaj
degerlerinde elde edilen pik ¢éztnurlUkleri bagil olarak daha distk, hem de artan

voltaj ile pik ¢6zUnurligindeki azalma daha belirgindir.
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Sekil 4.6. % 70 DMF derisimi ile sentezlenen BMA monolit kullanilarak farkl
ACN/pH 7 tamponu oranlart elde edilen alkilbbenzen karigimina ait
elektrokromatogramlar. ACN/5 mM pH 7 tamponu: degisken, Uygulanan voltaj: 15
kV, Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, DAD dedektér, 200 nm, Etkin kolon uzunlugu:
20 cm, Kolon capi: 100 um, Pik sirasi: 1. Tiyolre, 2. Benzen, 3. Toluen,

4 Etilbenzen, 5. Propilbenzen, 6. Bitilbenzen.

Cizelge 4.4. % 70 DMF derigimi ile sentezlenen BMA monoliti kullanilarak,

alkilbenzenlerin kromatografik ayriminda elde edilen pik ¢ézinUrlUk degerleri.

ACN/Tampon  R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(5/4)  R(6/5)
60/40 13.64 2.01 3.66 4.87 6.57
70/30 12.95 1.84 2.35 2.57 4.63
75/25 12.01 1.75 2.11 2.34 3.75
80/20 11.62 1.68 1.97 2.12 2.44

Tampon: 5 mM pH 7 fosfat tamponu, Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, Uygulanan
voltaj: 20 kV, DAD dedektér, 200 nm, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon capi:
100 um, Pik sirasi: 1. Tiyoure, 2. Benzen, 3. Toluen, 4.Etilbenzen, 5.

Propilbenzen, 6. Bltilbenzen.
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Sekil 4.7. % 70 DMF derisimi ile sentezlenen BMA monolitte alikonma faktérinin
ACN derisimi ile degisimi. Enjeksiyon kosullar: 5 kV, 3 s, Uygulanan voltaj: 20 kV,
DAD dedektér, 200 nm, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon ¢api: 100 um

Sentezlenen monolitler icin alikonma faktériinin ACN derisimi ile degisimini
tanimlamak amaciyla, % 70 DMF derisimi ile sentezlenen monolit kullanilarak,
farkli ACN derisimleri iceren mobil fazlar ile alkilbenzenlerin kromatografik ayrimi
calisiimistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.6’da verilmektedir. Elde edilen
kromatogramlar yardimiyla hesaplanan pik ¢dézunarlik degerleri Cizelge 4.4’te ve
bu kromatogramlardan hesaplanan alikonma faktéri diyagramlari ise Sekil 4.7'de
verilmektedir. Buradan goérildiga gibi alikonma faktérid ACN derisimi ile lineer
olarak azalmaktadir. Bu davranis sentezlenen monolitlerin standart ters faz kolonu

formatina uydugunu géstermektedir.
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Sekil 4.8. Farkli DMF derisimi ile sentezlenen BMA monolitlerde alikonma
faktérinin DMF derisimi ile degisimi. ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu: 80/20,
Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, Uygulanan voltaj: 20 kV, DAD dedektdr, 200 nm,
Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon ¢ap1:100 um

Farkli DMF derigsimi ile sentezlenen BMA monolitlerde alikonma faktériintin DMF
derisimi ile degisimi mobil faz olarak 80/20 ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu
kullanilarak incelenmistir. Alkilbenzenlerin kromatografik ayrimi icin elde edilen
alikonma faktéri diyagrami Sekil 4.8’de verilmektedir. Buradan géraldaga gibi
battn DMF  derisimleri ile  hazirlanan  monolitler ile  alkilbenzenlerin

elektrokromatografik ayrimi basarih sekilde yapilabilmektedir.

58



300000
— ] % DMF (v/v)
g —e— 67
£ 250000
= I\ 70

2 200000- = 74
© ] —v— 78
@ 150000 81
® - v :
Q S
S 100000
<z _
S 50000
(O] .
|—
0 T T T T T T
4 8 12 16

Dogrusal akis hizi (cm/dak)

Sekil 4.9. Farkh DMF derisimleri ile sentezlenen BMA monolitlerde teorik tabaka

sayisinin akis hiziyla degisimi (Van-Deemter grafigi). Analit: tiyodre.
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Sekil 4.10. Farklh DMF derisimleri ile sentezlenen BMA monolitlerde teorik tabaka
yUksekliginin akis hiziyla degisimi.
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Farkli DMF derigsimleri ile sentezlenen BMA bazli monolitler icin teorik tabaka
sayisi ve tabaka ylksekliginin akis hizi ile degisimi ise sirasiyla Sekil 4.9 ve Sekil
4.10’da verilmektedir. Goraldugu gibi, teorik tabaka sayisi artan akis hizi ile bir
azalma gobstermektedir. Ancak, yiksek DMF derisimleri ile sentezlenen
monolitlerde bu azalmanin daha bariz oldugu dikkati cekmektedir. Dasik DMF
derigsimleri ile sentezlenen monolitler ile 200.000 tabaka/m ye ulasan teorik tabaka
sayilari veya 5 um’ye kadar disen tabaka yukseklikleri elde edilmigtir. Bu degerler
ayirma verimi yéninden Onerilen gbdzenek vyapici sistem ile sentezlenen
monolitlerin halen mevcut ticari monolitler ile yarisabilir oldugunu géstermektedir.
Yiksek ayirma verimine sahip monolitlerin kullanimi ile, uygulanan voltaj degerinin
3 kat arttinlmasi sonucu kromatografik analiz slresi 3 kat kisaltilabilmekte ve
alkilbenzenlerin  kromatografik aynmi  yaklasik 4 dakikallk bir sdrede
tamamlanabilmektedir. Bu davranis Ustin ayirma yetenegine sahip kapiler
monolitler icin gbzlenebilen tipik bir kromatografik dzelliktir.

Cizelge 4.5. % 74 DMF derisimi ile sentezlenen BMA monolit igin alkilbenzelerde

kromatografik cevabin tekrarlanabilirligi.

Bilesen Analizden analize Gunden gline
tekrarlanabilirlik tekrarlanabilirlik
BSS (%) BSS (%)
Tiyolre 0.73 0.92
Benzen 0.67 0.93
Toluen 0.68 1.15
Etiloenzen 0.65 1.09
Propilbenzen 0.66 1.13
Butiloenzen 1.02 1.25

ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu: 80/20 v/v, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon
cap!: 100 um, DAD dedektér, 200 nm.

Cizelge 4.5’te gbruldtigl gibi hesaplanan tekrarlanabilirlik degerleri 2’den kiguktir.
Bu da BMA monolitik kolonlar ile yapilan alkilbenzen tirevleri analizlerinin
tekrarlanabilirliginin oldugunu géstermektedir.
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Sekil 4.11. Farkh DMF derisimleri ile sentezlenen BMA monolitlerde teorik tabaka
sayisinin DMF derisimi ile deg@isimi. Analit: tiyoUre. Uygulanan voltaj: 10 kV

Sekil 4.11 teorik tabaka sayisinin monolit sentezi icin kullanilan DMF derisimi ile
degisimini géstermektedir. Buradan gorildiga gibi artan DMF derigsimi ile teorik
tabaka sayisinda cok az bir azalma meydana gelmektedir. Bu durum genis bir
DMF derisim aralhigi ile sentezlenen BMA bazli monolitler ile ylksek verimle
elektrokromatografik ayrim yapilabildigini gdstermektedir. Bu durum, &nerilen
DMF/EG gbzenek yapici sistemin BMA monolitler sentezi icin ¢ok uygun oldugunu

gOstermektedir.
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4.2. Trifloroetil metakrilat Bazli Monolitler

4.2.1. Poli(Trifloroetil metakrilat-co-Etilen dimetakrilat) monolitler

LiteratUrde ilk kez flor grubu iceren bir monomer kullanilarak, kapiler monolitlerin
sentezi gerceklestirilmigtir. F grubunun varligi, organik bilesiklerin polaritesinde bir
degdisim meydana getirmektedir. F grubu igeren polimer bazli bir monolitin, akrilik
ve stiren bazli klasik monolitlere gére farkl bir polariteye sahip olacagi agiktir. Bu
nedenle tez kapsaminda F iceren monomer kullanimi ile sentezlenen monolitlerin
kromatografik davraniglari incelenmis ve akrilik ve stiren bazli monolitlere gére
avantaj ve dezavantajlari ortaya konmustur. Flor iceren monomer olarak, 2,2,2-

trifloroetil metakrilat secilmistir.

TFEM monolitlerin kromatografik performanslarinin incelenmesi amaci ile farkl
analitlerin kromatografik ayrimlari denenmistir. Alkilbenzen, fenol, anilin ve benzoik
asit threvlerinin ayrilmalari hedeflenmistir. TFEM monolitlerin morfolojik 6zellikleri

ve kromatografik performanslari bu bélimde tartigiimistir.
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4.2.1.1. Poli(TFEM-co-EDM) monolitlerin karakterizasyonu

Sekil 4.12. Farkli 1AA derigimleri ile sentezlenen TFEM monolitik yapilarin érnek
SEM fotograflari, BlylUtme: Sol stitiin: 2500X, Sag sutin: 5000X,
IAA oranlar (% v/v): (A) 55, (B) 67, (C) 75, (D) 83, (E) 92
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Sekil 4.13. Farkli 1AA derigimleri ile hazirlanan TFEM monolitlerin gézeneklilik

6zelliklerinin gbésteren BET grafikleri.

Cizelge 4.6. Farkli IAA derisimleri ile hazirlanan TFEM monolitlerin 6zgtl ylzey

alani ve gézenek capi degerleri.

% IAA (V/v)

Ozgil ylizey alani (m?/g)

Gdzenek ¢api (nm)

55 14.76 14.50
67 17.89 12.45
75 39.16 6.79
83 29.67 2.49
92 8.82 3.42
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Poli(TFEM-co-EDM) monolitlerin  sentezinde gbzenek vyapici sistem olarak
izoamilalkol ve etilen glikol karigimi kullanilmigtir. Bu sistem ile farkli 1AA
derigsimleri kullanilarak sentezlenen poli(TFEM-co-EDM) monolitlerin 6rnek SEM
fotograflar Sekil 4.12'de verilmektedir. Buradan gorildigu gibi secilen batin 1AA
derigimleri ile, gézenekli formda monolitler elde edilmistir. Bdtin monolitik yapilar
boyutu 1-3 um araliginda degisen agregatlardan meydana gelmektedir. Bu
agregatlar arasina boylari 0.2 — 2.0 um araliginda degisen krater formunda makro-
g6zenekler yer almaktadir. SEM fotograflari, 1AA derisimi ile monolitik yapida,
bariz bir morfolojik degisimin olusmadigini géstermektedir. Ayrica monolitin silika
kapiler duvara iyi bir sekilde yapistigi SEM fotograflarindan gérilmektedir.

Poli(TFEM-co-EDM) monolitlerin gézeneklilik 6zellikleri hem BET ylzey alani ve
g6zeneklilik dlcim sistemi, hem de civali porozimetre kullanilarak tayin edilmistir.
Farkli IAA derigsimleri ile sentezlenen monolitler icin BET ydntemi ile elde edilen
g6zenek dagiim egrileri Sekil 4.13'de verilmektedir. Buradan gérllecegi lzere
batin monolitik yapilardaki mikro-gézenekler 20-120 nm araliginda bulunmaktadir.
Farkh 1AA derigimleri ile hazirlanan poli(TFEM-co-EDM) monolitlerin gbézenek
dagihm egrilerinden hesaplanan 6zgul ylzey alani ve ortalama gbdzenek capi
degerleri Cizelge 4.6'da verilmektedir. Buradan goér0ldigu gibi % 83 IAA
derigsimine kadar, artan IAA derigimi ile 6zgll ylzey alani artmakta, ortalama
mikro-gézenek capi ise kigllmektedir. Ancak % 92 IAA derisimi ile disUk bir 6zgal
ylzey alani ve % 83 IAA derigsimi ile Uretilen monolite kiyasla ylksek bir mikro-

g6zenek capi degeri elde edilmektedir.
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Sekil 4.14. % 83 IAA derisimi ile ve farkli ¢aplara sahip tlplerde sentezlenen
TFEM monolit igin Merklri porozimetresi ile elde edilen gdzeneklilik dagilhmi

grafikleri. (A) 1.5 mm kapiler tlp, (B) 2.5 mm kapiler tip.
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Sekil 4.15. % 55 IAA derisimi ile ve farkli ¢aplara sahip tlplerde sentezlenen
TFEM monolit igin Merkdiri porozimetresi ile elde edilen gdzeneklilik dagilhmi

grafikleri. (A) 1.5 mm kapiler tlp, (B) 2.5 mm kapiler tip.

Poli(TFEM-co-EDM) monolitlerin makrogdzenek yapisi ayrica civa porozimetresi
ile incelenmistir. ki farkli IAA derisimi ile poli(TFEM-co-EDM) monolitler, farkli cap
degerine sahip cam tipler icerisinde sentezlenmis béylece hem IAA derisiminin
hem de monolit capinin makro-gézenek yapisi Uzerine etkisi incelenmistir. % 83
ve % 55 IAA derisimleri ile 1.5 ve 2.5 mm i¢ cap degerine sahip cam tlplerde
sentezlenen monolitik yapilarin civali porozimetre ile elde edilen gézenek dagilim
egrileri sirasiyla Sekil 4.14 ve 4.15’te verilmektedir. Bu egrilerde dikkati ceken en

6nemli 6zellik her iki IAA derisimi ile sentezlenen bitin monolitlerin multimodal bir
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makro-g6zenek yapisina sahip olmalaridir. Sekil 4.14’de goérildigu gibi % 83 I1AA
derisimi ile  sentezlenen poli(TFEM-co-EDM) monolit icin 1.5 ve 2.5 pum
degerlerinde iki farkli gézenek boyutu degerinde gbzenek dagilim egrisinde pikler
g6zlenmistir. Benzer bir yapi % 55 IAA derisimi ile hazirlanan poli(TFEM-co-EDM)
monolit i¢in de gecerlidir. Sekil 4.15’de gérlldagu gibi her iki kolon ¢api icin de 1.5

ve 2.3 um’ de gézenek dagilim egrisinde pikler elde edilmistir.
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Sekil 4.16. Farkli IAA derisimleri ile sentezlenen TFEM monolitlerin geri-basing

akig hizi egrileri. Mobil faz: saf etanol.

Farkh 1AA derisimleri ile sentezlenen monolitlerin geri basing-akis hizi egrileri ise
Sekil 4.16’da verilmektedir. Buradan géruldigu gibi 0-5 pl/dak akig hizi araliginda
dretilen butin monolitler icin geri-basing degeri, akis hiziyla lineer olarak
degismektedir. Artan IAA derisimi ile sabit akis hizinda geri basin¢ degeri
azalmaktadir. Bu davranis SEM ile tespit edilen “krater formundaki makro-g6zenek
sikhginin artis1” bulgusu ile uyumludur.  Bu bulgular (SEM goéruntlleri, BET
sonuglari ve geri-basing egrileri) 1AA/BD gbzenek yapici sisteminde, IAA’ln
makro-g6zenek yapici, BD’Un ise mikro-gbzenek yapici olarak davrandigini ortaya
koymaktadir.

67



3,5 3,6
34+ (Uygulanan voltaj) (kV)
R
9] r _—— L ]
2~ 3,0 " P 32
8w = ~ [
g - / o 'n 30
> 25h 8 B 281+
£% 7 S ]
£ SE
N 2 20k 1=
g % ) 24+
2y 9 X
< o 9 W 22+
o = / x 18
[ L
w LS — o 20
18+
1,0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 6 1 1 1 1 1
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 ’ 40 50 60 70 80
pH Asetonitril derigimi (% v/v)

Sekil 4.17. % 83 IAA derisimine sahip TFEM monolitin (A) pH, (B) ACN derigimine

karsi elektroozmotik mobilite degerleri.

Poli(TFEM-co-EDM) monolitin elektroozmotik davraniginin tanimlanmasi amaciyla
farkli pH ve ACN derisimine sahip mobil fazlar kullanilarak, % 83 IAA derisimi ile
sentezlenen kapiler monolitik kolonun elekiroozmotik mobilite degerleri
hesaplanmistir. Olclimlerde kolon iginde tutulmayan analit olarak tiyolre

kullaniimigtir.

Kolon elektroozmotilk mobilite dederinin mobil faz pH’1 ile degisimi Sekil 4.17°de
verilmektedir. Buradan goérildigu Uzere, 6zellikle pH 4-7 araliginda elektroozmotik
mobilite bariz bir artis gbéstermektedir. Kuvvetli iyonlagan gruplar iceren klasik
akrilik bazli kolonlarda pH'’in elektroozmotik mobilite Uizerine etkisi sinirlidir. Bunun
nedeni, monolitte bulunan sdlfonik asidin glgli asit formunda yani her pH
degerinde kolayca iyonlasabilen 6zellige sahip olmasidir. Ancak, flor bazli kolon
icin  pHIn elektroozmotik mobilite Uzerindeki etkisinin ¢ok bariz oldugu
go6rulmektedir. Bu farkhh davranigin flor grubu igceren monolite 6zgi oldugu

disinUlmektedir.

% 83 IAA derigsimi ile sentezlenen monolit icin elektroozmotik mobiliteye ACN
derisiminin etkisi ise yine Sekil 4.17°de verilmektedir. Burada c¢aligilan btin voltaj
degerlerinde, artan ACN derigsimi ile elektroozmotik mobilitenin azaldigi
g6rilmektedir. Bu sonug artan ACN derisimi ile monolitin iyonik glicindeki olusan

azalma ile agiklanabilir.
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4.2.1.2. Poli(TFEM-co-EDM) monolitlerin kromatografik performanslarinin
incelenmesi

1

(A) |2

3
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Sekil 4.18. Farkli IAA derigimleri ile sentezlenen TFEM monolitler kullanilarak
farkli  voltaj degerlerinde elde edilen alkilbenzen karigimina  ait
elektrokromatogramlar. 1AA derisimleri (% v/v): (A) 67, (B) 83, (C) 92, ACN/5 mM
pH 7 tamponu: 60/40, Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, DAD dedektér, 200 nm,
Kolon boyu: 20 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik sirasi: 1. Tiyolre, 2. Fenol 3. Benzen,

4. Toluen, 5. Etilbenzen, 6. Propilbenzen, 7. Bitilbenzen.
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Farkh 1AA derisimleri ile sentezlenen poli(TFEM-co-EDM) monolitler kullanilarak
alkilbenzen karnigiminin farkli voltaj degerlerinde elekirokromatogramlari elde
edilmigtir. Bu kromatogramlar Sekil 4.18’de verilmektedir. Kromatogramlardan
g6ralduga gibi farkh IAA derisimlerinde hazirlanan poli(TFEM-co-EDM) monolitler
ile uygulanan butin voltaj degerlerinde tam bir kromatografik ayrimin gerceklestigi
g6zlenmektedir. Ancak artan voltaj degeri ile analiz siresi kisalmasina kargin pik
¢b6zundrligunde bir digsme meydana gelmektedir. % 83 IAA derisimi ile hazirlanan
poli(TFEM-co-EDM) monolitte 30 kV voltaj uygulanmasi ile kromatografik ayrim 4
dakika igerisinde tamamlanmaktadir. Bu durum kolonun literatlrdeki diger tir

monolitler ile yarisir nitelikte oldugunu géstermektedir.

4g

MJLuub WMMUUUUL \_/LJ Lm

0 5 10 15 20 0 5 10 15 0 5 10
Zaman (dak.) Zaman (dak.) Zaman (dak.)
60/40 70/30 80/20

Sekil 4.19. % 83 IAA derisimi ile sentezlenen TFEM monolit kullanilarak farkli
ACN/pH 7 tamponu oranlart elde edilen alkilbenzen karigimina ait
elektrokromatogramlar. ACN/5 mM pH 7 tamponu: degisken, Uygulanan voltaj: 10
kV, Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, DAD dedektér, 200 nm, Etkin kolon uzunlugu:
20 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik sirasi: 1. Tiyolre, 2. Fenol, 3. Benzen, 4. Toluen,

5. Etilbenzen, 6. Propilbenzen, 7. Bitilbenzen.
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Cizelge 4.7. % 83 IAA derigimi ile sentezlenen TFEM monoliti kullanilarak,

alkilbenzenlerin kromatografik ayriminda elde edilen pik ¢ézinUrlUk degerleri.

ACN/Tampon  R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(5/4)  R(6/5)  R(7/6)
60/40 4.36 13.74 3.09 2.78 3.33 3.14
70/30 4.96 16.60 2.60 2.14 2.84 3.02
80/20 3.96 12.91 1.54 1.00 1.56 1.45

Tampon: 5 mM pH 7 fosfat tamponu, Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, Uygulanan
voltaj: 10 kV, DAD dedektér, 200 nm, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon capi:
100 um, Pik sirasi: 1. Tiyoure, 2. Fenol, 3. Benzen, 4. Toluen, 5.Etilbenzen, 6.

Propilbenzen, 7. Bltilbenzen.

% 83 IAA derisim ile hazirlanan TFEM monolit igin farkli ACN/Tampon oranlari ile
alinan alkilbenzen karisimina ait elektrokromatogramlar  Sekil  4.19°da
verilmektedir. Bu kromatogramlar yardimiyla hesaplanan pik ¢bzunrligt degerleri
ise Cizelge 4.7°da sunulmaktadir. Gerek sekil 4.19, gerekse Cizelge 4.7’den
g6rialdigl gibi, % 83 IAA derisim ile hazirlanan TFEM monolit kullanilarak disik
ACN/Tampon orani degerlerinde (6zellikle 60/40) daha iyi bir kromatografik ayrim
elde edilmektedir. Bu davranis mevcut akrilik bazli monolitlere gére, TFEM-co-
EDM monolitin énemli bir avantajini olusturmaktadir. Mevcut monolitik kolonlar,
80/20 gibi yUksek solvent igerigine sahip mobil faz varliginda iyi ayirma yetenegine
sahiptir. Oysa, buradan géruldigu gibi florlu monolitik kolon kullanimiyla, mobil faz
icin gerekli solvent ihtiyaci % 20 azaltilmis olmaktadir. Bu 6zellik TFEM monolitin
“green kromatografi’ye daha yakin oldugunu distindirmektedir.
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Sekil 4.20. % 83 IAA derisimi ile sentezlenen TFEM monolitte alikonma
faktériinin ACN derigsimi ile degisimi. Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, Uygulanan
voltaj: 10 kV, DAD dedektér, 200 nm, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon capi:
100 um

Alkilbenzenler icin alikonma faktériiniin mobil fazdaki ACN derisimi ile degisimi %
83 IAA derigimi ile sentezlenen poli(TFEM-co-EDM) monolit kullanilarak
incelenmigtir. Allkonma faktdérinin ACN derisimi ile degisimi Sekil 4.20°de
verilmektedir. Buradan gorildiigu gibi her bir alkilbenzen homologuna ait alikonma
faktért artan ACN derigimi ile azalmaktadir. Disik ACN derisimlerinde alkilbenzen
trevlerinin alikonma faktérleri arasindaki fark daha belirgindir. Bu durum TFEM
bazli monolit kullanilarak dustik ACN derisimleri ile elektrokromatografik ayirmanin

daha iyi yapilabilecegini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.21. Farkli IAA derisimleri ile sentezlenen TFEM monolittlerde alikonma
faktériinin ACN derisimi ile degisimi. Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, Uygulanan
voltaj: 10 kV, DAD dedektér, 200 nm, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon capi:
100 um

Farkh |AA derigimleri ile sentezlenen monolitler i¢in alikonma faktérinin |AA
derisimi ile degisimi ise Sekil 4.21°de verilmektedir. Buradaki alikonma faktérleri
60/40 ACN/Tampon iceren mobil faz ile elde edilmistir. Sekli 4.21°den goérilecedi
Uzere, monolit sentezinde kullanilan IAA derisimi oldukga genis bir aralikta
alikonma faktdri Gzerinde etkili degildir. Bu durum calisilan IAA derigim araliginda
dretilen batin monolitler ile basarili bir elektrokromatografik ayrim yapilabilecegini

ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.22. Farkl IAA derisimleri ile sentezlenen TFEM monolitlerde teorik tabaka

sayisinin akis hiziyla degisimi (Van-Deemter grafigi). Analit: tiyodre.
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Sekil 4.23. Farkl IAA derisimleri ile sentezlenen TFEM monolitlerde teorik tabaka
ylksekliginin akis hiziyla degisimi. Analit: tiyoUre.
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Poli(TFEM-co-EDM) monolitlerin ayirma verimi davranigi analit olarak tiyoire
kullanimi ile incelenmistir. Farkli IAA derisimleri ile sentezlenen poli(TFEM-co-
EDM) monolitlerde teorik tabaka sayisinin ve tabaka yuksekliginin akis hiziyla
degisimi, 60/40 ACN/Tampon orani ile hazirlanan mobil faz i¢in sirasiyla Sekil 4.22
ve 4.23’te verilmektedir. Sekil 4.22 ve 4.23’ten goruldigu gibi % 55 IAA derisimi ile
hazirlanan monolitik kolon ile 280.000 m™' degerine ulasan teorik tabaka sayilari
ve 3 um’a disen tabaka yuUkseklikleri elde edilmistir. Bu degerler literatlirde yer
alan elektrokromatografik ayirmalar dikkate alindiginda oldukg¢a yiksek kolon
verimlerine tekabll etmektedir. Sekil 4.22'den farklh IAA derisimleri ile hazirlanan
batin monolitlerde ayirma veriminin artan akis hiziyla 6énemli bir disds
gOstermedigi dikkati cekmektedir. Yaklasik % 30 oraninda bir dislUs yalnizca %
55 IAA derisimi ile hazirlanan monolit ile gézlenmektedir. Diger monolitlerde disik
akis hizlarinda % 55 IAA derisimi ile sentezlenen monolite kiyasla daha disik
teorik tabaka sayilari elde edilmesine ragmen, kolon veriminin akis hiziyla
degisiminin cok kararli oldugu gériilmektedir. Genelde literatiirde 200.000 m'
degerinin Uzerinde olan teorik tabaka sayilari c¢ok iyi elektrokromatografik
ayirmalari tanimlamaktadir. Elde edilen kolon verimi  davranisi sentezlenen
monolitlerin ticari monolitler ile yarisabilir oldugunu gbéstermektedir. Ylksek
ayirma verimine sahip monolitlerin kullanimi ile, uygulanan voltaj degerinin 3 kat
arttirlmasi  sonucu kromatografik analiz siresi 3 kat kisaltilabilmekte ve
alkilbenzenlerin  kromatografik aynmi  yaklasik 4 dakikallk bir sidrede
tamamlanabilmektedir. Bu davranis BMA bazli monolitlerde oldugu gibi Gstlin
ayirma yetenegine sahip kapiler monolitler icin gézlenebilen tipik bir kromatografik

Ozelliktir.
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Sekil 4.24. Farkh IAA derisimleri ile sentezlenen TFEM monolitlerde teorik tabaka
sayisinin |AA derisimi ile deg@isimi. Analit: tiyotre. Uygulanan voltaj: 10 kV

Sabit voltaj degerinde, monolit sentezinde kullanilan IAA derigiminin kolon
verimine etkisi Sekil 4.24’te gésteriimektedir. Bu grafik 60/40 ACN/Tampon orani
iceren mobil faz kullanilarak, 10 kV analiz voltaji degerinde elde edilmistir.
Buradan gértldagu gibi teorik tabaka sayisi artan |IAA derisimi ile belirli bir dists
g6stermektedir. Bu sonug poli(TFEM-co-EDM) monolit sentezinde hacimce % 55-
75 araliginda IAA iceren gbzenek yapici ¢6zlcU sistemin kullaniimasinin daha

uygun oldugunu géstermektedir.
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Sekil 4.25. % 83 IAA derisim ile hazirlanan TFEM monolitik kolonda fenol
trevlerinin elektrokromatografik ayrimina uygulanan voltaj degerinin etkisi. Mobil
faz: 35/65 v/v ACN/10 mM fosfat tamponu pH 7 veya 8, 22°C, Kolon ¢api:100 pum,
Etkin kolon uzunlugu: 20 cm. Enjeksiyon 5 kV, 3s. 200 nm. pH ve voltaj (kV): (a) 8,
10, (b) 8, 15, (c) 8, 20, (d) 8, 25, (e) 8,30, (f) 7, 25, (g) 7, 30, Pik sirasi: 1. Tiyoure,
2. Katekol, 3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. 3,5-dinitrofenol.

% 83 IAA derisimi ile hazirlanan TFEM monolit ayni zamanda fenollerin de
kromatografik ayriminda kullaniimigtir. Bu ayrim iki pH degeri, 7 ve 8 igin
denenmistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 4.25°te verilmektedir. Buradan
g6rildigu gibi pH 8 degerinde, dislik voltaj degerlerinde iyi bir kromatografik
ayrim elde edilmektedir. YUksek voltaj degerlerine c¢ikildiginda, pH 7 degerinde
kromatografik ayrimin daha iyi gerceklestirildigi gértlmektedir. Ozellikle 30 kV

degerinde analiz 2 dakika gibi ¢ok kisa bir stirede tamamlanabilmektedir.
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Cizelge 4.8. % 83 IAA derisim ile hazirlanan TFEM monolit icin farkh pH

degerlerinde fenol turevlerinin ayriminda voltajin pik ¢ézinurligine etkisi.

pH 7, 10 mM fosfat tamponu, ACN/Tampon: 35/65 v/v.

Voltaj (kV) R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(5/4)
10 3.63 6.33 3.50 255
15 3.12 6.00 2.88 2.31
20 2.23 4.93 2.80 1.98
25 1.98 4.44 2.50 1.88
30 1.89 4.29 2.46 1.72

pH 8, 10 mM fosfat tamponu, ACN/Tampon: 35/65 v/v.

Voltaj (kV) R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(5/4)
10 2.98 4.69 3.18 2.33
15 2.45 3.81 2.50 1.88
20 2.28 3.58 2.25 1.68
25 1.72 2.51 1.39 1.26
30 1.68 1.57 1.32 1.06

Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon capi: 100 um, DAD dedektér 200 nm, Pik

sirasi: 1. Tiyoure, 2. Katekol, 3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. 3,5-dinitrofenol.

Kromatografide basarili bir ayrimin gergeklesmesi igin ¢6zinarlik degerlerinin
1.5’den buylk olmasi beklenir. Fenollere ait farkli pH ve voltaj degerlerinde
hesaplanan c¢b6zinirlik degerleri  kromatografik ayrimin istenilen sekilde
gerceklestiginin géstermektedir (Cizelge 4.8). pH 8 igin yluksek voltaj degerlerinde
bu degerler diusik olmasina karsin kromatogramlardan da goérildigu gibi bu
kosullarda da ayrimin gerceklestigi sGylenebilir.
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Sekil 4.26. % 83 IAA derisim ile hazirlanan TFEM monolitik kolonda anilin ve
benzoik asit tirevlerinin elektrokromatografik ayriminin farkli voltaj ve ACN/10 mM
pH 4.5 fosfat tamponu oranlarinda incelenmesi Kolon ¢api:100 um, Etkin kolon
uzunlugu: 20 cm. Enjeksiyon 10 kV, 5 s, DAD dedektdr 254 nm, Uygulanan voltaj:
20 kV. Pik sirasi: Benzoik asitler: 1. Tiyolre, 2. 4-aminobenzoik asit, 3. p-toluik
asit, 4. 4-iyodobenzoik asit, Anilinler: 1. Tiyolre, 2. 2-nitroanilin, 3. 3-nitroanilin, 4.

2,4-dinitroanilin, 5. 3,5-dinitroanilin.

Anilin ve benzoik asit tlrevleri florlu monolit ile ayrilmak UGzere yUkli analitler
olarak secilmiglerdir. iki farkli ACN/Tampon degerlerinde anilin ve benzoik asit
tirevlerinin ayrimi Sekil 4.26’da gésterilmistir. Bu kromatogramlardan ve Cizelge
4.9'dan goéraldagu gibi iki tar analit grubu igin de disuk ACN/Tampon oraninda
(25/75) daha iyi ayirim gerceklesmistir.
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Sekil 4.27. % 83 IAA derisim ile hazirlanan TFEM monolitik kolonda benzoik asit
ve anilin tdrevlerinin es-zamanl elektrokromatografik ayriminin farkli ACN/10 mM
pH 4.5 fosfat tamponu oranlarinda incelenmesi, Kolon ¢api: 100 um, Etkin kolon
uzunlugu: 20 cm. Uygulanan voltaj: 20 kV, Enjeksiyon 10 kV, 5 s, DAD dedektdr
254 nm, Pik sirasi: 1. Tiyoure, 2. 4-aminobenzoik asit, 3. p-toluik asit, 4. 4-
iyodobenzoik asit 5. 2-nitroanilin, 6. 3-nitroanilin, 7. 2,4-dinitroanilin, 8. 3,5-

dinitroanilin.

Asidik ve bazik analitlerin es-zamanh olarak tek bir analizde ayrimi
gerceklestiriimistir. Kromatogramlardan (Sekil 4.27) ve Cizelge 4.9 daki ¢6zindrlik
degerlerinden g6rildigu gibi bu analitlerin es-zamanl olarak tek bir analizde
basarili bir ayrimi gerceklestirilmistir. 25/75 ACN/Tampon oraninda iyi bir ayrimin
gerceklestigi gbézlenmektedir. Yiksek ACN/Tampon oranlarinda (40/60) 6. ve 7.
piklerin (3-nitroanilin, 2,4-dinitroanilin) ayrilamadigi goérilmektedir. Bu gruptaki
elektrokromatografik deneylerde ACN/Tampon orani ve uygulanan voltaj
degistirilerek, en iyi ayirmanin oldugu elektrokromatogramlar elde edilmeye
calisilmistir. Sekil 4.27°de verilen elektrokromatogramlar poli(TFEM-co-EDM)
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monolitin kullaniimasi ile literatirde ilk kez ayni kolonda anilin ve benzoik asit

tarevlerinin ayrilabildigini géstermistir.

Cizelge 4.9. % 83 IAA derisimi ile sentezlenen TFEM monoliti kullanilarak,
benzoik asitlerin ve anilinlerin kromatografik ayriminda elde edilen pik ¢ézuntrlik

degerleri.

ACN/Tampon VoltajkV) R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(5/4) R(6/5) R(7/6) R(8/7)

25/75 17 1.82 483 263 1.77 229 1.09 2.98
25/75 20 1.73 473 249 2.76 222 1.09 2.95
30/70 20 1.63 462 249 279 222 1.09 2.58
35/65 20 1.57 454 245 291 1.85 1.00 2.45
40/60 10 1.73 510 244 410 1.97 0.00 2.95
40/60 20 146 450 217 3.49 1.72  0.00 2.39

Mobil faz: ACN/10 mM pH 4.5 fosfat tamponu, Efektif kolon uzunlugu: 20 cm.
Kolon ¢api: 100 um, DAD dedektér 254 nm, 1. tiyolre, 2. 4-aminobenzoik asit, 3.
p-toluik asit, 4. 4-iyodobenzoik asit, 5. 2-nitroanilin, 6. 3-nitroanilin, 7. 2,4-

dinitroanilin, 8. 3,5-dinitroanilin.

Benzoik Asitler Anilinler
ACN/Tampon R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(5/4)
25/75 1.85 7.74 4 .81 11.82 212 1.19 2.95
40/60 1.81 3.73 1.82 11.55 1.62 0.00 2.20

Mobil faz: ACN/10 mM pH 4.5 fosfat tamponu, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm. Kolon
capl: 100 um, DAD dedektér 254 nm, Pik sirasi: Benzoik asitler: 1. TiyoUre, 2. 4-
aminobenzoik asit, 3. p-toluik asit, 4. 4-iyodobenzoik asit. Anilinler: 1. tiyoure, 2. 2-
nitroanilin, 3. 3-nitroanilin, 4. 2,4-dinitroanilin, 5. 3,5-dinitroanilin.
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Sekil 4.28. % 83 IAA derisimi ile sentezlenen TFEM monolitte yUkli analitler igin
alikonma faktéranin ACN derisimi ile degisimi. Enjeksiyon kosullari: 10 kV, 5 s,

Uygulanan voltaj: 20 kV, DAD dedektér, 254 nm, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm,
Kolon ¢api: 100 pm.

ACN/Tampon oraninin ydkli analitlerin alikonma faktérleri Gzerindeki etkisi Sekil
4.28’de verilmektedir. Bu sekilden goérllecegi gibi kullanilan ACN/Tampon oranlari
araliginda 3-nitroanilin ve 2,4-nitroanilin haric bu analitlerin es-zamanh ayrimi
gerceklestirilebilmektedir. Bdylece, benzer calismalara gére daha disik ACN
derisimlerinde anilin ve benzoik asit tlrevlerinin es-zamanl olarak tek bir analizde

ayrilabilecegi g6sterilmistir. (Ping, G. et al, 2004)
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Cizelge 4.10. % 83 |AA derigimi ile sentezlenen TFEM monolit icin alkilbenzelerde

kromatografik cevabin tekrarlanabilirligi.

Analizden analize Glnden gline
Bilesen tekrarlanabilirlik tekrarlanabilirlik
BSS (%) BSS (%)
Tiyolre 0.21 1.39
Fenol 0.47 1.45
Benzen 0.52 1.23
Toluen 0.57 1.31
Etilbenzen 0.65 1.30
Propilbenzen 0.64 1.29
Butilbenzen 0.64 1.19

ACN/ 5 mM pH 7 fosfat tamponu: 60/40 v/v, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon
cap!: 100 um, DAD dedektér, 200 nm.

Poli(TFEM-co-EDM) monolit i¢in kromatografik cevabin tekrarlanabilirligi ise
Cizelge 4.10'da sunulmaktadir. Bu degerler alkilbenzen tirevleri iceren analit
karisimiyla ve % 83 IAA derigsimi ile sentezlenen monolitik kolon kullanilarak elde
edilmigtir. Gortldiga gibi analizden analize tekrarlanabilirlik % 1, glinden glne
tekrarlanabilirik de % 1.5 degerinin altinda bulunmaktadir. Bu sonuglar,
poli(TFEM-co-EDM) monolitlerin kromatografik analizlerin glvenle

elektrokromatografika analizde kullanilabilecegini gdstermektedir.
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4.2.2. Poli(Trifloroetil metakrilat-co-Propargil akrilat—co-Etilen dimetakrilat)
monolit

Tezin bu béliminde monolitin kolon duvarina yapismasi igin kullanilan klasik
duvar modifikasyon prosediri yerine ‘Kolay baglanma’ bazli yeni bir yéntem
6nerilmistir. Bir 6nceki bélimde anlatilan TFEM monolitlerden % 83 IAA derisimi

ile sentezlenen monolit segilmigtir.

Bu monolitin morfolojik yapisi ve kromatografik performansi bu bélimde
tartigiimistir.

4.2.2.1. Poli(TFEM-co-PA-co-EDM) monolitin karakterizasyonu

T

- 10,00 Y tgnal A = 5L g 10

Sekil 4.29. TFEM-co-PA-co-EDM monolitik yapinin 6rnek SEM fotograflari,
Buyutme: (A) 2500X, (B) 5000X, (C) 10000X.
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Sekil 4.30. TFEM-co-PA-co-EDM monolitik yapinin gézeneklilik &zelliklerini

gbsteren BET grafigi.

Cizelge 4.11. TFEM-co-PA-co-EDM monolitik yapinin 6zgil ylzey alani ve

g6zenek ¢api degerleri.

Ozgil yiizey alani (m?/g)

Gdzenek ¢api (nm)

17.50

5.327
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Sekil 4.31. TFEM-co-PA-EDM monolitin geri-basin¢ akis hizi egrileri. Mobil faz:
saf etanol.

SEM gdrintllerinden (Sekil 4.29) goérildigu gibi  poli(TFEM-co-PA-co-EDM)
monolitin  kapiler kolon duvarina yapigsmasinin istenilen sekilde oldugu
g6zlenmektedir. Bu durum o6nerilen yeni kolon duvar modifikasyonunun uygun
oldugunu gbéstermektedir. Bu monolit bélim 4.2 de anlatilan TFEM monolitler
icerisinde % 83 IAA derisimine sahip monolitin regetesine PA’'In eklenmesi ile
sentezlenmigtir. Yani ayni gbzenek yapici oranina sahiptir. PA’In monolitin
yapisina girmesi ile ve kolon duvarina yapigsma kimyasinin degismesi ile kolonda
morfolojik olarak degisimler gdzlenmektedir. Boélim 4.2’de anlatlan TFEM
monolite gére mikro-gbzenek ortalama c¢api artmis ve bu gbzeneklerin hacimce
miktar1 0.03 cc/g dan 0.06 cc/g a yukselmistir (Sekil 4.30, Cizelge 4.11). Bu da
mikro-gézenek miktarinin acikga arttigini  gésterir. Dolayisiyla geri-basing

egrisinden de gérildigu gibi 5 ul/dak icin 75 bar civarinda olan basing degeri 100
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bar civarina ¢ikmistir (Sekil 4.31). Bu da kolonda daha siki bir yapinin olustugunu

gOsterir.

W
!

[
|

Elektroozmotik mobilite,
;,LEOFX1O8 m*V's™
v

Sekil 4.32. TFEM-co-PA-EDM monolitin pH a karsi elektroozmotik mobilite
degerleri.

Bu kolona ait elektroozmotik mobilitenin bélim 4.2’de anlatilan TFEM monolitle
ayni davranigi gosterdigi gértlmektedir (Sekil 4.32). Dolayisiyla ayni yorumlar bu
monolit icin de gecerlidir. Ancak bu monolitte elektroozmotik mobilite degerlerinde
hafif bir azalma gérilmektedir. Bunun sebebi olarak monolit yapisina katin PA’in
monolit ylzeyinde bulunan silfonik asit gruplarinin iyonlasmasini kismen etkiledigi

sdylenebilir.
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4.2.2.2. Poli(TFEM-co-PA-EDM) monolitin kromatografik performansinin
incelenmesi
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Sekil 4.33. TFEM-co-PA-EDM monolit kullanilarak farkli voltaj degerlerinde elde
edilen alkilbenzen karisimina ait elektrokromatogramlar. ACN/5 mM pH 7
tamponu: 60/40, Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, DAD dedektér, 200 nm, Kolon
boyu: 20 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik sirasi: 1. Tiyolre, 2. Katekol, 3. 3-nitrofenol
4. Benzaldehit, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etiloenzen, 8. Propilbenzen, 9.

Butilbenzen.
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Cizelge 4.12. TFEM-co-PA-EDM monolit kullanilarak, alkiloenzenlerin

kromatografik ayriminda farkli voltajlarda elde edilen pik ¢ézinUrlUk degerleri.

VoltajkV) R(2/1) R(3/2) R@4/3) R(54) R(6/5) R(7/6) R(@8/7) R(9/8)

10 3.25 5.24 5.60 10.28 4.87 5.07 5.33 5.43
15 3.19 5.19 5.36 9.82 4.77 4.93 5.52 5.17
20 2.50 3.95 4.46 8.60 4.24 4.39 4.83 4.87
25 2.35 3.86 4.40 8.27 3.97 417 4.73 4.82
30 2.35 3.86 4.00 8.08 3.90 3.86 4.57 4.61

ACN/5 mM pH 7 tamponu: 60/40, Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, DAD dedektér,
200 nm, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik sirasi: 1. Tiyodre,
2. Katekol, 3. 3-nitrofenol 4. Benzaldehid, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8.
Propilbenzen, 9. Bltilbenzen.

Sekil 4.33 ve Cizelge 4.12 alkilbenzen ve fenol tlrevleri karigimiyla alinan
kromatogramlarla uygun ayrimin gerceklestirildigini géstermektedir. TFEM monolit
yapisini  PA’nin girmesi monolitin  hidrofobisitesini  degistirmistir. Bdylece
kromatogramlara fazladan 2 analitin daha katilmasi saglanmistir. Alinan bu
kromatogramlar uygulanan yeni kolon modifikasyon prosedlrtinin kolonun

hidrofobisitesinin degistirilebilmesi icin kullanilabilecegini géstermektedir.
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Sekil 4.34. TFEM-co-PA-EDM monolit kullanilarak farkli ACN/5 mM pH7 fosfat
tamponu degerlerinde elde edilen alkilbenzen karisimina ait
elektrokromatogramlar. Uygulanan volataj: 20 kV, Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s,
DAD dedektér, 200 nm, Kolon boyu: 20 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik sirasi: 1.
Tiyoure, 2. Katekol, 3. 3-nitrofenol 4. Benzaldehit, 5. Benzen, 6. Toluen, 7.

Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9. Bltilbenzen.
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Cizelge 4.13. TFEM-co-PA-EDM monolit kullanilarak, alkiloenzenlerin
kromatografik ayriminda farkli ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu oranlarinda elde
edilen pik ¢dzunarlik degerleri.

ACN/Tampon R(21) R(3/2) R(4/3) R(5/4) R(6/5) R(7/6) R(8/7) R(9/8)

60/40 250 3.95 4.46 8.60 4.24 4.39 4.83 4.87
65/35 1.70 2.48 2.73 3.82 1.90 1.91 2.31 2.47
70/30 1.63 2.08 2.70 3.48 1.73 1.71 2.00 2.13
75/25 1.52 1.75 2.61 2.87 1.24 1.09 1.31 1.35
80/20 1.50 1.59 2.55 2.61 1.05 0.89 1.02 1.12

Uygulanan voltaj: 20 kV, Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, DAD dedektér, 200 nm,
Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon capi: 100 um, Pik sirasi: 1. Tiyolre, 2.
Katekol, 3. 3-nitrofenol 4. Benzaldehid, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8.

Propilbenzen, 9. Bltilbenzen.

Poli(TFEM-co-PA-co-EDM) monolit igin farkli ACN/Tampon oranlari ile alinan
alkilbenzen karisimina ait elekirokromatogramlar Sekil 4.34’de verilmektedir. Bu
kromatogramlar yardimiyla hesaplanan pik ¢6zinirliglu degerleri ise Cizelge
4.13’'te sunulmaktadir. Gerek sekil 4.34, gerekse Cizelge 4.13’ten gérildigu gibi,
TFEM-co-PA monolit kullanilarak diisik ACN/Tampon orani degerlerinde (6zellikle
60/40) daha iyi bir kromatografik ayrim elde edilmektedir. Bu davranis mevcut
akrilik bazli monolitlere gére, TFEM-co-PA monolitin bélim 4.2°de anlatilan TFEM

monolitlerde oldugu gibi 6nemli bir avantajini olusturmaktadir.
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Sekil 4.35. TFEM-co-PA-EDM monolitte alikkonma faktérinin ACN derigimi ile
degdisimi. Enjeksiyon kosullari: 5 kV, 3 s, Uygulanan voltaj: 20 kV, DAD dedektér,
200 nm, Etkin kolon uzunlugu: 20 cm, Kolon ¢api: 100 um

TFEM-co-PA  monolit ile farkli  ACN/Tampon oranlan ile elde edilen
kromatogramlar yardimiyla hesaplanan alikonma faktérlerinin ACN derisimi ile
degisimi Sekil 4.35’de verilmektedir. Bu grafik disik ACN/Tampon oranlari ile

kromatografik ayrimin daha basarili oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.36. TFEM-co-PA-EDM monolitte teorik tabaka sayisinin ve teorik tabaka
ylksekliginin akis hiziyla degisimi. Analit: tiyoUre.

TFEM-co-PA monolit igin teorik tabaka sayisi ve teorik tabaka yiksekligi degerleri
bdlim 4.2°de anlatilan % 83 IAA derisimi ile sentezlenen TFEM monolit ile asagi
yukari ayni miktardadir (Sekil 4.36). Bu kolon duvar modifikasyon isleminin
kolonun verimi agisindan zararli olmadigini géstermektedir. Diger acidan bu
degerler literatlrdeki diger tir monolitik kolonlarla yarigabilir niteliktedir. Bbylece
hem kolon duvar modifikasyonunun hem de PA ile TFEMin

kopolimerlestiriimesinin uygun oldugu gdésterilmistir.
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4.3. (Polietilen glikol)fenileter akrilat Bazli Monolitler

Bu bélimdeki deneylerde, ilk kez polietilen glikol (PEG) bazli bir monomer
kullanilarak, kapiler monolitlerin sentezi gerceklestirilmistir. Polietilen glikol
zincirinin  varligi, monolit polaritesinde bir artis meydana getirmektedir. Bbylece
polar formdaki monolitlerin sentezi ve kromatografik performanslarinin belirlenmesi

hedeflenmistir.

Pr-OH derisimi ve AMPS derisimi olmak Uzere iki ayri degiskenin degistiriimesi ile
PEGPEA monolit sentezleri gergeklestiriimistir. BMA bazli monolitler igin
literatlirde tanimlanmis bir gézenek yapici sistemi olan Pr-OH/BD sisteminde Pr-
OH derigimi ancak % 58-62 (v/v) araliginda degistirildigi durumda CEC igin
kullanima uygun gdzeneklilik ve mobil faz gegirgenligine sahip monolitler elde
edilebilmektedir. Bu 6zellik gbéz 6ndne alinarak, PEGPEA bazli monolitlerde
nispeten daha genis bir aralik % 62-69 v/v kullaniimigtir. ikinci grubu olusturan
Ucli deney setinde ise, monolitin negatif yUklU gruplarini iceren bilesen olan AMPS
derigsimi agirlikga % 0.3 ile % 0.9 aralidinda degistiriimistir. Monolit sentezinde
AMPS derisiminin % 1’in Uzerine c¢ikariimasi ile elde edilen monolitlerin ayirma
glctinde énemli azalmanin oldugu literatirde gdsterilmistir. Bu nedenle % 1'in

Uzerindeki derisim degerleri denenmemistir.
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4.3.1. Poli(PEGPEA-co-EDM) monolitlerin karakterizasyonu

M RN e B Bpadedll  lesplede

Sekil 4.37. Farkli Pr-OH derigimleri ile sentezlenen PEGPEA monolitik yapilarin
6rnek SEM fotograflari, Baylutme: 5000X, Pr-OH oranlari (% v/v): (A) 62, (B) 66,
(C) 69.

95



Sekil
g6zenekKlilik dzelliklerinin gdsteren BET grafikleri.
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4.38. Farkli Pr-OH derisimleri ile hazirlanan PEGPEA monolitlerin

Cizelge 4.14. Farkli Pr-OH derisimleri ile hazirlanan PEGPEA monolitlerin 6zgul

yUzey alani ve gézenek ¢api degerleri.

PR-OH % (v/v)  Ozgiil ylizey alani (m%g)

Gdzenek ¢api (nm)

62 4.72
66 5.32
69 9.27

7.07
6.83
3.41
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Sekil 4.39. Farkh Pr-OH derigimleri ile sentezlenen PEGPEA monolitlerin geri-
basing akis hizi egrileri. Mobil faz: saf etanol.

Farkli Pr-OH derisimleri ile sentezlenen monolitlerin SEM fotograflari Sekil 4.37°de
verilmektedir. Genelde hidrofobik formda alkil metakrilatlar ile yapilan monolit
sentezlerinde Pr-OH derisiminin artigi ile monolitin agregat boyutu énemli élctide
kGcUlmektedir. Ancak PEGPEA gibi hidrofilik bir monomer varliginda ise tam ters
yénde bir etki olusmakta ve artan Pr-OH derisimi ile agregat boyutunda ve buna
bagll olarak, mikro-gbézenek hacminde azalma krater formunda makro-g6zenek

boyutunda belirgin bir artis meydana gelmektedir (Sekil 4.38, Cizelge 4.14).

Basing egrilerinden (Sekil 4.39) gérildigu Gzere, daha disuk agregat boyutuna
sahip olan monolitte, sabit akis hizinda daha ylksek geri-basing degeri
g6zlenmektedir. Makro-g6zenekliligi daha digik olan ve daha siki bir yapiya sahip
olmasi gereken bir monolitik yapi i¢in bu davranis dogaldir.
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Sekil 4.40. % 69 (v/v) Pr-OH derisimine sahip PEGPEA monolitin (A) pH, (B)

Asetonitril derisimine kars! elektroozmotik mobilite degerleri.

Sekil 4.40’ta gbéraldigu gibi elektroozmotik mobilite pH ile kayda deger bir degisim
g6stermemektedir. Bu durum PEGPEA bazli monolitlerin genis bir pH araliginda
kullanilabilecegini géstermektedir. Artan ACN derisimi ile elektroozmotik mobilite
degerinin azalmasi dogaldir. Cinkii ACN derigsiminin artisi ile monolitik yapidaki
yUklIU gruplarin iyonizasyon yeteneg@i ve buna bagl olarak monolitik yapinin Zeta
Potansiyeli azalmakta ve kendisiyle dogru orantili olan elektroozmotik mobilitenin

azalmasini gerektirmektedir.
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Sekil 4.41. Farkli AMPS derigimleri ile sentezlenen PEGPEA monolitik yapilarin
6rnek SEM fotograflari, Blyttme: 5000X, AMPS oranlari (% w/w): (A) 0.3, (B) 0.6,
(C) 0.9.

99



0,03

% AMPS (w/w)
°® —v— 0.9
Vk e 06
—_— °
: 'v!v \.
-87 \v\ .\.
S 0,01- v
> R
© V\y\ \.\ °
Vvv'\./ e e
'\\v“v\!
0,00 e
1 10 100

Gbzenek capi (nm)

Sekil 4.42. Farkhh AMPS derisimleri ile hazirlanan PEGPEA monolitlerin

g6zenekKlilik dzelliklerinin gdsteren BET grafikleri.

Cizelge 4.15. AMPS derisimleri ile hazirlanan PEGPEA monolitlerin 6zgtl ytzey

alani ve gézenek capi degerleri.

AMPS % (w/w)  Ozglil ylizey alani (m?/g) Gdzenek capl (nm)
0.3 4.54 7.10
0.6 5.32 6.83
0.9 5.43 6.30
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Sekil 4.43. Farkh AMPS derigimleri ile sentezlenen PEGPEA monolitlerin geri-

basing akis hizi egrileri. Mobil faz: saf etanol.

Farkh AMPS derigimleri ile elde edilen monolitlerin SEM fotograflari ise Sekil
4.41’de verilmektedir. Sekil 4.41’de yer alan fotograflardan, AMPS derigiminin
degisimi ile agregat ve makro-gbzenek boyutunda bariz bir degisim
algilanmamaktadir. Farkli AMPS derigimleri ile sentezlenen monolitlerin BET
egrileri, ylzey alani deg@erleri ve geri-basin¢ akis hizi iligkileri ise sirasiyla Sekil
4.42, Cizelge 4.15 ve Sekil 4.43’te verilmektedir. Buradan gérildigu Uzere, daha
distk AMPS derisimi ile elde edilen monolitte, sabit akis hizi i¢gin daha disuk geri
basing degerleri elde edilmistir. Bu durum, disik AMPS derisimi ile elde edilen
monolitte, makro-gézenek yogunlugunun daha ytksek olduguna isaret etmektedir.
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Sekil 4.44. % 0.3 (w/w) AMPS derisimine sahip PEGPEA monolitin (A) pH, (B)

Asetonitril derisimine kars! elektroozmotik mobilite degerleri.

Sekil 4.44’te gbruldigu gibi elektroozmotik mobilite pH ile kayda deger bir degisim

g6stermemektedir. Bu durum PEGPEA bazli monolitlerin genis bir pH araliginda

kullanilabilecegini gdstermektedir. Artan ACN derisimi ile elektroozmotik mobilite

degerinin azalmasi dogaldir. Cinkii ACN derisiminin artisi ile monolitik yapidaki

yUklG gruplarin iyonizasyon yetenegdi ve buna bagl olarak monolitik yapinin zeta

potansiyeli azalmakta ve kendisiyle dogru orantili olan elektroozmotik mobilitenin

azalmasini gerektirmektedir.
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4.3.2. Poli(PEGPEA-co-EDM) monolitlerin kromatografik performanslarinin

incelenmesi
(A)
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Sekil 4.45. Farkli Pr-OH derisimleri ile Gretilen PEGPEA monolitler icin farkh voltaj
degerlerinde alinan elektrokromatogramlar: Pr-OH derigimleri: (A) 62, (B) 69,
ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu orani: 75/25, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon
cap!: 100 um, Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD dedektdr, 200 nm, Pik sirasi: 1. Tiyodre,
2. Katekol, 3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8.
Propilbenzen, 9. Bltilbenzen.
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Cizelge 4.16. Farkli PR-OH derisimleri ile tretilen PEGPEA monolitler icin farkli
voltaj degerlerinde alinan elektrokromatogramlardan hesaplanan ¢6zindrlik

degerleri.

%Pr-OH R(211) R(3/2) R(4/3) R(5/4) R(6/5) R(7/6) R(8/7) R(9/8)

62 5.71 2.32 3.36 3.56 2.22 2.48 3.08 3.70
66 4.73 1.57 1.87 3.03 1.72 2.24 3.03 3.03
69 5.72 2.36 3.00 3.85 2.21 2.73 3.14 3.39

ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu: 75/25, Uygulanan voltaj: 15 kV, Enjeksiyon: 5 kV,
3 s, DAD dedektdr, 200 nm, Kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik
sirasl: 1. Tiyolre, 2. Katekol, 3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7.

Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9. Bitilbenzen.

Pr-OH %: 66

Voltaj (kV) R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(5/4) R(6/5) R(7/6) R(8/7) R(9/8)

10 514 1.84 2.00 3.09 1.96 2.27 3.05 3.43
15 473 157 1.87 3.03 1.72 2.24 3.03 3.03
20 3.60 1.47 1.69 2.94 1.69 2.13 2.52 2.72
25 3.07 1.33 1.53 2.66 1.71 1.79 2.41 2.52
30 3.00 1.11 1.55 2.49 1.59 1.77 2.32 2.52

ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu: 75/25, Enjeksiyon: 5 kV, 3 s, DAD dedektér, 200
nm, Kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik sirasi: 1. Tiyodre, 2. Katekol,
3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9.

Butilbenzen.
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Pr-OH %: 69

Voltaj (kV) R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(5/4) R(6/5) R(7/6) R(8/7) R(9/8)

10 6.38 2.38 3.52 4.22 2.32 2.77 3.45 3.73
15 572 2.36 3.00 3.85 2.21 2.73 3.14 3.39
20 5.67 2.22 2.81 3.42 1.86 2.23 2.55 2.85
25 547 2.21 2.80 3.31 1.84 2.15 2.53 2.85
30 491 207 2.61 3.27 1.76 2.11 2.51 2.78

ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu: 75/25, Enjeksiyon: 5 kV, 3 s, DAD dedektér, 200
nm, Kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik sirasi: 1. Tiyodre, 2. Katekol,
3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9.

Butilbenzen.

Farkli Pr-OH derigsimleri ile Uretlen PEGPEA monolitler icin farkli voltaj
degerlerinde alinan elektrokromatogramlar Sekil 4.45'te verilmektedir. Burada
6rneklendigi gibi tiyolre, benzen ve fenol tlrevlerini iceren 9 bilesenli analit
karisiminin kromatografik ayrimi batin Pr-OH derigimleri ile Gretilen monolitler ile
basarili bir sekilde yapilabilmigtir. Bu ayrimin 10-30 kV aralidinda batin voltaj
degerlerinde yapilabilmesi énemli bir Gstlnliktar. Farkli Pr-OH derigimleri ile
dretlen PEGPEA  monolitler igin  farkli  voltaj degerlerinde alinan
elektrokromatogramlardan hesaplanan ¢ézinurlik degerleri ise Cizelge 4.16te
verilmektedir. Goruldigu gibi farkli Pr-OH derisimleri ile Gretilen monolitler igin elde
edilen pik ¢6ézinurlik degerleri arasinda énemli bir farklilk mevcut degildir. Bittn
¢O6zUnUrlik degerleri, basarili bir kromatografik ayrim icin esik deger olarak kabul

edilen 1.5 degerinin tzerindedir.
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Sekil 4.46. Farkli Pr-OH derisimleri ile sentezlenen PEGPEA monolitler ile disik
voltaj degerinde alinan elektrokromatogramlar. Uygulanan Voltaj: 15 kV, ACN/5
mM pH 7 fosfat tamponu orani: 75/25, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api:
100 um, Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD dedektér, 200 nm, Pik sirasi: 1. Tiyolre, 2.
Katekol, 3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8.
Propilbenzen, 9. Bltilbenzen.
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Sekil 4.47. Farkh Pr-OH derigimler ile sentezlenen PEGPEA monolitler ile ylksek
voltaj degerinde alinan elektrokromatogramlar. Uygulanan Voltaj: 30 kV, ACN/5
mM pH 7 fosfat tamponu orani: 75/25, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, ID: 100 um,
Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD dedektér, 200 nm, Pik sirasi: 1. Tiyodre, 2. Katekol, 3.
Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9.

Butilbenzen.

Sabit kromatografik kosullarda, farkli Pr-OH derisimleri ile elde edilen monolitlerin
davranigi ise karsilastirmali olarak Sekil 4.46 ve Sekil 4.47°de verilmektedir. Bu
karsilastirmalar dislk ve ylksek voltaj degerleri olarak kabul edilebilecek 15 ve 30
kV degerlerinde yapilmaktadir. Buradan da gérildigu gibi calisilan aralikta Pr-OH
derigsimlerinin degistiriimesi ile pik ¢ézUnirliginde énemli bir degisim meydana
gelmemektedir. Ancak artan Pr-OH derisimi ile kromatografik ayrimin daha hizli
olarak gerceklestigi, bir baska deyimle toplam analiz sdresinin kisaldigi

g6rilmektedir.
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Sekil 4.48. PEGPEA monolitler icin alikonma faktérinin Pr-OH derisimi ile
degisimi. Uygulanan voltaj: (A) 15 kV, (B) 30 kV, ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu
orani: 75/25, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um, Enjeksiyon: 5 kV,

3s, DAD dedektor, 200 nm.

PEGPEA monolitler icin alikonma faktériiniin Pr-OH derigimi ile degisimi ise Sekil
48'de verilmektedir. Buradan, caligilan aralikta Pr-OH derigiminin gerek disik,
gerekse ylUksek voltaj degerleri ile elde edilen alikonma faktérleri Gzerinde cok
etkili olmadigi sdylenebilir. Elde edilen ayirma faktérlerinin secilen her Pr-OH
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derisimi ile ayirma yetenegine sahip PEGPEA bazli monolit sentezinin

yapilabildigini géstermektedir.
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Sekil 4.49. Farkh Pr-OH derisimleri ile sentezlenen PEGPEA monolitler icin teorik
tabaka sayisi ve teorik tabaka yUksekliginin mobil faz akis hizi ile degisimi. Analit:
Tiyoure, Uygulanan voltaj araligi: 10-30 kV, ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu orani:
75/25, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, ID: 100 um, Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD
dedektdr, 200 nm, DAD dedektér, 200 nm.

Sekil 4.49'dan go6r0ldigu Uzere yiksek Pr-OH derisimi ile sentezlenen
monolitlerde daha ylksek ayirma verimine karsilik gelen yiksek teorik tabaka
sayisl ve diuslk tabaka yUksekligi degerleri elde edilmektedir. Bu durum, Pr-OH
derisiminin artmasi Gzere yapida makro-gézenek sikhdinin artmasi ve bdylece
konvektif tasinimin 6nemli hale gelmesi ile agiklanabilir. Konvektif tasinim
varliginda kolon icerisinde daha iyi bir kitle transferinin saglanmasi, ayirma
veriminde artigi saglamaktadir. Bu arada dikkati ceken énemli bir 6zellik, en
yiiksek Pr-OH derisimi ile teorik tabaka sayisi 265.000 m™ olan monolitlerin elde
edilmis olmasidir. Bu deger, alkil metakrilat bazli bilinen monolitlerin ayirma

verimlerinin Uzerindedir. PEGPEA gibi, klasik alkil metakrilat bazli monomerlere
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kiyasla daha hidrofilik bir yapinin segilmesi, alkilbenzen tirl analitlerin kolondan
daha hizli gecisini saglamakta, bu durum ise ayirma veriminin artisini
saglamaktadir.
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Sekil 4.50. Farkli AMPS derisimleri ile Gretilen PEGPEA monolitler icin farkh voltaj
degerlerinde alinan kromatogramlar: Monolit tart: (A) 0.3, (B) 0.9, ACN/fosfat
tamponu orani: 75/25, pH 7, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um,
Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD dedektér, 200 nm, Pik sirasi: 1. Tiyodre, 2. Katekol, 3.
Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9.
Butilbenzen.
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Cizelge 4.17. Farkh AMPS derigimleri ile tretilen PEGPEA monolitler icin farkli
voltaj degerlerinde alinan elektrokromatogramlardan hesaplanan ¢6zindrlik
degerleri.

%AMPS R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(5/4) R(6/5) R(7/6) R(8/7) R(9/8)

0.3 5.71 2.18 2.91 3.85 2.40 2.66 3.02 3.32
0.6 4.73 1.57 1.87 3.03 1.72 2.24 3.03 3.03
0.9 4.84 1.92 2.92 2.51 2.00 2.58 2.47 2.93

ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu: 75/25, Uygulanan voltaj: 15 kV, Enjeksiyon: 5 kV,
3 s, DAD dedektdr, 200 nm, Kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik
sirasl: 1. Tiyolre, 2. Katekol, 3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7.
Etiloenzen, 8. Propilbenzen, 9. Bitilbenzen.

AMPS %: 0.6

Voltaj (kV) R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(54) R(6/5) R(7/6) R(8/7) R(9/8)

10 5.14 1.84 2.00 3.09 1.96 2.27 3.05 3.43
15 4.73 1.57 1.87 3.03 1.72 2.24 3.03 3.03
20 3.60 1.47 1.69 2.94 1.69 2.13 2.52 2.72
25 3.07 1.33 1.53 2.66 1.71 1.79 241 2.52
30 3.00 1.11 1.55 2.49 1.59 1.77 2.32 2.52

ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu: 75/25, Enjeksiyon: 5 kV, 3 s, DAD dedektér, 200
nm, Kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik sirasi: 1. Tiyodre, 2. Katekol,
3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9.

Butilbenzen.
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AMPS %: 0.9

Voltaj (kV) R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(5/4) R(6/5) R(7/6) R(8/7) R(9/8)

10 5.32 2.00 3.28 2.55 2.09 2.58 2.58 3.17
15 4.84 1.92 2.92 2.51 2.00 2.58 2.47 2.93
20 4.68 1.80 2.80 2.44 1.91 2.27 2.47 2.70
25 3.91 1.52 2.38 2.18 1.74 2.23 2.18 2.57
30 4.12 1.56 2.40 2.11 1.64 2.18 2.04 2.51

ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu: 75/25, Enjeksiyon: 5 kV, 3 s, DAD dedektér, 200
nm, Kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik sirasi: 1. Tiyoure, 2. Katekol,
3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9.

Butilbenzen.

Farkli AMPS derisimleri ile elde edilen PEGPEA monolitler ile 10-30 kV araliginda
voltaj degerleri kullanilarak elde edilen elektrokromatogramlar Sekil 4.50’de
6rneklenmektedir. Burada gdzlenen davranis AMPS derisiminin % 0.9 degerine
yUkseltimesi ile sentezlenen monolitin diger monolitlere kiyasla disik ayirma
glcline sahip oldugudur. Farkli AMPS derisimleri ile elde edilen PEGPEA
monolitler ile 10-30 kV araliginda voltaj degerleri kullanilarak elde edilen
elektrokromatogramlar yardimiyla hesaplanan ¢ézinirlik degerleri ise Cizelge
4.17’de verilmektedir.
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Sekil 4.51. Farkli AMPS derisimleri ile sentezlenen PEGPEA monolitler ile disik
voltaj degerinde alinan kromatogramlar. Uygulanan voltaj: 15 kV, ACN/5 mM pH 7
fosfat tamponu orani: 75/25, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um,
Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD dedektér, 200 nm, Pik sirasi: 1. Tiyodre, 2. Katekol, 3.
Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9.
Butilbenzen.
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Sekil 4.52. Farkli AMPS derisimleri ile sentezlenen PEGPEA monolitler ile ylksek
voltaj degerinde alinan elektrokromatogramlar. Uygulanan voltaj: 30 kV, ACN/5
mM pH 7 fosfat tamponu orani: 75/25, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api:
100 um, Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD dedektér, 200 nm, Pik sirasi: 1. Tiyolre, 2.
Katekol, 3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8.

Propilbenzen, 9. Btilbenzen.

Sabit kromatografik kosullar icin, AMPS derisiminin monolitin kromatografik
davranigina etkisi ise Sekil 4.51 ve 4.52°'de verilmektedir. Buradan artan AMPS
derisimi ile ayirma glcinde olusan azalma gerek dislk, gerekse yiksek voltaj
degerlerinde, net olarak gérulebilmektedir.
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Sekil 4.53. Farkli AMPS derisimleri ile sentezlenen PEGPEA bazli monolitler igin
alikonma faktérinin AMPS derisimi ile degisimi. ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu
orani: 75/25, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um, Enjeksiyon: 5 kV,
3s, DAD dedektér, 200 nm, Uygulanan voltaj: 20 kV.

Farkh AMPS derigimleri ile sentezlenen PEGPEA bazli monolitler igin alikonma
faktérinin AMPS derisimi ile degisimi ise Sekil 4.53’te verilmektedir. Bu grafikten
artan AMPS derisiminin alikonma faktdriinde hafif bir azalmaya neden oldugu
gb6rulmektedir. Artan AMPS derigimi ile monolitin yUkIG grup igeriginin artmasi,
buna bagli olarak elekroozmotik mobilite degerinin yUkselmesi gerekir.
Elektroozmotik akis degerinin yikselmesi anlamina gelen bu etki analitlerin kolonu
daha hizli gegmesini saglamakta ve bu durum alikonma faktérinin azalmasina

neden olmaktadir.
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Sekil 4.54. Farklh AMPS derisimleri ile sentezlenen PEGPEA monolitler icin teorik
tabaka sayisi ve teorik tabaka yUksekliginin mobil faz akis hizi ile degisimi.
Uygulanan voltaj araligi: 10-30 kV, ACN/5 mM pH 7 fosfat tamponu orani: 75/25,
Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um, Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD
dedektdr, 200 nm.

Farkli AMPS derisimleri ile sentezlenen monolitler igin teorik tabaka sayisi ve
tabaka ytksekliginin mobil faz akis hizi ile degisimi ise Sekil 4.54’te verilmektedir.
Buradan goéraldiga gibi AMPS derisiminin artmasiyla teorik tabaka sayisi degeri
azalmaktadir. Burada belirtiimesi gereken énemli nokta, en disik AMPS derisimi
ile sentezlenen PEGPEA monolit icin teorik tabaka sayisinin 280.000 m'
degerinin Uzerinde olmasidir. Bu deger son yillarda kapiler monolitik kolonlar igin

rapor edilmis en ylksek ayirma verimi degerlerinden biridir.
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Sekil 4.55. PEGPEA monolit ile farkh analitler igin teorik tabaka sayisinin akis
hiziyla degisimi. Monolit tirG: (A) % 69 Pr-OH derisimi ile sentezlenen monolit, (B)
% 0.3 AMPS derisimi ile sentezlenene monolit. ACN/5 mM pH 7fosfat tamponu
orani: 75/25, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, ID: 100 um, Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD
dedektdr, 200 nm.
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PEGPEA bazli monolitlerin teorik tabaka sayisinin analit tir( ile degisimini
drnekleyebilmek amaciyla, her iki deney grubundan en iyi ayirma performansina
sahip monolitler secilmistir. Bu degisim Sekil 4.55’te gbsteriimektedir. Goruldigu
gibi her iki monolit icin de analit hidrofobisitesinin artisi ile kolon veriminde belirgin

bir azalma meydana gelmektedir.
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Sekil 4.56. % 69 Pr-OH derisimi kullanilarak sentezlenen PEGPEA monolit igin
farkhh ACN/5 mM pH 7 fosfat tampon oranlar ile alinan kromatogramlar.
Uygulanan voltaj: 20 kV, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon c¢api: 100 um,
Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD dedektér, 200 nm, Pik sirasi: 1. Tiyodre, 2. Katekol, 3.
Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9.

Butilbenzen.
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Sekil 4.57. % 0.3 AMPS derisimi kullanilarak sentezlenen PEGPEA monolit icin
farkhh ACN/5 mM pH 7 fosfat tampon oranlarn ile alinan kromatogramlar.
Uygulanan voltaj: 20 kV, Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon c¢api: 100 um,
Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD dedektér, 200 nm, Pik sirasi: 1. Tiyodre, 2. Katekol, 3.
Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9.
Butilbenzen.
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Cizelge 4.18. En iyi kromatografik performansa sahip PEGPEA monolitler
kullanilarak farkh  ACN/Tampon oranlari ile alinan elektrokromatogramlar

yardimiyla hesaplanan pik ¢c6ztntrligu degerleri.

% Pr-OH: 69

ACN/Tampon R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(5/4) R(6/5) R(7/6) R(8/7) R(9/8)

60/40 6.72 3.33 3.83 5.58 3.82 4.70 5.85 6.53
70/30 6.44 2.92 3.20 4.91 2.46 288 353 413
75/25 5.72 2.36 3.00 3.85 2.21 2.73 3.14  3.39
80/20 5.47 2.11 2.68 2.86 1.49 1.69 213 224

Tampon: 5 mM pH 7 fosfat tamponu, Voltaj: 15 kV Enjeksiyon: 5 kV, 3 s, DAD
dedektdr, 200 nm, Kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik sirasi: 1.
Tiyotre, 2. Katekol, 3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen,

8. Propilbenzen, 9. Bitilbenzen.

% AMPS: 0.3

ACN/Tampon R(2/1) R(3/2) R(4/3) R(5/4) R(6/5) R(7/6) R(8/7) R(9/8)

60/40 6.28 2.91 3.64 5.45 4.00 4.83 6.00 6.67
70/30 6.04 2.18 3.09 4.00 2.55 2.83 3.54 3.60
75/25 5.71 2.18 2.91 3.85 2.40 2.66 3.02 3.32
80/20 4.91 1.43 2.31 2.15 1.25 1.41 1.71 1.90

Tampon: 5 mM pH 7 fosfat tamponu, Voltaj: 15 kV Enjeksiyon: 5 kV, 3 s, DAD
dedektdr, 200 nm, Kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um, Pik sirasi: 1.
Tiyoure, 2. Katekol, 3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5. Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen,
8. Propilbenzen, 9. Bitilbenzen.
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PEGPEA bazli monolitlerin ayirma davranisinin kromatografik kosullar ile
degdisimini inceleyebilmek amaciyla her iki deney grubunda en iyi ayirma
performansini  sergileyen monolitler  secilerek, &ncelikle mobil fazdaki
ACN/Tampon orani ile monolitlerin ayirma davranigi incelenmistir. Her iki monolit
ile, farkh ACN/Tampon oranlari ile alinan elektrokromatogramlar sirasiyla Sekil
4.56 ve Sekil 4.57°de, bu kromatogramlar yardimiyla hesaplanan pik ¢ézunrligu
degerleri ise Cizelge 4.18'de verilmektedir. Cizelge 4.18'den gbzlenen bu
davranig, Sekil 4.58’de verilen alikonma faktérleri tarafindan da dogrulanmaktadir.
Sekil 4.58’den de g6rildigu gibi disik Asetonitril derisimlerinde daha basarili
ayrimlar gerceklesmektedir.
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Sekil 4.58. PEGPEA monolitler igin alikonma faktérinin ACN derigimi ile degigimi.
Monolit tard: (A) % 69 Pr-OH derisimi ile sentezlenen monolit, (B) % 0.3 AMPS
derigimi ile sentezlenen monolit, Uygulanan voltaj: 20 kV, Tampon: 5 mM pH 7,
Etkin kolon uzunlugu: 25 cm, Kolon ¢api: 100 um, Enjeksiyon: 5 kV, 3s, DAD
dedektér, 200 nm, Pik sirasi: 1. Tiyoure, 2. Katekol, 3. Fenol, 4. 3-nitrofenol, 5.
Benzen, 6. Toluen, 7. Etilbenzen, 8. Propilbenzen, 9. Bitilbenzen.
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5. SONUCLAR

Monolit Sentezi ve Karakterizasyonu

Literatirden farkli bir gbzenek yapici sistem kullanilarak farkli yizey
morfolojilerine ve ylizey polaritelerine sahip poli(BMA-co-EDM) monolitler
sentezlenmigtir. Sentez asamasinda kullanilan bu yeni gbzenek yapici
sisteminde DMF/EG orani degistirilerek farkli gézeneklilikte monolitler elde
edilmistir. Bu monolitlerin ylizey morfolojileri Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) ile, gbézenekKlilik 6zellikleri Brunauer-Emmet-Teller (BET) cihazi ile

incelenmigtir.

Farkh yUzey morfolojilerine Ozelliklere ve ylzey polaritelerine sahip
hidrofobik  poli(TFEM-co-EDM) monolitler  sentezlenmigtir. Sentez
asamasinda gbdzenek yapici sistemindeki IAA/BD orani degistirilerek farkl
g6zenekKlilikte monolitler elde edilmistir. Bu monolitlerin ylizey morfolojileri
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile, gbzeneklilik 6zellikleri Civa

Porosimetri ve Brunauer-Emmet-Teller (BET) cihazi ile incelenmistir.

‘Click chemistry’ temelli yeni kolon duvari modifikasyon yéntemi énerilmistir.
Onerilen bu yéntem kullanilarak poli(TFEM-co-PA-co-EDM) monolit
sentezlenmistir. Bu monoliti yiizey morfolojisi Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) ile, gbézenekKlilik 6zellikleri Brunauer-Emmet-Teller (BET) cihazi ile

incelenmigtir.

Farkh ytuzey morfolojilerine ve ylzey polaritelerine sahip poli(PEGPEA-co-
EDM) monolitler sentezlenmistir. Sentez asamasinda gbzenek vyapici
sistemindeki Pr-OH/BD orani ve EOF’un olusmasini saglayan sulfonik asit
grubu iceren AMPS monomer miktari degistirilerek fakli gdzeneklilikte ve
farkll ylzey kimyasal yapisina sahip monolitler elde edilmistir. Bu monoliti
yluzey morfolojisi Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile, gdzeneklilik
6zellikleri Brunauer-Emmet-Teller (BET) cihazi ile incelenmigtir.

123



Monolitik kolonlarin kromatografik performanslarinin incelenmesi

e Onerilen yeni gdzenek yapici sistemiyle gegirgen poli(BMA-co-EDM)
monolitler  elde  edilebilmigtir. Bu monolitlerin kromatografik
performanslarinin incelenmesi amaci ile alkilbenzen tirevlerinin ayrimi
denenmistir. Her bir kolondan elde edilen kromatogramlar ile énerilen yeni
g6zenek yapici sisteminin (DMF/EG) poli(BMA-co-EDM) monolitler
sentezlemek icin uygun oldugunu gdéstermistir. 4 dakika icerisinde
alkilbenzen tiirevlerinin ayrimi gerceklestirilmistir. 250.000 m™' ‘e kadar
clkan teorik tabaka sayilari elde edilmistir. Bu degerler literatlrdeki
poli(BMA-co-EDM) monolitlerle yarigabilecek degerlerdir.

e Literatirde ilk kez flor grubu iceren bir monomer kullanilarak, kapiler
monolitlerin sentezi gergeklestiriimistir. F grubunun  varligi, organik
bilesiklerin polaritesinde bir degisim meydana getirmektedir. F grubu igeren
polimer bazli bir monolitin, akrilik ve stiren bazl klasik monolitlere gére
farkli bir polariteye sahip olacagi aciktir. Bu nedenle tez kapsaminda F
iceren monomer kullanimi ile sentezlenen monolitin kromatografik davranisi
incelenmis ve akrilik ve stiren bazli monolitlere gére avantaj ve
dezavantajlari ortaya konmustur. Flor iceren monomer olarak, 2,2,2-
trifloroetil metakrilat (TFEM) secilmistir. Sentezlenen bu monolitlerle farkli
analit gruplari (alkilbenzen, fenol, benzoik asit, anilin tlrevleri) icin elde
edilen kromatogramlar poli(TFEM-co-EDM) monolitlerin  akrilik bazl
monolitler icerinden 6nemli bir yere sahip olacagini gdstermektedir. 4
dakika igerisinde alkilbenzen tlrevleri, 2 dakika icerisinde fenol tirevleri, 9
dakika icerisinde ise hem asidik hem de bazik olan analitler iceren karigsim
ayrilmistir. Kromatogramlardan elde edilen teorik tabaka sayilari 280.000
m™ ‘e ulasmaktadir. Bu deger literatiirdeki degerlerin (izerindedir.

e ‘Kolay baglanma’ (Click chemistry) bazli yeni duvar modifikasyon ydntemi
kullanilarak sentezlenen poli(TFEM-co-PA-co-EDM) monolit ile alkilbenzen
ve fenol tlrevleri iceren 9'lu bir karisim basarili sekilde ayrilmigtir. Klasik

duvar modifikasyon yoéntemi kullanilarak sentezlenen (TFEM-co-EDM)
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monolit ile ayni teorik tabaka sayilarina sahip olmakla birlikte farkh
polariteye sahip olmasindan dolayr 9lu bir karisim ayrilabilmistir.
Sentezlenen bu monolit ile 9lu kangim 12 dakika igerisinde ylUksek
¢b6zundrlik degerlerine sahip olarak ayrilabilmistir.

ilk kez polietilen glikol (PEG) bazli bir monomer kullanilarak, kapiler
monolitlerin sentezi gergeklestirilmigtir. Polietilen glikol zincirinin  varhigi,
monolit polaritesinde bir artis meydana getirmektedir. Béylece polar
formdaki monolitlerin  sentezi ve kromatografik performanslarinin
belirlenmesi saglanabilmistir. Pr-OH derisimi ve AMPS derisimi olmak Uzere
iki ayr degiskenin degistiriimesi ile PEGPEA monolit sentezleri
gerceklestirilmistir. BMA bazli monolitler igin literatirde tanimlanmis bir
g6zenek yapici sistemi olan Pr-OH/BD sisteminde Pr-OH derisimi ancak %
58-62 (v/v) araliginda degistirildigi durumda CEC icin kullanima uygun
g6zeneklilik ve mobil faz gecirgenligine sahip monolitler elde
edilebilmektedir. Bu 6zellik géz énine alinarak, PEGPEA bazli monolitlerde
nispeten daha genis bir arallk % 62-69 v/v kullaniimistir. ikinci grubu
olusturan Uc¢lU deney setinde ise, monolitin negatif yukli gruplarini iceren
bilesen olan AMPS derisimi agirlikca % 0.3 ile % 0.9 araliginda
degistiriimigtir.  Monolit sentezinde AMPS derigsiminin % 1’in (zerine
cikarilmasi ile elde edilen monolitlerin ayirma glicinde énemli azalmanin
oldugu literatlirde gosterilmistir. Bu nedenle % 1’in (zerindeki derigim
degerleri denenmemistir. Alkilbenzen ve fenol tlrevlerini iceren 9lu bir
karisimin 3 dakika gibi kisa bir sUre icerisinde kromatografik ayrimi basarili
bir sekilde gerceklestirilmistir. En yliksek Pr-OH derisimi (% 69) ile ve % 0.3
AMPS derigimi ile hazirlanan monolitlerde sirasiyla teorik tabaka sayisi igin
265.000 ve 285.000 m” degerleri edilmistir. PEGPEA gibi, klasik alkil
metakrilat bazli monomerlere kiyasla daha hidrofilik bir yapinin segilmesi,
alkilbenzen tir0 analitlerin kolondan daha hizli gegisini saglamakta, bu

durum ise ayirma veriminin artisini saglamaktadir.
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