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BBMA : Butilakrilat-butilmetakrilat-metakrilik asit kopolimer Na" tuzu

Brij 30 : Lorilpoli(oksietilen)siilfat
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CAPS : 3-[cyclohexylamino]-1propanesulphonic acid

CD : Cyclodextrin

CE : Capillary Electrophoresis

CEC : Capillary Electrochromatography

CGE : Capillary Gel Electrophoresis

CGE : Capillary Gel Electrophoresis

CHES : 2-(siklohekzilamino)etanstilfonik asit

CITP : Capillary Isotachophoresis

Cl : Cloride

CMC : Critical Micellar Concentration

Co-Pzq : [Oktakis-(2-trimetilamonyummetiltio)porfirazinatokobalt]okta-
iyodat

CPBr : Cetylpyridinium Bromide

CTAB : Cetyltrimethylammonium Bromide

CZE : Capillary Zone Electrophoresis

dOH : Dihidroksit

DEHP : Di(2-ethylhexyl)phosfate

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

DMF : Dimetil Formamid

DMSO : Dimetil Sulfoksit

DOSS : Dioktil Siilfosiiksinat

DS : Dekstran Stilfat

EG : Etilenglikol

EKC : Electrokinetic Chromatography

EOA : Elektroosmotik Akig

Elvacite-2669  : Poli-(metilmetakrilat-etilakrilat-metakrilik asit)

EOM - Elektroosmotik Mobilite

EPA : Environmental Protection Agency

EPM : Electrophoretic Mobility

EtOH : Etanol

FA : Formamid

GC : Gas Chromatography

H : Hidrojen

HDMB : Hekzadimetrin Bromiir

HPLC : High Performance Liquid Chromatography
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PEI
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: Polyacrylamide Gel Electrophoresis
: Poliaromatik Hidrokarbonlar
: Poly Diode Array
: Polietilenimin
: Polietilenoksit
: Poli sodyum 10-andesilenat
: Reversed Phase Liquid Chromatography
: Relative Standart Deviation
: Saniye
: Stlfobitileter
. Standart Deviation
: Sodyumdodesilbenzen Siilfonat
: Sodyumdeoksikolat
: Sodyumdodesilsilfat
: Sodyum taurodeoksikolat
: Sodyumtetradesilsiilfat
: Silisyum
: Silisyumhidroksit
: Tetraklorobenzen
: Hekzaklorobenzen
: Tetrahekzilamonyum
: Tris(hdiroksimetil)aminometan
: Tetrahekzilamonyum perklorat
: Tetrahidrofuran
: Tetraoktil Amonyum
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TRIS : Tris(hidroksimetil)Jaminometan

UV-GB : Ultraviyole-Goriiniir Bolge
vb : Ve benzeri

VK - Elektron-verme Kapasitesi
YAM : Yiizey Aktif Madde
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NOTRAL AROMATIK VE iZOMERIK AROMATIK BILESIKLERIN
ELEKTROKINETIK KROMATOGRAFI YONTEMI ILE AYIRIMI VE
TAYINI

OZET

Poliaromatik hidrokarbonlarn (PAH) ve klorlu aromatik bilegiklerin g¢evrede
bulunma siklif1 ve insan saglif1 iizerindeki zararli etkileri nedeniyle bu bilegikler,
pek ¢ok alanda 6n plana ¢ikmakta ve bunlarn bir karigtimdan aynilarak tayinleri de
onem kazanmaktadir. Kapiler zon elektroforez, iyonik analitlerin ayrilmasinda etkin
bir tekniktir. Yiikleri olmayan nétral analitler elektroosmotik akig ile dedektore
siiriikleneceklerinden ayrilamazlar. Kapiler elektroforez (CE) ile iyonik olmayan
bilesiklerin ayrilmast i¢in, tampon iginde bir yiikli tagtyici ile etkilegmeleri gerekir.
Iyonik olmayan bilegiklerin bu yontemle ayrilmasinda en etkin teknik misel
elektrokinetik kromatografi (MECK) teknigidir. Ancak ¢ok smirlt ¢oztintrlikleri ve
hidrofobik ozellikleri nedeniyle PAH'lar misel faz ile su fazi arasinda dagilim
gostermez. Buna karsiikk, PAH'larin bazi monomerik ylzey aktif maddeler ile
solvofobik etkilesim gosterdigi bilinmektedir. PAH'larin elektrokinetik kromatografi
ile ayrilmasinda ¢ok az sayida yiizey aktif maddenin etkisi aragtinlmgtir.

PAH'lara benzer sekilde, benzer elektroforetik mobiliteye sahip aromatik konumsal
izomerik maddeler de CE yonteminde, elektrolite ilave edilen ve izomerlerle farh
elektrostatik, hidrofobik, hidrojen baglanma veya dipol-dipol etkilegimleri gosteren
maddelerle segimlilikleri degistirilerek ayrilabilir.

Bu ¢aligmada, PAH'lann ve aromatik izomerlerin ayirim i¢in, bu maddelerle farkli
etkilegsimlerde bulunabilecek yiizey aktif ve polielektrolit ozellikli bilegikler
kullamlarak, CE'de yeni ayirim ve tayin yontemleri geligtirilmistir. Bir anyonik ve iki
farkli katyonik yiizey aktif madde, sirasiyla, sodyum dodesilbenzen siilfonat (SDBS),
setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) ve setilpridinyum bromir (CPBr) organik
¢ozicii eglifinde kullamlarak 8 PAH ve ili¢ aromatik bilesifin aym anda bagarih
ayinmi gergeklestirilmigtir. Aromatik anyon izomerlerinin aymm igin kuarternize
[Oktakis(2-trimetilamonyumetiltiyo)porfirazinatokobalt]-oktaiyodiir (Co-Pzq) iyonu,
fenol izomerlerinin ayirimi i¢in de hekzadimetrin bromiir (Polibren) polielektroliti
kullanilmugtir.
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SEPARATION AND DETERMINATION OF NEUTRAL AROMATIC AND
ISOMERIC AROMATIC COMPOUNDS BY ELECTROKINETIC
CHROMATOGRAPHY

SUMMARY

Due to the abundance of polyaromatic hydrocarbons (PAHs) and chlorinated
isomeric aromatic compounds in the environment and their adverse health effects to
which they have been linked, these compounds have been the focus of considerable
attention in a number of areas including chemical separations. Capillary zone
electrophoresis (CZE) is a high-efficiency separation technique for ionic analytes.
Due to the lack of charges, nonionic analytes migrate with electroosmotic flow and
separation cannot be performed. In order to separate nonionic compounds in
capillary electrophoresis (CE), an interaction with a charged carrier in the buffer
should be provided. The most common technique to separate nonionic compounds is
micellar electrokinetic chromatography (MEKC). Because of very limited
solubilities, highty hydrophobic solutes like the groups of PAHs cannot show any
partition between micellar phase and aqueous solution. However, there is a
solvophobic association between PAHs and some charged surfactant monomers. The
solvophobic effects of very few surfactants on the electokinetic separation of PAHs
have been studied.

Like PAHs, positional isomers of aromatic anions can be separated in CE using
additives causes selectivity change and resolution of positional isomers having same
" electrophoretic mobility, not only due to electrostatic interaction but also due to a
combination of other effects like hydrophobicity, hydrogen bonding, dipole-dipole
interactions.

In the present study, we evaluated a new CE method that is suitable for the
separation and analysis of PAHs and other aromatic isomers, using different
modifiers like surfactants and polyelectrolytes. A successful separation of 8 PAHs
and 3 aromatic compounds was achieved at the same time by using one anionic and
two different cationic surfactants, sodiumdodesylbenzene sulphonate (SDBS),
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) and cetylpyridinium bromide (CPB) with
the addition of organic solvent, respectively. Quaternized [Octakis(2-
trimethylammoniumethyltio) porphyrazinatocobalt]-octaiyodite (Co-Pzq) ion was
used for the separation of isomers of aromatic anions and hexadimethrine bromide
(Polybrene) polyelectrolyte was used for the separation of isomers of phenols.
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1. GIRIS

Kapiler elektroforez (CE), aywrmamn gok yiiksek voltaj altinda ve kapiler silika
kolonlarda gergeklestirildigi, temeli klasik elektroforeze, cihaz dizayn: geligmis sivi

ve gaz kromatografi sistemlerine dayanan yeni bir analitik ayirma teknigidir.

Tayinin analiz sirasinda yapilabilmesi, birgok farkh tayin tekniklerinin kullanmimina
olanak saglamasi, yiksek ayinm verimi (10>-10° teorik plaka sayisi) elde ediliyor
olmasi, nicel ve nitel analize olanak saglamasi, kolay metod olugturulabilir olmast,
¢ok az madde tiiketimi ve ekonomik kapiler kolonlarla Li iyonundan DNA'ya kadar
¢ok genis bir spektruma uygulanabilir olmasi, CE tekniginin avantajlanidir.

CE'in ¢aligma amacina bagh olarak kullanilan farkli teknikleri igerisinde, misel
elektrokinetik kromatografi ile nétral molekillerin aynimasi ya da kapiler jel
elektroforez teknigi kullanilarak ozellikle biyomolekiillerin biiyiikliiklerine gore
ayrilmasi miimkiin olmaktadir. Temeli ayirma elektrolitine katilan farkli ilavelerle,
ayitmu  saglanacak analitlerin farkli etkilesimlerine dayanan CE teknigi ise,
elektrokinetik kromatografi (EKC) olarak isimlendirilmektedir.

Bu galigmada, EKC teknigi kullamlarak galisma elektrolitine yukli tastyic1 katki
maddeleri ilave edilerek, noétral ve hidrofobik oOzellikteki PAH kangimlarinin,
klorobenzoik asit, naftalen sulfonik asit ve fenol izomerlerinin ayirimi
gerceklestirilmigtir. Bu amagla, PAH'larn ayirimu igin tampon katki maddesi olarak
bir anyonik ve iki farkli katyonik ylizey aktif madde, sirastyla, sodyumdodesilbenzen
siilfonat (SDBS), setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB) ve setilpridinyum bromiir
(CPBr) kullamilmigtir. PAH'lar yiizey aktif madde monomerleri ile etkileserek yiik
kazanmiglardir. Bu etkilesim, hem farkli halka sayisina sahip hem de aym halka
sayisindaki izomerler arasinda farkli oldugundan 1-5 halka sayisina sahip 8 farklt
PAH ve 3 aromatik madde kangiminin aymmu gercgeklestirilebilmigtir. Aromatik

anyon  izomerlerinin  aymrimi i¢in de kuarternize [Oktakis(2-



trimetilamonyumetiltiyo)porfirazinatokobalt]-oktaiyodir (Co-Pzq) iyonu, fenol

izomerleri igin hekzadimetrin bromiir (Polibren) polielektroliti kullanilmugtir.

Ayinnm mekanizmasi, PAH molekiilleri ile katki maddeleri arasinda gergeklesen
solvofobik, -1 ve n-m etkilegimleri ile agiklanabilir. Caligmamizda elde edilen
sonuglar, bu etkilesimlerin PAH molekiillerindeki halka sayisi ve katki maddesi
konsantrasyonunun artigt ile arttigimi gostermektedir. Bunlarin yamsira, aromatik
anyon izomerlerinin aywiminda iyon-gifti etkilesimleri ve pK, degerleri de

onemlidir.



2. TEORIK BOLUM

2.1. Kapiler Elektroforez

2.1.1. Tarihge

Yiikli tiirlerin, bir elektrik alan varliginda gog¢ etmesine dayali bir analiz teknigi olan
elektroforez, ilk kez 1930'larda Arne Tiselius tarafindan U seklindeki kuartz tiiplerde

protein kangimlarini ayirmak igin kullantlmistar [1].

1967'de ilk kez Hjertén tarafindan agik tiipte elektroforez diizenegi olugturulmustur.
Bu ilk ¢aligmada, 1-3 mm i¢ ¢apl: tiipler kullamlarak birgok protein, inorganik iyon,

niikleik asit ve mikroorganizmanin ayirimi bagariyla gergeklestirilmigtir [2].

Ozellikle biyokimya alaminda protein ve niikleik asit karnigimlarini ayirmanin énemi,
1970'lerin  sonlarina dogru poliakrilamid jel ve sodyumdodesilstilfat (SDS)-
poliakrilamid jel yapilarinin kegfedilmesini ve bu yapilanin kullamldig: poliakrilamid
jel elektroforez (PAGE) ve SDS-PAGE tekniklerinin geligmesini saglamigtir [3].

Virtanen [4] ve daha sonra Mikkers [5] elektroforezi, 200 um i¢ ¢aphi cam ve
teflondan yapilmig kapilerlerle gergeklestirmiglerdir. 1980'erin baginda Jorgenson ve
Lucaks 75 pm i¢ ¢apl silika kapilerler kullanarak teknigi gelistirmis ve Jorgenson
CE'in teorisini geligtirerek, CE'in bir analitik teknik olarak giiciinii ortaya koymugtur
[6].

1980'lerden giiniimiize dek CE teknolojisindeki biyitk gelismeler sonucu bugiin
sanayi ve aragtirma kuruluglarimin biiyiikk bir kismuinda kalitatif ve kantitatif
analizlerde CE teknigi kullanilmaktadir.

Tayinin analiz aninda yapilabilmesi, birgok farkli tayin yonteminin kullanulmaya
baglanmasi, analizlerin 25-100 pm i¢ ¢apa sahip kapilerler kullanilarak
gergeklestirilebilmesi, enjeksiyonda nanolitre mertebesinde 6rnek hacmi kullamiliyor
olmasi, yitksek aymm verimi (10°-10° teorik plaka sayisi), nicel ve nitel analiz

yapilabiliyor olmasi, tekrarlanabilirlik, kolay metot olugturulabilir olmasi, yiiksek



segicilige sahip birgok tiiriiniin olusu ile birlikte CE, giinimiizde yaygin olarak
kullamlan ve teknolojisini hizla ve siirekli ileriye tagiyan bir analiz yontemi halini
almigtir. Son zamanlarda giral ayirimlar tizerindeki ¢aligmalar ile ilag sanayisinde ve

genomik aragtirmalarda 6nde gelen analitik cihaz olarak kullamlmaktadir.

2.1.2, Cahiyma Prensibi

Diger tiim elektroforetik tekniklerde oldugu gibi, CE'de de ytikli tirler bir elektrik
alan varliginda sahip olduklar yiik/biyiiklik oranina bagli olarak ayrilirlar. CE'de bu
ayirma iglemi, silika kapilerler kullanilarak gergeklestirilir. Uygulama alanina bagli
olarak farkli uzunluk ve i¢ ¢apa sahip kapilerler mevcuttur. Yaygin olarak 20-100 cm
uzunlugunda, 10-100 um i¢ ¢apl kapilerler kullanilir.

/ i

Kapiler kolon A s

Tampon ¢dzelti kaplan
Sekil 2.1. CE'in sematik gosterimi.

Sekil 2.1'de de gorildugi gibi; CE cihazi £30 kV'luk voltaj uygulayabilen bir yiiksek
voltaj kaynag, bu kaynaga bagl: iki platin elektrot, bu elektrotlarla temasta bulunan
elektrolit ¢ozelti kaplar, bu ¢ozeltilere batirilmig ve bir dedektor igerisinden gegirilen
kapiler kolon ve analiz sonuglarinin toplandig: bir bilgisayardan olugmaktadir.

CE'de galiyma esnasinda ilk olarak kapiler kolon igerisinden elektrolit g¢ozelti
gecirilir. Daba sonra, tampon kabi ile 6rmek kabinin yer degistirmesiyle 6rnek
enjeksiyonu yapilir ve uygulanan yiiksek voltaj varliinda olugan elektrik alanda
ornek igerisindeki herbir tlirlin yiik/blyiklik oramindaki farklilifa goére farkls
zamanlarda dedektore ulagmalan ile aymnm gerceklesmis olur. Ayirimin gergeklestigi
silika kapiler kolonun yapist Sekil 2.2'de gésterilmigtir.
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Sekil 2.2. Silika kapiler kolonun genel yapisi.

Kapiler kolonun galigmaya baglanmadan 6nce kuvvetli bir alkali ¢ozelti ile aktive
edilmesi gerekir. Bu iglemin amact; SiOH yapisindaki H" gruplarimi disosiye etmek
ve kapiler kolonun i¢ yiizeyini elektriksel olarak yiiklemektir. Sekil 2.3'de SiO
gruplarimn kapilerin i¢ yiizeyinde olusturdugu (-) yilkklenme gériilmektedir.

i 1

Sekil 2.3. Silika yapisindaki H' gruplarmin disosiyasyonu.

Kapiler kolondan elektrolit ¢dzeltinin gegirilmesi ile elektrolit ¢ozeltinin (+) yiikleri

ile SiO™ gruplan arasindaki elektrostatik etkilesim sonucu kapilerin i¢ yiizeyinde (+)
yiikk yogunlugu olugturulmus olur (Sekil 2.4).

Boylece, kapiler duvarinda bir potansiyel fark: olusur. Bu potansiyel farkina, zeta

potansiyeli ad1 verilir ve £ sembolii ile gosterilir [7].

Ormnek enjeksiyonu ve voltaj uygulamasi ile (+) yik yogunlugu katoda dogru
yonlenir ve kapiler kolon igerisinde anotdan katoda dogru kendiliginden bir akig
meydana gelir. Buna elektroosmotik akis (EOA) ad1 verilir ve bu akig elektroosmotik
mobilite (EOM) ile belirlenir.



Sekil 2.4. Kapiler kolon igerisinde olugan + yiik yogunlugu.

Bu akiga bagli olarak yiikii ne olursa olsun her tir katoda dogru hareketlenir.
Katyonlar katoda, anyonlar anoda dogru elektroforetik mobiliteleri (EPM) ile hareket
ederler. Buna bagli olarak; her tiirin yonlendigi elektroda dogru olan hiz,
yiik/biuytklik oramna gore degisir. Kiigik ve yiitkii fazla olan tiirler, biiyiikk ve daha
az yiikla tiirlere oranla yonlendikleri elektroda dogru biiyiik bir elektroforetik
mobilite kazanirlar. Ancak; elektroosmotik akis hizina karst koymak miimkiin
olmadigindan anyon, katyon ve nétral maddelerin hepsi katoda dogru fakat farkli
mobilitelere sahip olarak hareket ederler (Sekil 2.5).

m—

Katyonlarin akig yont

l

Elektroosmotik akigin yonit

Anot(+) <= Katot(-)
Anyonlann akig yonii

Katyonlarin net akus1

|

Anyonlarin net alagt

Sekil 2.5. Kapiler igerisinde gergeklesen akiglarin vektorel gosterimi.

CE'de caligma amacina bagli olarak EOM'nin yonii anoda dogru gevrilebilir.
Ozellikle anyon karigimlan izerindeki ¢aligmalarda analiz siiresini kisaltmak amaci
ile EOM'nin yoniini anoda dogru g¢evirmek igin kapiler kolon ya katyonik bir
polimerle kaplamir ya da katyonik bir yiizey aktif madde (YAM ) kullanihr (Sekil
2.6).
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Sekil 2.6. Kapli bir kapilerdeki + yiik yogunlugu.
2.1.3. CE Teknikleri

CE'de caligma amacina baglh olarak kullanilan bashca teknikler, Kapiler Zon
Elektroforez (CZE), Misel Elektrokinetik Kromatografi (MEKC), Kapiler Jel
Elektroforez (CGE), Kapiler Izotakoforez (CITP), Kapiler Izoelektrik Odaklama
(CIEF), Kapiler Elektrokromatografi (CEC) ve Elektrokinetik Kromatografi
(EKC)'dir.

2.1.3.1. Kapiler Zon Elektroforez (CZE)

CZE, en yaygn olarak kullamlan CE yontemidir. Bu yontemle birgok madde, kisa
siirede ve kolayca ayrilabilir. Yontemin uygulama alans; farkls ytike sahip anyonik ve
katyonik tiirleri birarada igeren kamgimlar, prensibi ise; ylk/biyuklik oram
farkhihigidir.

Caligma ortaminda, EOM'nin biyiiklugiinii elektroforetik mobilitelere oranla yeterli
degerde kilacak pH degerini saglayan bir elektrolit ¢ozelti bulunur. Aym1 6rnek
kangiminda enjekte edilen katyon ve anyonlar voltaj uygulamas: ile $ekil 2.7'deki
siralama ile dedektore ulagirlar [6,7].

Nétral maddelerin yik/biiyiikliik oranlan sifir oldugundan EOA ile hareket ederler.
Bu nedenle tiim notral maddeler, katyonlardan sonra, anyonlardan 6nce EOM'nin
gelis zamani olarak ifade edilen t; aninda dedektore ulagirlar. CZE yontemi ile nétral

kanigimlar1 ayirmak miimkiin olamaz.

Tablo 2.1.'de yiik/bityiikliik oramt farkliligina bagl olarak analitlerin dedektore hangi

sira ile ﬁlasnklarl gosterilmigtir.
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Anot(+) Katot(-)

Sekil 2.7. CZE'in sematik gosterimi.

Tablo 2.1. Analitlerin yiik/biiyiikliik oranina gére dedektore ulasma siralamast.

Yiik Molekiil yapisi Siralama
++ | Kiigtik ¢ift yiikli katyon 1
++ | Biiyiik ¢ift yiiklii katyon 2
+ | Kiigiik tek yiiklii katyon 3
+ | Biytik tek yiikli katyon 4
o | Notral molekiiller 5
~ 4 Bayiik tek yitklé anyon 6
- | Kiigtik tek yiiklii anyon 7
= | Biyiik ¢ift yiiklii anyon 8
= | Kigiik ¢ift yiikli anyon 9

2.1.3.2. Kapiler Jel Elektroforez (CGE)

Yiik/biyiklik oranlant birbirine ¢ok yakin oldugu igin, DNA gibi biyik
biyomolekiiller ile ¢aligirken, CZE teknigini kullanmak basaril1 bir sonu¢ vermez. Bu
tir bitytik yapili ve hemen hemen ayni ylk/buytklik oramna sahip olan maddeleri
birbirinden ayirabilmek igin kapilerin i¢i bir jel ile doldurularak ag yap1 olugturulur.
Bu yonteme goére maddeler birbirinden biyuklik farkliligina gore ayrilrlar. Kiigiik



molekiiller ag yapinin iginden daha kolay gegecek, biyiik molekuller ise gegecek
uygun bosluklari ararken kapiler igerisinde daha fazla zaman gegirecektir (Sekil 2.8).

Anot(+) Katot(-)

Sekil 2.8. CGE'in gsematik gésterimi.

CGE'de jel olarak ilk kez poliakrilamid (PAA) kullamlmistir [3,8]. PAA, kapiler
duvari ile kovalent bag yapmakta ve sabit bir faz olusturmakta idi. Ancak, ag
yapisindaki kiigiilme ve bloke olma gibi problemlerin jel yapisinin sabit olmasindan
dolay1 giderilememesi sonucu, sivi-jel matriksler kullamilmaya baglanmigtir. Bu
amagcla daha ¢ok, ¢aligma elektrolitinde ¢oziilebilen seliiloz tiirevleri ve lineer PAA
kullanilmaktadir. Jel matriks olarak sivi-jel kullanimu ile, sabit jel fazda karsilagilan
problemler ortadan kalkmig ve galisma sirasinda ya da sonunda jelin kapilerden
uzaklagtinlarak sistemin geri kazanimi miimkiin olmusgtur.

2.1.3.3. Misel Elektrokinetik Kromatografi (MEKC)

CZE yontemi ile ayrilamayan notral tirler, calisma elektrolitine kritik misel
konsantrasyonu (CMC) iizerinde yiizey aktif madde (YAM) katilmast ile olugturulan
misel yap1 ve elektrolit ¢ozelti arasindaki paylagim farkhiligina bagli olarak aynlir.
Her nétral maddenin hidrofilik ya da hidrofobik olma o6zelligine gore misel fazda
gegirecegi zaman farkh olacaktir (Sekil 2.9). Bu farkhilifa bagl olarak kazanacaklar
farkli mobiliteler, birbirlerinden ayrilmalann: saglar [9-11].

YAM'ler hidrofobik bir zincir ve — ya da + yikli hidrofilik uglardan olugmus bir
yapiya sahiptir. Her YAM'nin misel olusturmaya bagladig:1 konsantrasyon farklidir.
Bu degerler, CMC adi altinda tablolarda mevcuttur [12]. Yaygin olarak kullanilan
YAM'lerden bir kismi ve CMC'lar1 Tablo 2.2'de verilmigtir.

Notral ‘maddelerin gelis periyodu, ty ile miselin gelis zamam olan t, degerleri

arasindadir,
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a: Yanhidrofilik b:Hidrofilik c: Hidrofobik 6zellikli maddeler

Sekil 2.9. MEKC'nin gematik gosterimi.

Madde eger Sekil 2.9'daki b madesi gibi tamamen hidrofilik ise po ile aym
mobilitede ty aninda dedekte edilir. Eger madde, a'da oldugu gibi yarthidrofilik ise;
hidrofilik 6zelligi ile elektrolit gozeltiyi, hidrofobik 6zelligi ile de miseli tercih
edeceginden stresinin bir kismin1 miselin igerisinde gegirir. Bu nedenle, ty'dan geg
ama tn'den Once dedekte edilir, c'de oldugu gibi tamamen hidrofobik bir tiir
zamammn tamamini misel igerisinde gecireceginden misel ile aym zamanda, tm
aninda dedekte edilir. Yarthidrofilik bir madde igin gelis zaman: ve kapasite faktorii,
(2.1), (2.2) esitliklerine gére hesaplanir.

Tablo 2.2. Baz1 YAM'ler ve CMC degerleri [12].

YAM CMC (mM)
Sodyumdodesil siilfat 8.20
Sodyumtetradesil siilfat 2.05
Sodyumhekzadesil siilfat 0.45
Sodyumtaurokolat 6.00
Desiltrimetilamonyum bromiir 65.00
Dodesiltrimetilamonyum bromiir 15.00
Tetradesiltrimetilamonyum bromiir 3.50
Hekzadesiltrimetilamonyum bromiir 0.92

10



MEKC'de en yaygin olarak kullanilan anyonik YAM, SDS; katyonik YAM ise
setiltrimetilamonyum bromir (CTAB) diir.

t = —25 |1, @.1)

(2.2)

t, : Yan hidrofilik bir madde igin gelis zamam

to : EOM'in zamam

tm : Miselin gelis zamam

k' :Kapasite faktorii
Kapasite faktoriinii istege gore ayarlayabilmek igin, caligma elektrolitine organik
solvent ya da iyon ¢ifti olugturabilecek reaktifler de katilabilir. t, zamammn tayini
i¢in genellikle Sudan tipi boyalar kullamlir.

2.1.3.4. Kapiler izotakoforez (CITP)

Bu yontemde Ornek, iki farkli tampon ¢ozelti arasina enjekte edilir. Kapilerdeki ilk
elektrolit ¢ozelti, CI” gibi yiiksek mobilitede iyonlar igerirken 6rnek sonrasi kolona
verilen ikinci elektrolit sistem heptanoat gibi diisiik mobilitede iyonlar igerir. Voltaj
uygulamasi ile analitlerin mobilitelerine uygun olan sisteme dogru hareket etmesi
sonucu aymrim saglanir [13]. Analiz sonunda o6mek piklerinin gozlendigi
elektroferogramlar yerine izotakoferogram adi verilen ve analit zonlarinin ilerleme
agamasin1 gosteren bir elektroferogram elde edilir. Kantitatif analiz i¢in bu zonlarin

uzunlugu Slgiilerek hesap yapilir (Sekil 2.10), [14].
2.1.3.5. Kapiler izoelektrik Odaklama (CIEF)

Genellikle proteinleri ayirmak igin tercih edilen bir yontemdir. Aywrma prensibi,
izoelektrik noktalarinin farkliigidir [8]. Kapiler igerisine 6rmek protein kangimi ve
pH dereceli bir ¢ozelti enjekte edilir. Kapilerin anodik ucu bir asit ¢ozeltisine,

katodik ucu da alkali bir gozeltiye batinlir. Voltaj uygulandiginda olusan elektrik
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alanda yiikli proteinler izoelektrik noktalarina ulagtiklari pH bolgesine kadar hareket

eder, bu noktada dururlar.

AAA BBBBBBBBBBBB
t=0 AA BBBBBBBBBBB
AAA BBBBBBBBBBBB
AAAAAAAAA l BBBBBBBB
t=t AAAAAAAA — BBBBBBB
AAAAAAAAA BBBBBBBB
AAAAAAAAAAAAAA_} BBB
t=2t AAAAAAAAAAAAA — BB
AAAAAAAAAAAAAA BBB

Sekil 2.10. CITP'in gematik gosterimi.

Odaklanma igleminden sonra basing uygulanarak dedektore dogru hareket etmeleri
saglanir (Sekil 2.11).

QM RINT CPALKIFG
t=0 A D B OR BHGIJINM
GFHBAISBCQSGCISG
ABCDE__FGH I 7K
=g ABCDE—FGH I T K
ABCDE_FGH 17K

Sekil 2.11. CIEF'nin yematik gdsterimi.

2.1.3.6. Kapiler Elektrokromatografi (CEC)

Bu teknik, sivi kromatografi (LC) ve CE'in bilesimi bir tekniktir. LC'de kullanilan
sabit faz yerine bu teknikte, farklt kromatografik malzemeler kullamlarak modifiye
edilmig kapiler kolonlar kullamlir. Ayirim mekanizmasi, LC'de oldugu gibi sabit faz
ile hareketli faz arasindaki partisyona baghidir. CEC'de akig, LC'de oldugu gibi
basing uygulamasi ile degil voitaj uygulamast sonucu olugan elektroosmotik akis ile

saglanir [15].
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2.1.3.7. Elektrokinetik Kromatografi (EKC)

CEC tekniginde kullamlan sabit fazlar yerine, bu teknikte hareketli-sabit fazlar
kullanilir. Makromolekiiler, monomerik ya da polimerik tampon katki maddeleri
kullanilarak segimlilik saglanir. Temel prensip, kapiler kolonda sabit olmayan ancak
sabit faz gorevi goren katki maddeleri ile analitlerin gelis zamanlarinda farkhilik

yaratmaktir.

2.1.4. Mobilite ve Mobiliteye Etki Eden Faktorler
2.1.4.1. Mobilite

Yiiksek voltaj varlifinda kapiler kolon igerisinde yiikii q olan bir a maddesinin
iizerinde olugan elektrostatik kuvvet, o0 maddenin yiikii ve olusan elektrik alann giicii
ile dogru orantilidir (2.3), [12] .

f=q.xE 2.3)

f . Elektrik alan kuvveti
E : Elektrik alan biiyuklagi
da :amaddesinin yiikii
Aym zamanda kapiler igerisinde bulunan elektrolit ¢ozeltinin viskozitesinden

kaynaklanan ters yonde bir kuvvet s6z konusudur. Bu kuvvet, a partikiiliiniin hiz1 ile

dogru orantilidir (2.4).
fo=—6mxnxr,xv, 2.4)
fi : Sirtinme kuvveti
n : Cozelti viskozitesi

. a pdrtikﬁlﬁnﬁn cap1

va . a partikilinin hizi
Stokes esitlii olarak da bilinen (2.4) esitlifinde partikiiliin kiiresel oldugu
varsayilmgtir. Voltaj uygulandiktan kisa bir siire sonra a partikiilii iizerine etki eden
bu iki kuvvet birbirine esit hale gelir ve a partikiilii sabit bir hizla hareket etmeye
baglar (2.5).

. 2.5)
6z xnXr,

13



Burada v./E oram elektroforetik mobilite olarak tanimlanir (2.6).

v
= _a 2.6)
M=% (
Tim bu egitlikler sonucu kiiresel bir a partikuliiniin mobilitesi igin (2.7) esitligi
kullanilir.

= 9a @2.7)

B 67 xnxr,

a

Mobilitenin birimi m?V™s" dir. Elektroforetik mobilite iyonik tirlerin tiimiiyle
iyonik halde ve sonsuz seyreltiklikte sahip olduklan bir biiyiklitktiir. Bu deger
gergek kogullarda etkin elektroforetik mobilite, pe, olarak isimlendirilir. p. ortam pH'
sina ve tampon bilegimine baglidir. Bir iyonun kapiler kolondaki gelis siiresini
belirleyen goériinen mobilite, tiirlerin etkin elektroforetik mobiliteleri ve kapiler

igindeki elektroosmotik mobilite hesaba katilarak (2.8) esitligince hesaplantr.

Ky =H, T U, (2.8)

EOMyi belirlemek igin ¢aliyma ortamina aseton, metanol, formamid gibi kiigiik
nétral maddelerden birisi enjekte edilerek gelis siiresi kaydedilir. Gelig siiresine baglh
olarak EOM ve EPM'ler (2.9) ve (2.10) esitliklerindeki gibi hesaplamr.

LxL,
= 2.9)
Ho™ Voxt,
PR (2.10)
¢V x(@-t)
W, : Elektroosmotik mobilite
L  :Kapilerin toplam uzunlugu
La :Kapilerin dedektére olan uzunlugu

V  : Voltaj
to  : Notral maddenin gelig zamam
t  : Maddenin gelis zamam

Katyonik tiirlerin etkin mobiliteleri ile EOM aym yo6nde oldugundan, goriinen
mobiliteleri daha buyiiktir ve dedektore daha 6énce ulagirlar. Nétral tirlerin etkin
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mobilitesi olmadigindan goériinen mobiliteleri EOM ile aynidir. Katyonik tiirlerden
sonra tiim notral maddeler, aym zamanda dedektore ulasirlar. Anyonik tiirlerin etkin
mobilitesi ise EOM'ye zit yénde oldugundan goriinen mobiliteleri bilegke kuvvetin
biyikligi kadardir ve bu yiizden dedektére en son ulagirlar. Herbir tiiriin kapiler
kolon igerisinde sahip oldugu etkin ve goriinen mobilitelerinin vektorel ifadesi Sekil

2.5'de gosterilmigtir.

2.1.4.2. Cozelti pH's1

Zayif asit ve zayif baz 6zelligi gosteren maddelerin elektroforetik mobiliteleri ortam
pH'sina baghidir. Zayif bir asidin disosiyasyon dengesi ¢ok hzlidir ve herbir molekiil
zamamnin bir kismin1 anyonik formda, bir kismuni notral formda gegirir. Ancak
elektrik alan sadece yiiklii tiirler iizerine kuvvet uyguladigindan etkin mobilite su
sekilde ifade edilir:

B,=ap 2.11)

pe - Etkin mobilite
o : Asidin disosiyasyon derecesi

i : Anyonun mobilitesi

Formiilii diizenledigimizde zayif bir asit igin (2.12) ve zayif bir baz icin de (2.13)

esitlikleri yazilir,

u= K—a:l‘}lt]x H, (2.12)

K

= X 13
ﬂemﬂ (2.13)

[H] : Hidrojen iyonu konsantrasyonu
Ka . Asitlik sabiti
Bu tiirlerde aymnmciligi saglamak igin, ¢aligma elektrolitinin optimum pH's: (2.14)
esitligi ile hesaplamr [7].
pPH =pK, +2 (2.14)

Aminoasitler ve proteinler gibi amfoterik maddeler ortam pH'sina bagli olarak anot
ya da katoda dogru mobilite kazanabilirler. Birgok protein hem asidik hem bazik
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gruplar igerir ve molekiil igi etkilesimlerden &tiiri net yiikiinde g¢ok biyiik bir
degisme olmaz. Ancak tek bir pH degerinde bu maddelerin net yiikii dolayisiyla

mobiliteleri sifir olur. Bu pH degerine izoelektrik nokta (pI) ad1 verilir.

Ortamin pH'sinin degismesi elektroosmotik mobiliteyi en ¢ok etkileyen faktordir.
Ortam pH’st arttikga duvar iyonizasyonu artacagindan EOM hizlamr. Kapiler
igindeki elektroosmotik akigin hizini ayarlamanin en kolay yolu, tampon pH'sini
degigtirmektir.

2.1.4.3. fyonik Kuvvet

Aymmin gergeklesecegi ortamun iyonik kuvveti ile hem elektroforetik hem de
elektroosmotik mobilite arasinda ters oranti vardr. Iyonik kuvvetin artmas: ile
EPM'deki azalmanin nedeni, bir iyonun go¢ esnasinda sadece bir iyon olarak degil
iyon tabakast olarak hareket etmesinden ileri gelen etkidir (Sekil 2.12), [12].

Iyon bulut tabakast

k Merkezi iyon tabakasi
Iyonik kuvveti kiigiik olaniyon  Tyonik kuvveti biiyiik olan iyon
Sekil 2.12. Iyon bulut modeli.
+ yiiklii bir iyon go¢ esnasinda ¢ozeltideki su molekiilleri tarafindan sarilir, hidrate
olur. Li’ iyonun K" iyonuna oranla daha kiigiik atom gapina sahip olmasina ragmen

daha yavag hareket etmesinin sebebi, daha kolay hidrate olabildiginden Li" iyonunun

daha ¢ok su molekilii tarafindan sarilmasi ve ¢apinin biiyiimesidir.

Elektrolit ¢ozelti igerisinde bir iyon, zit yiiklii elektrolit ¢ozelti iyonlar: tarafindan
sarilacagindan ortamun iyonik kuvveti arttikga zit yiiklii iyon tabakasi genigleyecek
ve ters yone dogru hareket etme istegi artacagindan iyonun mobilitesi azalacaktir.

Bir ¢ozeltinin iyonik kuvveti, iyonun yiikii ve konsantrasyonu ile dogru orantili
olarak artar (2.15).

1,=12z"C, (2.15)
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Lyon : Iyonik kuvvet
z : Tyon yiikii

G : Iyon konsantrasyonu

Mobilitedeki azalma yaklagik Iijn"? ile orantilidir. Iyonik kuvvet arttikca, kapiler
duvarindaki zeta potansiyelinin degeri diiger ve buna bagl olarak kapiler igindeki
EOM'de de diigme olur.

Zeta potansiyelinin EOM'yi ne yonde etkiledigi (2.16), (2.17), (2.18) denklemleri ile
gosterilmigtir [2,4].

= 47d e 2.16)
€4
v, = e E 2.17)
4rn
o =225 @.18)
4z n

¢  : Zetapotansiyeli

5  : Olusan ¢ift tabakanin kalinligi

e : Birim yiizeye diisen yik miktar1
g4 . Dielektrik sabiti

vo . EOMnin izt

E : Uygulanan elektrik alan

n  : Tampon gozelti viskozitesi

u :EOM

2.1.4.4. Tampon Katki Maddeleri

Elektrolit ¢ozeltiye ilave edilen katki maddeleri aynlacak tiirlerle elektrostatik,
hidrofobik, dipol-dipol vb. etkilesimlerde bulunarak tiirlerin etkin mobilitelerini
degistirebilir. Katki maddesi ile ortamdaki maddelerin etkilegim derecesinin
farklilig1, herbir tiiriin farkli mobiliteye sahip olmasina neden olur [16-21].

Ilave maddeler, kapiler duvan ile etkilegim sonucu zeta potansiyelini degistirerek,

EOMnin yavaglamasina ve bazen de ters yone gevrilmesine neden olur. Organik
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solventler, yiizey aktif maddeler ve polielektrolitler katki maddelerine drnek olarak
gosterilebilir.
2.1.4.5. Voltaj

Voltaj arttildiginda olugan elektrik alan da artacagindan kapiler igindeki
elektrosmotik akig hizlanacaktir.

2.1.5. Ayirnmda Etkin Olan Faktorler

2.1.5.1. Gelis Siiresi

(2.9) ve (2.10) egsitlikleri ile analitlerin gelis zamanlarinin, EOM, kapiler boyu ve
uygulanan voltaja bagl olarak ne sekilde degistigi goriilmektedir. Buna bagli olarak,
yiklii tirlerin birbirlerinden farkli olarak kazandiklari elektroforetik mobiliteler
sonucu gozlenen gelis zamam farkliliklar, aymmmda etkin olan ilk faktordir. Gelis

siireleri analitlerin kalitatif analizinin temelidir.

2.1.5.2. Pik Genislemesi

Ideal kogullarda CE'de pikler Gaussiendir. Pik genisligi, standart sapma (c) ya da

varyans (o®) ile hesaplamr. Standart sapmanin fiziksel biyiikligii, uzunluk birimi
(07) ya da zaman birimi (o) ile ifade edilir [7].

0w =01 +0%2 +0% L. (2.19)

Pik geniglemesine neden olan herbir katks, (2.19) esitlifince hesaba katilarak toplam
etki bulunur. Bunlardan ilki difiizyondan gelen katkidir. Zamana bagli olarak (2.20)
esitligi ile hesaplanir.

oar = 2D xt (2.20)
D : Difiizyon katsayis1

Kiigik inorganik iyonlar igin D yaklagik 107 m?s™dir. Voltajin arturilmas: ile
ayirmm hizinin  arttinlmig olmasi difiizyondan gelen katkiyr azaltr. Biiyiik
molekiillerin difiizyon katsayis1 kiigiik oldugundan pik genislemesine neden olan
difiizyon katkis1 az olur [12]. Kapiler kolon igerisindeki akim artigindan kaynaklanan
farkli sicakliktaki ¢ozelti bolgeleri pik genislemesine neden olur. Joule 1sinmasi

olarak bilinen bu isinmadan dolay1 ¢ozeltinin i¢ kisimlarinda viskozite daha az
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dolayistyla iyon mobilitesi yiiksek, kapiler duvarma yakin bolgelerde sicaklik dusiik,
cozelti viskozitesi yiiksek, iyon mobilitesi ise diigiktir. Bu sicakhk farki, pik
genislemesine neden olur [22]. Son zamanlarda bu etkiyi ortadan kaldirmak igin
kapiler kolon gevresinde sogutucu sistemlerinin yer aldif1 yeni cihazlar

geligtirilmigtir.
CE'de enjekte edilen 6rnek zonunun uzunlugu sabittir [23].

Voltaj uygulamasi ile akig bagladifinda ornek ile ¢alisma elektrodunun iletkenlik
farkindan dogan pik genislemesi olasidir.

S : Ornek enjeksiyonuna bagli 0.3-0.5 arasinda degigen bir sabit

lmj : Enjekte edilen 6rnek zonunun boyu

(2.21) esitligi ile enjeksiyondan gelen katki hesaplanir. Tayin bélgesinde olugan katk
ise (2.22) esitligi ile hesaplanir.

Cpa=03L (2.22)

L : Kapilerin tiim uzunlugu

Caligma sirasinda, galigma elektrolitlerinden birinin gozelti seviyesinin daha fazla
olmas: sifon etkisine neden olur. Bu etki, kapiler kolon igerisindeki g¢6zeltinin
merkezinde daha hizli bir akis olusturur. I¢ gap biiyiik olan kapilerlerde sifon etkisi
daha buytktir.

Ozellikle, protein ¢aligmalarinda rastlanan duvar adsorbsiyonu pik geniglemesine etki
eden bir diger faktordiir.
2.1.5.3. Teorik Plaka Says1 ve Rezoliisyon

Teorik plaka sayisi ve rezoliisyon sirastyla su sekilde hesaplanir [12,24].

2 2, + L
de I _ Hoe TH,; X_L_de (2.23)

N= =—
o, ot 2D

O S S (2.24)
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N : Teorik plaka sayist

Rez : Rezoliisyon

t1 : Ilk maddenin gelis zamam

ty : Ikinci maddenin gelis zamam
w1 Ik pikin genigligi

wy : Ikinci pikin genigligi

2.2. Cihaz Boliimleri

2.2.1. Voltaj Kaynag

CE ile elde edilen ayirimin verimi, uygulanan voltaj ile dogrudan iligkilidir. Bu

nedenle CE igin yiksek voltaj kaynagi olduk¢a 6nemlidir.

Ticari CE cihazlan +30 kV'a kadar ulagabilen yiiksek voltaj uygulayabilmektedirler.
Baz1 cihazlar sabit voltaj yerine sabit akim uygulayabilirler. Bazt durumlarda bu
uygulama daha iyi tekrarlanabilirlik saglamaktadir. Bu tip uygulamalar daha gok
sicakligin kontrol edilemedigi durumlarda s6z konusudur. Cozeltinin sicaklig

arttiinda iyonlarin hareketi de artmug olur. Sabit voltaj uygulamasi ile t,, bu artiga

bagli olarak kisalir. Sicakliktaki bu degisim, galigma elektrolitinin iletkenligini de
etkiler. Sabit akim uygulamas: ile sicaklik arttiginda voltajin otomatik olarak

azaltilmasi saglanir. Béylece gelis zamani degismemis olur.

CE'de bir iyonun mobilitesi, uygulanan voltaja ve bu voltaj sonucu olusan elektrik
alan kuvvetine baglidir. Kapiler kolonun etki kesiti ve igerisindeki ¢ozelti karigimi L
uzunlugu boyunca homojen oldugunda elektrik alan heryerde aymidir ve uygulanan
voltaja bagli olarak (2.25) esitligi ile hesaplanir [6,7].

Genellikle CE'de uygulanan elektrik alan 200-600 V/cm'dir.
E=— (2.25)

2.2.2. Elektrotlar

CE'de platin elektrotlar kullamlir. Elektrotlardaki reaksiyonlar genellikle suyun
ayrigmas ile olur. Anotta ve katotta olusan reaksiyonlar sirasi ile (2.26) ve (2.27)
esitliklerindeki gibidir [12].
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2H,0 —> Ox(g) + 4H" + 4 (2.26)

2H,0 +2¢ — Hz(g) +20H (2.27)

Elektrotlardaki proton ve hidroksit iyonu olusumu anot tarafindaki ¢ozeltinin daha
asidik, katot tarafindaki ¢ozeltinin ise daha bazik hale gelmesine neden olur. Faraday

yasasina gore bir elektrodun iirettigi iyon mol sayisi, yiik miktar ile orantilidir.

n= (2.28)

A
F

n :Iyon mol sayist

q : Yik miktan

F : Faraday sabiti (96500 C/mol)
CE'de kapiler iginden gegen akim pA mertebesinde oldugundan, elektrot civarinda
ag1fa ¢ikan H' ve OH™ konsantrasyonlar1 pM mertebesinde olacaktir. Ancak CE'de
ornek kaplarinin kiigiikliigii ve kullamlan madde miktarimin azhg dikkate alinirsa,
ortamin pH degigiminin neden olabilecegi etkiyi azaltmak i¢in aynrma islemi tampon

¢ozeltiler igerisinde yapilir.

2.2.3. Ornek Enjeksiyonu

Ornek * enjeksiyonu ig¢in 2 farkli teknik kullamlr [23]. Bunlar, hidrodinamik
enjeksiyon ve elektrokinetik enjeksiyondur. Hidrodinamik enjeksiyon tekniginde,
kapiler kolonun iki ucu arasinda kendiliginden olugturulan basing fark: ile 6rnegin
kolona akig1 saglanmig olur. Bu amagla ya 6rek kabina basing (Sekil 2.13a) ya
tampon kabma vakum uygulamr(Sekil 2.13b).

Basing
A —p
Ornegin akas yonii
/] / g
A S 7
A E
Omek kab1 Tampon kabi

Sekil 2.13a. Basing uygulamas: ile gergeklestirilen hidrodinamik enjeksiyon.
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A > Vakum
Omegin akig yonii

NN

Omek kab Tampon kab

Sekil 2.13b. Vakum uygulmas: ile gergeklestirilen hidrodinamik enjeksiyon.

Ya da 6rnek ve tampon kabi seviyeleri farklandirilir (Sekil 2.13¢ ).

A '
Ormegin akis yonit

Ornek kab h

Tampon kab1
Sekil 2.13c¢. Seviye farki yaratilarak gergeklestirilen hidrodinamik enjeksiyon.

>
4 Ornegin akis yonii

Ornek kabt Tampon kab1
+
|
|

--— 1

Sekil 2.14. Elektrokinetik enjeksiyon.

Kapiler kolona injekte edilen drnek zonun vzunlugu ve 6rmek hacmi sirasi ile (2.29),
(2.30) egitlikleri ile hesaplanur [25].
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2
r
L, =(3.5x10°) T P.t,, (2.29)

4
goAprimt (2.30)

128.77. L

3.5x10° :25°C'de su igin hesaplanmug bir sabit

H : Omek hacmi

L : Kapilerin tiim uzunlugu

t inj : Enjeksiyon siiresi

P : Basmg

AP : Basing fark:

r : Kapilerin i¢ gap1

n : Tampon ¢ézelti viskozitesi

Elektrokinetik enjeksiyon tekniginde ise , 6rnek kabina kisa siire ile uygulanan voltaj
sonucu Omegin kapiler kolona akigt saglanmis olur. Ornegin kolona gegisi,
elektroosmotik mobilite ve analitlerin mobilitelerine baglidir. Bu nedenle kapilere
enjekte edilen ornek igerisinde mobilitesi yiksek olan iyonlar daha g¢ok sayida

olacaktir. Boylece eser miktardaki kiigiik iyonlarin kantitatif analizinde avantaj

saflanabilir. Bu yontemle injekte edilen 6mek zonunun genisligi ve 6rnek miktar:

sirasi ile (2.31) ve (2.32) esitlikleri ile hesaplamr.
1, = (o £ 1),
= (Mo £ 1) T Ly 2.31)

0= [(ao +u)Varr:C. %} (2.32)

: Uygulanan voltaj

: Omek miktar

: Kapilerin i¢ ¢ap1

: Omek konsantrasyonu
: EOM

: 1 iyonunun mobilitesi

: Kapilerin tiim uzunlugu

CEEE QRO <

ting : Enjeksiyon siiresi

ly; . Enjeksiyon zonunun uzunlugu

Omek miktar1 (2.31) esitligince uygulanan voltajin bityiikligi ve siiresi ile degigir.
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2.2.4. Ornek Tayini

CE'de yaygin olarak kullamlan tayin yontemleri ve duyarlihklan Tablo 2.3'de

gosterilmistir [7].
Tablo 2.3. CE'de kullanilan tayin yontemleri.
Teknik Duyarlilik (M)

UV Absorpsiyon Tayini 10%-10"
Floresans Tayini 102107
LIF Tayini 10°-107
Elektrokimyasal Tayin 10%-10°
Dolayh Tayin 107-10°
Radyoizotop Tayini 10°-107
Kiitle Spektrometre Tayini 10%-107

2.2.4.1. UV-GB Absorpsiyon Tayini

CE'de kullamilmakta olan diger tayin yontemlerine oranla, UV-GB absorpsiyon tayini

daha diigiik duyarhlifa sahip olmasina ragmen, genis spektrumda madde analizine

olanak sagladigi igin yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu teknik ile maddelerin

animlanabilmeleriici ¥

elektron ¢ifti igeren bir atom, karbonil grubu ya da aromatik halka gruplarindan en az

birini igermeleri gerekir. Bu gruplarin herbiri, birbirinden farkh dalga boyunda ve

siddette absorbans gosterirler [26]. Molekiile ait toplam absorbans siddeti, molekiil

icerisindeki diger atomlara da baghdur.

Lambert-Beer yasasina gore; absorbans siddetinin molekiiliin konsantrasyonuna ve

151k yolunun uzunluguna bagh ifadesi (2.33) esitligi ile gosterilmigtir.

A= logIT" =¢lC

A : Absorbans
I, :Kaynaktan ¢ikan 1gik siddeti

I  : Absorpsiyon sonrast 15tk giddeti

g . Molar absorpsiyon katsayisi (absorbtivite, M?. em™)

1 :Igik yolu (cm)
C . Analit konsantrasyonu (M)
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Esitlige gore absorbans, birimsiz bir terimdir. Ancak sayisal degerleri genel olarak

AU absorbans birimi kisaltmasi ile ifade edilir.

Absorpsiyon dalga boyu; 151k kaynag: ve kullamlan fotometrenin cinsine baghidir.
Genel olarak analit tiirlerine uygun dalga boylar1 Tablo 2.4'de verilmigtir.

Tablo 2.4. Bazi analitler ve UV absorpsiyon dalga boylan.

Analit Tiirii D‘:;;ﬁ’::g:’(’g;)
Her tiir analit igin 190, 200
Peptit ve Proteinler 210,214
Aromatik Bilegikler 254
Proteinler 280
Niikleik Asitler 260

CE'de; UV tayini gogunlukla kolon tizerinde gergeklestirilir. Boylece kapiler kolon,
silindirik tayin hiicresi olarak kabul edilir. Istk yolunun uzunlugu, kapiler kolonun ig¢
¢ap1 kadardir. Genel olarak UV tayini ile gozlenen belirlenme sinin yaklagik 10° M'
dir.

2.2.4.2. Floresans Tayini

CE'de kullanilmakta olan en hassas tayin yontemlerinden biridir. Ozellikle aminoasit,
peptit ve oligosakkarit tiirevlerinin eser analizinde kullamimaktadir. Yontemin
hassasiyeti; diigiik giiriiltii oran1 ve uyarma siddeti ile emisyon siddeti arasindaki
dogru orantidan kaynaklanmaktadir [27].

2.2.4.3. LIF Tayini
Oldukga hassas bir tayin yontemidir ve bu yontemde itk kaynagi olarak lazer
kullamulir. Bu nedenle uygun dalga boylar, simirlandirilmasgtir.

2.2.4.4. Elektrokimyasal Tayin

CE'de kullanmilan elektrokimyasal dedektorler siwrasi ile potansiyometrik [4],
kondiiktometrik [5] ve amperometrik esaslara gore gahgir. Potansiyometrik tayin
yonteminde, hareket eden zonlann yarattifi potansiyel farki olgaliir. Ancak

belirlenme veriminin diigitk olmasi nedeniyle CE'de kullanim1 yaygin degildir.
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Kondiiktometrik tayin yénteminde, sabit ve diigik degerde akim uygulanmas: ile iki

elektrot arasinda olusan potansiyel farks olgulir.

Amperometrik tayinde ise, analitlerin galigma elektrolitindeki yiikseltgenme ya da

indirgenme reaksiyonlan sonucu olugan akimin 6lgiilmesi esastir.

2.2.4.5. Dolayh Tayin

CE'de kullanilan tayin yontemleri ile dogrudan tespit edilemeyen tiirler igin
kullamilan bir yontemdir. Yontemin avantaji; UV absorbans ya da floresans
dedektorii kullanilan bir CE cihaz1 ile galigilabilmesidir. Dolayli olarak analitlerin,
UV'de ya da floresans dedektorde gozlenebilmeleri igin, ¢aligma elektrolitine bir
 kromofor madde ilave edilir. Tayin aninda, kromofor-analit yer degigimleri sonucu
analitler, elektroferogramlarda negatif pikler seklinde gozlenirler. Pik sekillerinin
simetrik olmas: i¢in, kromofor ve analit konsantrasyonlarinin birbirine oldukg¢a yakin

secilmesi gerekir.

2.2.4.6. Radyoizotop Tayini

Radyoaktif ozellik gosterebilen analitlerin tayininde kullanilan bir yoéntemdir.
Prensibi, yiksek akida radyoaktif pargaciklar ile bombardiman edilen analitlerin
yaydig1 o, B, y-151n1, x-15tu radyasyonlarinin dlgiimiidiir. Yiiksek duyarlilifa sahiptir
(71

2.2.4.7. Kiitle Spektrometre Tayini

Ozellikle yitksek molekiiler agirlikli bilegiklerin tayininde kullanilan elektronsprey
iyonizasyon teknigi ile baglantilt olmast, duyarliligin yiksek olusu ve molekiiler yapi
analizine olanak saglamasi ile son zamanlarda kullamim alam siirekli genigleyen bir

tayin yontemidir [7].

2.3. Poliaromatik Hidrokarbonlar (PAH)

Poliaromatik hidrokarbonlar (PAH), yapisinda 2 ya da daha fazla sayida C ve H
atomundan olugsmug aromatik halka igeren organik bilesiklerdir. Cogu, renksiz,
beyaz ya da agik sar-yesil renkte ve kati haldedir [28]. Erime noktalan1 oda

swakhélmn Uzerinde, kaynama noktalart ise 100°C'nin iizerindedir. Hidrofobik
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ozellikleri ile suda ¢oziiniirlikleri oldukga az fakat buharlagarak havaya karigmalari o

kadar kolaydir.

PAH'larn dogal olusum kaynaklari; petrol rafinerileri, aliiminyum iiretim merkezleri,
aga¢ sanayisi, komir, zift ve asfalt tretim ve kullamim alanlan, sigara tiiketimi,
orman yanginlari, pigirme yontemine bagl olarak izgara, kizartma ve komiir atesi

kullanimi1, otomobil egzozlar ve volkanlardir [29].

Yanma ve piroliz sonucu olusan PAH'lar, toz partiikiillerine yapigarak atmosfere
kanigir. Genellikle suya karigmalari, endiistriyel atiklar ve atik sular ile etkilesimde
kalmus bitkiler yolu ile olur. Igme sularinda bulunmalan su borulanmn korozyonunu
Onlemek igin kullamlan zift kaplamalardan kaynaklanmaktadir. Suda ¢éziiniirliikleri
az oldugundan kat:1 partikiillere yapigarak g6l ya da nehirlerin dibinde birikirler.
Belirli bir siire i¢erisinde, sulardaki ya da topraktaki mikroorganizmalar PAH'lan
pargalayabilir. Pargalanma iirtinleri ¢ogu zaman baglangi¢ triiniinden daha toksiktir
[30,31].

Gidalardaki PAH igeriginin kaynafi ise hava yolu ile transfer olan miktarlarin
birikimi ve PAH ile kontamine olmug sularda yagayan baliklar ve pigirme yéntemine

baglt olusumlardir.

PAH'larin kansorejen oluslan ve Ozellikle az geligmis lkelerdeki yanlig
sanayilegmenin sonucu olan endiistriyel atiklardan kaynaklanan miktarlarinin canlilar
tizerindeki olumsuz etkileri nedeni ile PAH'larin kalitatif ve kantitatif analizine

yonelik caligmalar son donemlerde oldukga 6nem kazanmugtir [32].

PAH grubu igerisinde en fazla kansorejenik o6zellikte olan maddelerden biri de
benzo[a]payrendir. Igme suyu standartlarna gore yaklagik olarak 0.7 ig/L
oranindaki benzo[a]payren, her 100000 kisiden birinin kanser riski tagimasina neden
olmaktadir [33].

Uzun siireli PAH etkilegimi sonucu katarakt, bobrek ve ciger hastaliklan ile sarilik
olusumu miimkindir. PAH'larin naftalen tiirevleri ciltte sigme ve kizarikliga sebep
olur. Naftalenin yiiksek dozda solunmasi, kirmizi kan hiicrelerinin yok olmasina
neden olur. Diigiik dozda uzun stireli PAH temasinin ise kansere sebep oldugu birgok

test hayvaninda gozlenmisg bir sonugtur [34].
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Sekil 2.15. EPA grubuna ait 16 PAH.

Bunlarin yanisira PAH'larin az da olsa tretimde kullamildig: alanlar da vardir. Bunlar
ilag, boya, plastik ve pestisit sanayisidir. Ornek olarak naftelen, boya, patlayici ve
plastik yapiminda, antrasen ise boya, cila ve bocek ilaglarinda kullamilmaktadir. PAH
sintfina ait bilegiklerin bir kismi, $ekil 2.15'de gosterilmisgtir.

2.4. CE'de PAH Calhismalar

PAH'lar notral ve hidrofobik ozellikli maddelerdir. Nétral tiirlerin ayrimi igin
kullanilan MEKC teknigi ile misel faz ve su faz1 arasinda yaratilan partisyona baglt
olarak notral tiirler, hidrofilik ozelliklerindeki farklihga gore birbirinden
ayrilmaktadir [9].

Ancak, PAH'lar tamamen hidrofobik olduklarindan su fazi ile partisyon gostermez ve
miselin hidrofobik olan i¢ kismina yerleserek herhangi bir mobilite farki olmaksizin
aym hizla hareket ederler. PAH'larin secimliligini degistirmek i¢in misel ortamina
siklodekstrin, tire ya da organik ¢oziiciiler ilave edilir.

Organik solvent katkist ile PAH'lanin ¢oziiniirliigii artar ancak, organik ¢oziicii
ortamdaki misel olusumunu Onemli o6lgiide engeller. Bu nedenle PAH'larin
¢oziniirligiini saglayacak ve misel fazla partisyon saglayacak yiizdede organik
solvent ilavesi misel olusumunu engelleyeceginden PAH'lar gibi ¢ok hidrofobik

maddeler MEKC'de ayrilamazlar. Organik ¢oziiciiniin yiizdesine ve tiiriine bagh
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olarak CMC'nun degisimine iligkin ¢aligmalar [35-37], yiiksek yizdede ¢oziici
kullammu ile misel olugumunun engellendigini gostermektedir (Tablo 2.5, Tablo 2.6)

[36].

Tablo 2.5. CTAB'iin CMC'nun 25°C'de ¢oziiciiye bagli degigimi.

THF MeCN

%H CMCx10*M %H | CMCx10*M

0.0 9.4 0.0 9.4

4.0 33.0 4.0 11.0

8.0 53.0 8.0 16.0
10.0 80.0 16.0 25.0
16.0 124.0 32.0 77.0
20.0 180.0 44.0 140.0
25.0 240.0 56.0 226.0
30.0 - 64.0 484.0

Tablo 2.6. CPBriin CMC'nun 25°C'de ¢oziiciiye bagli degigimi.

EG DMSO MeCN DMF
%H| cMC |%H | cMC | %H | cMC | %H | coMC
x10*M x10*M x10*°M x10°M
0 6.5 0 6.5 0 6.5 0 6.5
15 8.4 15 12.0 15 32.0 15 26.0
25 12.0 25 19.0 25 57.0 25 45.0
35 17.0 35 - 35 - 35 87.0
45 28.0 45 - 45 - 45 160.0

Bunun sebebi, YAM monomerleri arasina giren solvent molekiillerinin misel

olusumunu engellemesidir (Sekil 2.16).

YAM ve yiiksek yiizdede organik solvent igeren ortamda, misel olugmaksizin YAM
monomerlerinin hidrofobik zinciri ile PAH'lar arasindaki solvofobik etkilegimler
sonucu elektroforetik aymrim saglamr. Aynica, EKC teknigi ile PAH'larin ayinimi igin
galigma elektrolitine iyonik polimer, iyonik monomer, dendrimer ya da misel

polimerleri ilave edilebilir [17].
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Sekil 2.16. Solvent-YAM etkilegimi.

CE'de etkin bir ayinm i¢in, tampon katki maddeleri ile analit etkilesimlerinin ve bu
etkilesimlerde organik solventlerin ne gekilde rol aldiginin ¢ok iyi bilinmesi gerekir.
Analit-tampon katki maddesi arasinda gozlenen etkilesimler baslica solvofobik,
elektrostatik (iyon-iyon, iyon-dipol, dipol-dipol etkilegimler) wve verici-alict
etkilesimleri olarak siniflandirilabilir [35].

Solvofobik etkilesimlerde; analit-solvent etkilesimi kadar solvent-solvent
etkilesimleri de 6nemlidir. Ornegin analit polar ve goziicii de polar secilmiy ise;
analitin ¢6ziilmesi i¢in gerekli enerji miktan azalmig olacaktir. Ancak; analit apolar
ise ¢oziiniirliik igin gereken enerji solvent-solvent etkilesiminin zayiflamasina,
entropi ve entalpinin de azalmasina neden olur. Bu azalma, misel olusumuﬁun sulu
ortamda daha kolay ve apolar apalitlerin tercihinin miselin hidrofobik merkezi
olmasina neden olur. Solvofobik etkilegimlerin giicii, solvent-solvent etkilegiminin
giicit ile baglantd: olarak degisir. Tablo 2.7'de CE'de yaygin olarak kullamlan

¢oziiciiler ve ayinimda etkin olan baz1 6zellikleri verilmistir.

Tablo 2.7. CE'de kullanilan ¢oziiciilerin bir kismm ve 6zellikleri [35].

Coziicit P, J.mL™) &4 VK AK
Su 2201 78 138 54.8
FA 1638 111 151 39.8

N-MFA 992 182 205 32.1

MeOH 928 33 126 413

EtOH 693 25 134 37.1
MeCN 655 38 59 18.9
DMSO 602 47 121 19.3
N,N-DMA 488 38 116 13.6
Dietileter 280 4 80 3.9
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P, :Kohezyon enerji yogunlugu
€4 : Dielektrik sabiti

VK : Elektron verme kapasitesi
AK : Elektron alma kapasitesi

Tablo 2.7'ye gore; Ps degerinin en yiksek oldugu sulu ortam, solvofobik
etkilesimlerin en giiglii oldugu ortamdir. Organik solvent igeren ¢aligma
elektrolitlerinde solvofobik etkilesimler zayifladig1 i¢in, YAM molekiillerinin misel
olugturmast zorlagir. Elektrostatik etkilesimlerin etkin oldugu ¢aligmalarda, ortamin
dilelektrik sabiti (g4) 6nem kazanir. €4'i digiik solventler kullamldiginda, elektrostatik
etkilesim giiglenir. Bu nedenle sulu ortamda elektrostatik etkilesimler zayiflar.
Analit-katki maddesi arasindaki olast elektron alici-verici etkilegimlerinin
giiclenebilmesi igin ortama ilave edilen organik solventin elektron alma ve/veya
verme kapasitesinin (AK,VK) diigiik olmasi gerekir. Bu nedenle bu tiir etkilegimlerin
rol aldi1 ¢aligmalarda Tablo 2.7'den de gorildugi gibi MeCN, en uygun solventtir.
Tampon katki maddeleri igerisinde anyonik polimer olarak poli-(metilmetakrilat-
etilakrilat-metakrilik asit) (Elvacite-2669) [38], poliallil amin [39], iyonik YAM
monomeri olarak tetrahekzil amonyum (THA') [40,41], tetraheptil amonyum [42],
tetraoktil amonyum (TOA") iyonlann [43], dioktilsiilfosiiksinat (DOSS) [44],
lorilpoli(oksietilen)siilfat (siilfolanmig Brij 30) [45], tropilyum [41] ve 2,4,6-trifenil
prilyum [41] kullanularak yiik transferi ve m-nt elektron etkilesimlerine bagli olarak
PAH'larin elektroforetik aymmina ait ¢aligmalar mevcuttur [17]. PAH ayirimlarinda,
organik ¢oziicii ortaminda YAM kullanimina ait literatiir galigmalar1 toplu olarak
Tablo 2.8'de verilmigtir. EKC'de yiiksiiz aromatik yapili bilesiklerin ayirnmi igin
tampon katki maddesi olarak etilendiamin merkezli, karboksilat ug¢ gruplu
dendrimerler (poli(amidamin)) kullanilmigtir [46]. Sekil 2.17'de 6mek olarak

diaminobiitan dendrimerlerinin molekiiler yapis1 gosterilmektedir.

o
iR

R R oOH /\i
AN 7/ | OMe
7 NSNS\ N \R RaJ\N/\/\/N\/\ﬂ/IIqV\/\N
R ! \’TOMe
o)

Sekil 2.17. Diaminobiitan dendrimerlerinin genel yapisi.
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Alkil zincirinin uzunluguna ve merkez grubun yapisina bagh olarak dendrimerler,
nétral analitlerin segiciligini degistirerek aymrim saglamaktadir. EKC'de galigma
elektrolitine misel polimerlerin katilmasina bagli olarak yapilan ilk ¢aliymada Palmer
ve grubu, polisodyum 10-andesilenat (poli SUA) kullanarak PAH'lan ayirmgtir [65].
EKC tekniginin MEKC ve CEC tekniklerine kiyasla sahip oldugu bazi avantajlar
vardir. Uygun yikama kosullani olugturuldugunda, yiiksek yiizdede solvent
kullanilarak kapiler kolonun bir zarar gormeden tekrar geri kazanimi miimkiindiir.
CEC tekniginde yiiksek yiizdeli ¢oziicii kullammi kolona zarar verebilir. Kapiler
kolonun yikama ile geri kazanimi, EOM'nin ve analiz sonuglarinin herhangibir kolon
modifikasyonu olmaksizin tekrarlanabilirligini saglar. Bu sebeplerden 6tiirii,
caligmamizda EKC teknigi ile anyonik ve katyonik monomerler kullanidarak
PAH'larin  ayirtmi  incelenmigtir.  Literatiirde anyonik bir YAM olan
sodyumdodesilsiilfat (SDS) kullamlarak yapilan ¢aliyjmada PAH'lar ile SDS
monomerleri arasinda bir etkilesimin olmadigi belirtilmigtic [66]. Bu tez
caligmasinda yine anyonik bir YAM olan sodyumdodesilbenzen silfonat (SDBS)
kullanilarak 8 PAH ve 3 aromatik madde karigiminin ayrimi gergeklestirilmigtir.

2.5. Izomeri

Aymi molekiil formiiline sahip fakat atomlar1 farkhi diizende siralanmis olan

molekiiller, birbirinin izomeridir. Izomeri ¢esitleri Sekil 2.18'de gosterilmistir [67].

1ZOMERI
v l v
Stereo izomeri Yapisal izomeri
v - v v v | v v
'Optlk_ Ggometqk _chu'_ Kpnumsgl Fansiyopel Tautomeri
izomeri izomeri izomeri izomeri izomeri

Sekil 2.18. Izomeri tiirleri.
2.5.1. Stereo izomeri

Ayni molekiiler yapiya sahip atomlarin uzaydaki farkl: yerlesimi sonucu olugan

izomeri ¢esididir.

35



2.5.1.1. Optik Izomeri

Fiziksel ve kimyasal Ozellikleri ayni ancak polarize 1gik diizleminin y&niinii
cevirmede farklilik gosteren giftler, birbirinin optik izomerleridir. Optik izomeri
gosterebilen molekiiller, enantiyomer ya da diasteryomer olarak adlandirilir. Yani;

molekiil ¢iftinden biri hangi agida gevrilirse gevrilsin digeri ile ¢akigmaz.

Enantiyomerler, birbirinin ayna gorintiisii olan ¢iftlerdir. Eger merkezi karbon

atomuna bagl1 dort grup da birbirinden farkl: ise ¢iral olarak da adlandinlabilirler.

Sekil 2.19'da enantiyomer ve ¢iral Ozellikteki bir optik izomer ¢iftinin genel yapist
gosterilmigtir.  Diasteryomerler ise, birbirinin ayna goriintiisi  olmayan
ciftlerdir.(Sekil 2.20)

:'I""” D D“““lll

C

ayna

Sekil 2.19. Ciral ve enantiyomer izomer ¢iftine ait genel bir 6rnek.

] 1)
N1 D €y

ayna
Sekil 2.20. Diasteryomer izomer ¢iftine ait genel bir 6rnek.
Polarize 151k diizlemini saat yoniinde geviren izomerler (+)- ya da d- 6n takisi ile;
saat yoniiniin tersi ydonde gevirenler ise (-)- ya da 1- 6n takisi ile adlandirilirlar (Sekil
2.21). Kimyasal olarak gliseraldehit ya da serin molekiiliine déniigebilen izomerik

yapilar; olusan yapinin d- ya da - olmasina bagli olarak D- ya da L- 6n takisi ile
adlandintirlar (Sekil 2.22).
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COOH COOH

""”l” H ullll[” OH
CH3 OH CH3 H
(+)-laktik asit (-)-laktik asit

Sekil 2.21. Laktik asit optik izomerist.

CHO CHO

u:“”” OH l:lll"// H
CHOH "y CH:OH "oy
D-gliseraldehit L-gliseraldehit

Sekil 2.22. Gliseraldehit D- ve L-izomeri.

2.5.1.2. Geometrik izomeri

Kimyasal 6zellikleri ayn1, fiziksel 6zellikleri farkli, yapisinda C=C, halka ya da C=N
gruplarindan bir ya da tiimiinii igeren ttirler geometrik izomerlerdir. $ekil 2.23'de cis-

trans geometrik izomerisine bir 6rnek verilmigtir.

A A

=0 c=(¢|
CH; CH,

trans-2-biiten cis-2-biiten

Sekil 2.23. 2-biitenin cis-, trans- izomerik formlar.

2.5.2. Yapisal izomeri

Iki ya da daba fazla sayida organik bilesik aym molekiil formiiline fakat farkl
yapilara sahip ise yapisal izomerlerdir. Bu farklilik, molekiillere farkh fiziksel ve

kimyasal 6zellikler kazandirir.
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2.5.2.1. Zincir izomeri
Molekiilii olusturan karbon zincirinde farkliliklar olan izomerlerdir. Ornek olarak; n-
pentan, 2-metilbiitan ve 2,2-dimetilpropan birbirlerinin zincir izomerleridir. Sekil

2.24'de siras1 ile bu ii¢ maddenin molekiiler yapist gosterilmistir.

ca,

CH;— CH,— CH;— CH;—CH,  CH;~ CH—CH,—CH,  CH— ?: — CH,
CH, CH,

n-pentan 2-metilbiitan 2,2-dimetilpropan

Sekil 2.24. Zincir izomeri 6rnegi.

2.5.2.2. Konumsal izomeri

Ayni kapali formile sahip molekiillerin ana yap: ayni kalmak iizere fonksiyonel
gruplarinin konumlarinda farkliliklar olan izomeri seklidir. Sekil 2.25a ve 2.25b'de

birbirine gére konumsal izomeri olan molekiiller 6rnek olarak verilmisgtir.

coloon

Naftalen-1-siilfonik asit (N-1-SA) Naftalen-2-siilfonik asit (N-2-SA)

Sekil 2.25a. Naftalensiilfonik asit izomerlerinin molekiiler yapisi.

COOH COOH COOH
2-klorobenzoik asit 3-klorobenzoik asit 4-klorobenz01k' asit

Sekil 2.25b. Klorobenzoik asit izomerlerinin molekiiler yapisi.

2.5.2.3. Fonksiyonel Izomeri

Kapal1 formilii aym fakat farkli fonksiyonel gruplara ya da yapiya sahip molekiiller,
fonksiyonel izomerlerdir (Sekil 2.26).
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CH, — CH, —OH CH, — 0 — CH,

Etanol Dimetileter

Sekil 2.26. C;HgO kapali formiiliine sahip bir fonksiyonel izomer ¢ifti.

2.5.2.4. Tautomeri

Keto-enol tautomerisi bu gruba 6rnek olarak verilebilir. (Sekil 2.27)

CH, — C— CH, CH, ——f = CH,
|
0 OH
Dimetilketon Propen-2-ol

Sekil 2.27. Keto-enol tautomerisine ait bir 6rnek.

Keton yapisindaki karbonil grubu ¢ift bagi, komsu karbon atomuna kayarken komgu
karbon atomunun bir hidrojeni karbonil oksijeni ile birlegerek hidroksil grubunu

olusturur.

2.6. Aromatik Siilfonat ve Klorobenzoik Asit Izomerleri

Silfonat grubu igeren organik bilesiklerin ¢ogu, endiistriyel alanlarda yaygin olarak
kullamlmaktadirlar. Bu gruba dahil olan naftalensiilfonatlar; ilag, deterjan, tekstil ve
boya sektoriinde ara Urin olarak, dogal fiber renklendiricileri ile floresans
beyazlaticilarda, gida boyar maddelerinde, kagit ve metal sektériinde ¢oziicii,
kataliz6r ya da oksitleyici olarak kullanilmaktadiriar [68-72].

Caligmamizda yer alan N-1-SA, daha gok dezenfektan iiretiminde fenol ¢éziiciisii
olarak kullamlirken N-2-SA; kaprolaktam polimerizasyonunda baglatici, maleik
anhidrit-olefin kopolimerleri ile YAM iiretiminde kullanilan formaldehit-alkol ve
formaldehit kondenzasyonlarinda stabilizér olarak kullaniimaktadir [73].

Aromatik siilfonat bilesiklerinin suda ¢oziiniirliikleri yiiksek, n-oktanol ve su fazi
arasindaki dagilim katsayis: ise diigiik oldugundan (Kos<2.2); organik molekiiller
tarafindan adsorplanma oranlan oldukga azdir. Kanserojenik ve kalic1 zehirli etkileri
olmamasina ragmen mikrobiyolojik devamliliklar1 ile ¢evre kirliligi olugturma riski
tagimaktadirlar. Klorobenzoik asit izomerlerinin ise atik sulardaki mikroorganizmalar

tarafindan pargalanma uriinleri gevre igin zararlidir. Ozellikle endiistriyel alanlara
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yakin nehir ve deniz sularimn yiizeye yakin kisimlarindan alinmms su 6rneklerinde 6-
21 ngL"! konsantrasyon araliginda aromatik siilfonat igeriginin [70] bulunmas: ile
birlikte; dogal sulardaki miktarlar1 ve aymrimlarina yonelik g¢aligmalar 6nem

kazanmugtir (Tablo 2.9).

Tablo 2.9. Naftalensiilfonat izomerlerinin ayirimmna ait CE'de yapilmug ¢aligmalar.

Teknik Caligma Elektroliti Referans
CZE 10 mM borik asit/borat tampon, pH=8.3 [74]
50 mM borik asit/borat tamponu, %15 MeCN/ 100 mM
CZE/MEKC SDS, pH=8 7 [75]
CZE 25 mM fosfat tamponu, 10 mM B-siklodextrin, pH=9.0 [76]
50 mM borat tamponu, pH=8.75/20 mM borat tamponu,
CZE/MEKC 60 mM Brij 35, pH=9.1 [77,78]
CZE 25 mM fosfat tamponu, 10 mM B-siklodextrin, pH=9.0 [79]
MEKC 10 mM borik asit/borat tamponu, %3 Brij 58, pH=9.2 [80]
o ]
MEKC 20 mM borat tamponu, 6 mM CTAB, %16 2-propanol, 181]
pH=9.2
CZE 12 mM amonyumasetat tamponu, pH=10.5 [82]

Takayanagi'nin [83,84] sulu ¢ozeltide kuarterner amonyum iyonlarim kullanarak
iyon ¢ifti olusumundan yararlanarak aromatik anyon konumsal izomerlerini CE
teknigi ile ayirmasi ve HPLC g¢aligmalarinda sabit faz olarak ftalosiyanin ve porfirin
igeren malzemelerin kullanilarak aromatik hidrokarbonlarin; porfirin-silika sabit faz
kullanilarak aromatik karboksilat, siilfonat ve PAH'larin ayrilmasi [85-88] ile birlikte
izomer ayirimlarinda porfirin, ftalosiyanin ve porfirazin tiirii maddelerin etkin oldugu
gbzlenmigtir. Bu amagla qallsmamlzdd naftalenstilfonat ve klorobenzoik asit izomer
kangimlarinui CE ile ayirimu igin [oktakis(2-trimetilamonyumetiltio) porfirazinato-
kobalt]oktaiyodat (Co-Pzq) makromolekiilii kullamimigtir [89].

2.7. Klorofenol ve Nitrofenol izomerleri

Endiistriyel kullamm alanlart oldukg¢a genis olan fenol tiirii bilegiklerin toprak ve
sulara karigma oram da oldukga yiiksektir. Dugiik konsantrasyonlarindaki yiiksek
toksisite degerlerinden 6tiirii, analizleri gevre ve saglik agisindan oldukga onemlidir
[90].
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Tablo 2.10'da gevre koruma orgiitii (EPA) tarafindan toksik etkilerine gore oncelikli

olarak ilan edilmis 11 fenol bilegigi gosterilmigtir.

Bu bilesiklerin analizi i¢gin kullamlan tekniklerinin baginda; gaz kromatografi (GC)
[91-94] ve yiiksek performansh sivi kromatografi (HPLC) [95,96] gelmektedir.

Tablo 2.10. EPA tarafindan belirlenmis 11 fenol bilegiginin listesi.

11 EPA Fenolu
Fenol
2-klorofenol
2,4-diklorofenol
2,4,6-triklorofenol
Pentaklorofenol
2-nitrofenol
4-nitrofenol
2,4-dinitrofenol
4,6-dinitro-o-kresol
4-kloro-3-metilfenol
2,4-dimetilfenol

Yiiksek rezoliisyon, yiiksek aymim verimi, kisa analiz siireleri ve az miktarda
kimyasal/solvent kullanimi nedeni ile CE teknigi, son yillarda diger analiz

tekniklerinin 6niine gegmisgtir.

Fenolik bilesiklerin ayirimina yonelik yapilmig CE ¢aligmalarinda CZE teknigi ile
fosfat/borat tamponda UV, elektrokimyasal, floresans ve kiitle spektrometre
dedektorleri kullanilarak 11 EPA fenoliiniin ayirnim gergeklegtirilmigtir [97-104].

MEKC teknigi kullanilarak yapilmug ¢aligmalarda; anyonik YAM olarak SDS,
katyonik YAM olarak ise CTAB'in kullamldigi ¢aligmalar mevcuttur [105-112].
Susuz CE teknigi (NACE) kullamlarak asetonitril varlifinda EPA fenollerinin
ayirimina yonelik caligmalar da yapilmagtir [113,114].

Katyonik polimerlerin fenol grubu iizerindeki etkisini incelemek amaci ile daha
onceki bir ¢caligmada polietilenimin (PED) kullanilmugtir [115]. Hekzadimetrin bromiir
(Polibren, HDMB) katyonik polimeri kullanilarak, hidroksifenol izomerleri izerinde
pH=5.2'de etkin bir ayirim oldugu belirtilmistir [116]. Tablo 2.11'de CE teknigi ile

fenolik bilegiklerin ayirimina ait literatiir galismalar: bir 6zet halinde verilmistir.
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Literatiirden de goriilecegi iizere klorofenoller ve EPA fenolleri tizerinde yaptlmig
olan CE ¢aligmalarinin hemen hepsinde kullamilan 6rnek karigimindaki fenollerin

belli oranda iyonize olabildikleri bir pH araliginda galigilmustir.

Tablo 2.11. Fenolik bilegiklerin ayirimina ait CE'de yapilmig galigmalar.

Teknik Caligma Elektroliti Referans
CZE 50 mM fosfat/pirofosfat; pH=6-12 [98]
CZE 50 mM sodyumfosfat; pH=6.9 [99]
CZE 15 mM sodyumborat + 1 mM floresein; pH=9.9 [100]
CZE 10-50 mM fosfat/borat; pH=2.9-12.4 [101]
CZE 20 mM sodyumborat; pH=9.9 + 0.1 [102]

CZE/ESI- | 20 mM CHES + (20:80) su:2-propanol + %0.5 amonyum; [103]
MS pH=10.0
CZE 30 mM dietilmalonikasit, pH=7.25 [104]

MEKC Fosfht/tetrabor:to-;-i ]f))r’elnl;nsii-[ S’ll’(ﬁfz/ %0.001 (w/v) [108]

e | aeemeecemesnee |

MEKC Borat/fosfat + %0.5-2 (w/v) Tween 40/Brij 35: pH=9.8 [111]
CZE 20 mM MES + %0.5 PEL, pH=7.15 | [115]
EKC 20 mM asetat + %2 (w/w) polibren; pH=5.2 [116]
czE TRIS + 5 mM H,CrO, ; I1I :;1\;1 24-2,10-3Xiyonen; | 1117

Caligmamizda Tablo 2.10'da belirtilmis olan EPA oncelikli fenol grubu
bilegiklerinden klor ve nitro grubu igeren; fenol, 2-klorofenol, 2-nitrofenol, 4-
nitrofenol, 2,4,6-triklorofenole ek olarak bu fenollerin konumsal izomerleri olan ve
yine EPA grubu fenoller igerisinde yer alan 3-klorofenol, 4-klorofenol, 3-nitrofenol,
2,3,5-triklorofenol ve 2,4, 5-triklorofenolii de igeren bir 6mek kangiminin CE'de
ayinmini incelemek igin katyonik bir polimer olan polibren kullanilmistir. Polibrenin
literatiirde EKC yonteminde ilave maddesi olarak kullamldig: ¢aligmalar vardir [116,
118-122]. Ancak klorofenoller ve nitrofenollerle ilgili bir ¢aligmaya rastlanmamugtir.
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3. DENEYSEL BOLUM

3.1. Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Caligmalarimizda; Bishoff marka Lambda-1000 model UV-GB dedektoni
(Leonberg, Almanya) adapte edilmiy Prince Teknoloji (Emmen, Hollanda) CE
cihazi, UV-GB ve PDA dedektérlerinin kullanildigi Beckman (Fullerton, CA, USA)
P/ACE MDQ model CE cihazi kullanilmugtir.

Bilgisayar analizlerinde; Prince Teknoloji CE cihazinda Ceasar 1995, Beckman CE
cihazinda ise 32 Karat analiz programlan kullanilmagtir.

Analizlerin gergeklestigi silika kapiler kolonlar; Polymicro Teknoloji (Phoenix, AZ,
USA) ve MSP, Agilent (Isvigre)'den saglanmistir.

Deiyonize su, Elgacan C114 filtrasyon sistemi ile elde edilmigtir. Caligma elektroliti
ve Omeklerin filtrasyonu igin kullamlan 0.45 um g¢apl selilloz-asetat filtreler,
Supelco (Bellefonte, PA, USA)'dan temin edilmigtir.

3.2. Kimyasal Maddeler

Asetofenon, naftalen, asenaftalen, asenaften, fenantren, antrasen, payren, perilen,
benzo[a]payren, CTAB, 2-morfolinetanstlfonik asit (MES),
Tris(hidroksimetil)aminometan (TRIS), sodyumdihidrojenfosfat (NaH,POQ,), N-2-
SA, fenol, 3-klorofenol, 4-klorofenol, 2-nitrofenol, 4-nitrofenol, polibren,
nitrobenzen Fluka (Buchs, Isvigre), benzofenon, SDBS, CPBr, N-1-SA, 2-
klorofenol, 3-nitrofenol, 2,4 6-triklorofenol Aldrich (Milwaukee, WI, USA); 2-
klorobenzoik asit, 3-klorobenzoik asit ve 4-klorobenzoik asit Merck (Darmstadt,
Almanya); disodyumhidrojenfosfat (Na;HPO,4), NaOH, asetik asit ve asetonitril
Riedel-de-Hiden; 2,3,5-triklorofenol ve 2.4,5-triklorofenol ise Supelco (Bellefonte,
PA, USA) firmalarindan temin edilmigtir. Co-Pzq makromolekilii, tiniversitemiz
Anorganik Kimya Anabilim Dali'nda sentezlenmistir [89].
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3.3. PAH Ayirnmna Ait Caligmalar

Caliymamizda 8 PAH ve 3 aromatik madde karigimimt CE'de ayirmak igin EKC
teknigi kullamlmigtir. Bu teknik geregince galigma elektrolitine ilave edilecek katki
maddeleri YAM monomerleri arasindan segilmigtir. MEKC'de en ¢ok kullanilan
YAM, SDS'dir. Ancak béliim 2.4'de agiklandigi gibi SDS monomerleri ile PAH'lar
arasinda bir etkilesim olmadigi rapor edilmistir [66]. Bu galiyjmada sectifimiz
anyonik YAM, Sekil 3.1'de gosterildigi gibi yapisinda SDS'den farkli olarak bir
benzen grubu igeren SDBS'dir.

|
NN 00— 8 —6 Na+

- +
SO,Na
SDBS SDS

Sekil 3.1. SDBS ve SDS'mn molekiiler yapist.

PAH'larin katyonik YAM'lerle etkilesimi ise, iki ayr1 madde, sirasiyla CTAB ve
CPBr kullamlarak aragtimlmigtir. Bu iki katyonik YAM'nin molekiiler yapis1 Sekil

3.2'de verilmisgtir.

Br~ Br
i/
/\/\/\/\/\/\/\/N(CHg)a N \
+ +\=

CTAB CPBr
Sekil 3.2. CTAB ve CPBr'iin molekiiler yapisi.

Ug farkh YAM ile etkilesim sonucu, Sekil 3.3'de verilen 8 PAH ve 3 aromatik
madde karigiminin kapiler elektroforetik ayirim: gergeklestirilmistir.

3.4. Klorobenzoik ve Naftalen Siilfonik Asit izomer Ayirmmlarina Ait Cahsmalar

Tez ¢aligmamizda PAH kangimlarinin diginda klorobenzoik asit ve naftalensiilfonik
asit konumsal izomerlerinin aymmna yonelik ¢aligmalar yapumugtir. Caligmada

kullanilan izomerler Sekil 3.4'de gosterilmigtir.
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NO,

= OO0

0]
Nitrobenzen Asetofenon Benzofenon Naftalen
Asenaftalen Asenaften Fenantren Antrasen
Payren Perilen Benzo[a]payren

Sekil 3.3. Caligmada kullanilan PAH'larin molektiler yapis.

SOH

Naftalen-1-stilfonik asit Naftalen-2-siilfonik asit

COCOH COOH COOH
Cl
Cl
Cl
2-klorobenzoik asit 3-klorobenzoik asit 4-klorobenzoik asit

Sekil 3.4. Calismada kullanilan izomerlerin molekiiler yapisi.

Bu iki farkli izomer grubunun ve aymi gruba ait izomerlerin ayinim i¢in galigma
ortamina katilan Co-Pzq makromolekiiliiniin ayinnmda etkin oldugu gorilmigtiir.
Sekil 3.5'de Co-Pzq makromolekiiliiniin yapisi gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Co-Pzq makromolekiiliiniin yapisi.
3.5. Fenol izomerlerinin Ayirimma Ait Caligmalar

Caligmamizda 10 farkh fenol bilesiginin, galisma elektrolitine ilave edilen pozitif
yiklii bir polimer olan polibren ile farkli etkilesimleri sonucu elektroforetik
mobilitelerinin degigimi incelenmigtir. Calismada kullamlan fenollerin molekiiler

yapisi Sekil 3.6'da, polibrenin molekiiler yapisi ise Sekil 3.7 'de verilmistir.

OH QH OH OH QH
o o . X
cl ic Cl
Ci
Fenol 2-klorofenol 3-Kklorofenol  4-klorofenol 2,3 5-triklorofenol
1) @ 3) C)) 6)

OH OH OH OH OH
ic @)“02 ©\N
ic o,
c a NO,
2.4, 5-triklorofenol  2,4,6-triklorofenol 2-npitrofenol ~ 3-nitrofenol 4-nitrofenol

©® Q) ® &) a0
Sekil 3.6. Caligmada kullanilan fenollerin molekiiler yapis1.

CH, CH,
—((CH,),— T+_‘(CH2)6 — Nt
|

CH, CH,

Sekil 3.7. Polibrenin molekiiler yapist.

46



4. SONUCLAR
4.1. SDBS ile PAH Ayirim

Sulu ¢dzeltide SDBS'in CMC degerinin 2.0 mM civarinda oldugu bilinmektedir.
Uzun zincirli yag asitlerinin ayinmina yonelik yapilmig bir ¢aliymada %20
tizerindeki MeCN oranlarinda, yag asitlerinin gelig siralamasinin tamamen tersine
cevrildigi ve buna sebep olan etkinin, misel pargalanmasi ile olusan YAM
monomerlerinden kaynaklandigi agiklanmigtir [123]. Caligmamizda elde edilen
elektroferogramdaki pik gekillerinin simetrik, plaka sayisinin MEKC g¢aligmalarina
kiyasla ¢ok daha yiiksek olusu ve daha 6nce misel-solvent etkilesimi ile ilgili
yapilmig olan ve teorik bolimde bahsedilmis ¢aligmalara da bagh olarak, galiyma
kosullarimiz altinda misel olugmaksizin PAH'larin YAM monomerleri ile etkilesim

farkliliklarina bagh olarak ayirimlari gergeklestiritmistir.

PAH stoklari, MeCN'de, enjeksiyon omnekleri ise Tablo 4.1'de belirtilmis
konsantrasyonlarda %45 MeCN ve 45.0 mM SDBS igerecek sekilde hazirlanmugtir.
Enjeksiyon Oncesi 6rekler ve galigma elektroliti, 0.45 pum selilloz-asetat filtreden

siiziilmigtir.

Yeni silika kapiler kolon ilk kullamminda, 45 dakika 1.0 N NaOH, 10 dakika
deiyonize su ve 10 dakika caligma elektroliti ile yikanarak caligmaya baslanmigtir.
Sonraki giinlerde galigma 6ncesi kapiler, 10'ar dakika 1.0 N NaOH ve ¢aliyma
elektroliti ile, enjeksiyon aralarinda ise 2 dakika MeCN, 2 dakika 1.0 N NaOH ve 4
dakika galigma elektroliti ile yikanmugtir.

4.1.1. Calisma Tamponu

Aym1 pH degerinde boraks ve TRIS tampon denenmis; boraksa oranla daha
guriiltistiz bir elektroferogram elde edilmesi ve akimimnin diigik olmasi nedeniyle

caligma tamponu olarak TRIS, ¢aliyma pH's1 olarak da 8.2 secilmigtir.
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4.1.2. SDBS Konsantrasyonu

Caliyma elektroliti olarak, pH=8 2'de 20 mM TRIS ve %40 MeCN igeren gozeltiye
5-50 mM arasinda artan konsantrasyonlarda SDBS ilave edilerek, SDBS
konsantrasyonunun EOM ve PAH'larin elektroforetik mobiliteleri lizerindeki etkisi

incelenmigtir (Sekil 4.1, Sekil 4.2).

Tablo 4.1. SDBS ile PAH ayiriminda enjekte edilen analit konsantrasyonlari.

PAH'lar Konsantrasyon (mM)
Nitrobenzen 0.500
Asetofenon 0.200
Benzofenon 0.100
Naftalen 1.000
Asenaftalen 1.000
Asenaften 2.000
Fenantren 0.030
Antrasen 0.200
Payren 0.200
Perilen 0.050
Benzo[a]payren 0.100
50—
@ 40-
> .
NE' T \.\
v:g 30"" .\
o =
*‘-‘ \-\- -
2
Q 20+
o
wth——
0 10 20 30 40 50
SDBS Konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.1. Artan SDBS konsantrasyonu ile EOM degisimi.
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Sekil 4.2. Artan SDBS konsantrasyonu ile EPM degisimleri.

Ortamda SDBS olmadiginda herhangibir ayirim olmadan 8 PAH ve 3 aromatik
madde karnigimi, bir EPM'ye sahip olmayip EOM ile hep birarada aym siirede
dedekte edilirlerken, artan SDBS konsantrasyonu ile beraber herbir analitin
EPMsinin birbirinden farkhilik kazandigi goriilmektedir. Ilave edilen SDBS

PR

konsantrasyon aralifinda akimin 6-28 pA arasinda degistigi gézlenmistir.

4.1.3. Organik Solvent

PAH'larin ¢oziiniirliigini arttirmak ve misel olugumunu engellemek igin galigma
ortamina organik solvent olarak MeCN ilave edilmigtir.

Caligmamizda MeCN oramt %30, %40 ve %50 degerlerinde tutularak denemeler
yapilmig ve ayinm i¢in en uygun kosul %40 MeCN varhginda saglanmgtir. MeCN
oraninin %50'yve ¢ikarilmasi, pik rezoliisyonunda azalmaya (Sekil 4.3), %30'a
indirilmesi ise PAH'larin ¢oziinirliiginiin 6nemli derecede azalmasina neden olmug

ve ¢6kmeden 6tiirii herhangibir sonug elde edilememistir.

4.1.4. Voltaj Degisimi

Caligma voltaj olarak 20, 25 ve 28 kV denenmis, 25 kV uygun bulunmugtur. 20 kV
altinda analiz siiresi uzamis ve son piklerin seklinde bozulma gézlenmistir. 28 kV

altinda ise piklerin rezoliisyonunda azalma oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.3. %50 MeCN varliginda ayirima ait elektroferogram. Caligma elektroliti: 20
mM TRIS, 50 mM SDBS, pH=8.2. Voltaj: 25 kV. Enjeksiyon: Hidrodinamik, 40
mbar, 0.07 dakika. A= 254 nm. Pikler: 1-Nitrobenzen, 2-Asetofenon, 3-Benzofenon,
4-Naftalen, 5-Asenafialen, 6-Asenaften, 7-Fenantren, 8-Antrasen, 9-Payren, 10-
Perilen, 11-Benzo[a]payren.

4.1.5, Optimum Cahsma Kosullar:
Yapilan denemeler sonucunda SDBS ile 8 PAH ve 3 aromatik madde karigiminin

ayirimina ait optimum kosullar Tablo 4.2'de verilmigtir [124].

Tablo 4.2. SDBS ile PAH ayirimina ait optimum kosullar.

Caligma Elektroliti g%gg‘pggamo MeCN, 50 mM
Enjeksiyon 40 mbar, 0.07 dakika, hidrodinamik
Calisma Voltaj1 ve Akim 25kV, 28 uA

Dalga Boyu 254 nm

Kapiler Boyu 53/67 cm

Kapiler Cap1 50/365 um

Optimum kogullar altinda elde edilen elektroferogram Sekil 4.4'de gosterilmistir.

4.1.6. Tekrarlanirlik ve Belirtilme Simirlar:

Tablo 4.2'de belirtilen optimum ¢aligma kosullarinda ve Tablo 4.1'deki

konsantrasyonlar kullamlarak ardarda yapilan alt1 enjeksiyon sonucu, yontemin, gelis
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Sekil 4.4. Optimum kosullar altinda SDBS ile PAH ayirimina ait elektroferogram:.
Pikler: 1-Nitrobenzen, 2-Asetofenon, 3-Benzofenon, 4-Naftalen, 5-Asenaftalen, 6-
Asenaften, 7-Fenantren, 8-Antrasen, 9-Payren, 10-Perilen, 11-Benzo[a]payren.

zamamna ve pik alamna bagli bagil standart sapma degerleri (RSD) ve belirtilme
sinirlar1 (LOD) hesaplanmis ve Tablo 4.3'de belirtilmigtir.

Tablo 4.3. SDBS ile PAH analizine ait LOD ve RSD degerleri. A=254 nm.

o o
PAHlar ;?VII)) (gelis f;ifa]zl igin) (pikfllzstiqin) tutSD
Nitrobenzen 0.054 1.55 432 10.785+0.056
Asetofenon 0.016 1.55 2.70 11.246:+0.048
Benzofenon 0.012 1.15 6.76 12.574+0.067
Naftalen 0.180 1.54 723 12.810+0.084
Asenaftalen 0.149 1.52 5.42 13.54140.103
Asenaften 0.257 1.49 2.93 13.753+0.110
Fenantren 0.004 1.45 6.15 14.884+0.108
Antrasen 0.022 1.39 751 15.020:£0.121
Payren 0.018 1.39 2.12 16.51040.142
Perilen 0.012 1.22 9.24 19.618+0.203
Benzo[a]payren 0.013 1.23 4.13 20.05040.254

Tablodaki degerler, elektroferogramdaki geri sinyal ortalama yiiksekliginin 3 kat1

yiikseklige kargilik gelen konsantrasyon degeri, belirlenebilir sinir kabul edilerek

hesaplanmugtir. Sekil 4.4'deki elektroferogram igin piklerin teorik plaka sayilan,
130000-230000 arasinda degismektedir.
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4.2. CTAB ile PAH Ayirmm

Katyonik bir YAM olan CTAB, g¢aliyjmamizda elektrolit katki maddesi olarak
kullamimigtir. CTAB konsantrasyonunun arttirilmas: ile EOM ve EPMlerin ne
sekilde deZistigi, voltaj degisimi ve organik solvent ylizdesinin degigimine yonelik
deneysel ¢aligmalar yapilmigtir. PAH stoklari, MeCN'de, enjeksiyon &rmekleri ise
Tablo 4.4'de belirtilmis konsantrasyonlarda %40 MeCN ve 30 mM CTAB igerecek

sekilde hazirlanmugtir.

Tablo 4.4. CTAB ile PAH ayiriminda kullamlan analit konsantrasyonlar:.

PAH'lar Konsantrasyon (mM)
Nitrobenzen 0.750
Asetofenon 0.300
Benzofenon 0.300
Naftalen 0.500
Asenaftalen 0.125
Asenaften 0.100
Fenantren 0.200
Antrasen 0.200
Payren 0.100
Perilen 0.100
Benzo[a]payren 0.100

4.2.1. Caliyma Tamponu

Bu c¢aligmada, CTAB ve PAH'lann ¢oziunirligint arttirdigi ve giriiltiisti en az
elektroferogram elde edildigi igin uygun tampon olarak fosfat, pH=6.0 tamponu
kullanilmugtir.

4.2.2, CTAB Konsantrasyonu

Caligma elektroliti olarak segilen, pH=6.0'da 10 mM fosfat ve %40 MeCN igeren
¢ozeltiye artan miktarlarda CTAB ilavesi ile EOM'nin ne gekilde etkilendigi Sekil
4.5'de gosterilmigtir. Katyonik bir YAM olan CTAB'iin ¢aligma elektrolitine ilave
edilen 4.0 mM'lik miktarinin kapileri dinamik olarak kapladigi ve EOA yoniini
tersine ¢evirdigi gozlenmigtir. 8.0 mM konsantrasyondan sonra ise EOM'nin yaklagik
sabit kaldigi gornilmektedir. (+) yikli CTAB monomerleri ile etkilesen analitler
kismen pozitif yiiklenerek EOM'den daha sonra dedektore ulagmaktadirlar.
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Sekil 4.5. Artan CTAB konsantrasyonu ile EOM degisimi.

Artan CTAB konsantrasyonunun analitlerin EPM'sini ne sekilde farklandirdigi Sekil

[

4.6'da gosterilmistir. Bu artiy sirasinda akimin, 6-22 pA arasinda degistigi

gozlenmistir.
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Sekil 4.6. Artan CTAB konsantrasyonu ile EPM'lerin degigimi.
4.2.3. Organik Solvent

Caligmada %30, %40 ve %50 MeCN oranlan denenmis ve %40 MeCN
kullamldiginda ayirim veriminin digerlerinden daha iyi oldugu gozlenmistir. %50
MeCN oraninda pik rezoliisyonu azalmig, %30 MeCN oraminda PAH'larin ¢oztinme
problemi olugmustur.
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4.2.4. Voltaj Degisimi

Caligmamizda -20, -25 ve -28 kV degerleri uygulanmis ve -25 kV, uygun
bulunmustur. Yiiksek voltaj uygulamas: ile piklerin rezoliisyonlarinda kayip; diisik

voltajda ise uzun bir analiz siresi gozlenmis ve pik aymminda bir farklilik

olugmamuigtir.

4.2.5. Optimum Cahsma Kosullar

Yapilan galigmalar sonucunda CTAB ile PAH aywrimina ait optimum kosullar
belirlenmistir (Tablo 4.5). Bu kosullarda enjekte edilen analit konsantrasyonlar:
Tablo 4.4'de belirtilmistir. RSD ve LOD degerleri hesaplanmigtir (Tablo 4.6).
Optimum kogullar altinda elde edilen elektroferogram $ekil 4.7'de gosterilmisgtir.

251
6
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Sekil 4.7. Optimum kosullar altinda CTAB ile PAH ayirimina ait elektroferogram.
Pikler: 1- Nitrobenzen, 2-Asetofenon, 3-Benzofenon, 4-Naftalen, 5-Asenaftalen, 6-
Asenaften, 7-Fenantren, 8-Antrasen, 9-Payren, 10-Perilen, 11-Benzo[a]payren,
A=230 nm.

Tablo 4.5. CTAB ile PAH ayirimina ait optimum ¢aligma kogullar1.

Calisma Elektroliti 10 mM Fosfat, %40 MeCN, 30 mM CTAB, pH=6.0
Enjeksiyon 35 mbar, 5 saniye, hidrodinamik

Caligma Voltaji ve Akim -25kV, -18 pA

Dalga Boyu 230,254 om

Kapiler Boyu 50/60 cm

Kapiler Capt 50/365 pm
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4.2.6. Tekrarlanmirlik ve Belirtilme Sumirlan

CTAB ile PAH ayinminda, geligtirilen analiz yonteminin belirtilme sinirlan ve %

bagil tekrarlanirlik degerleri Tablo 4.6'da verilmistir.

Tablo 4.6. CTAB ile PAH analizine ait LOD ve RSD degerleri.

0, V)
PAH'lar LODM) (geli:) I:sr]n)am (p'/ﬂ(:l:Sl:u tontSD
230nm 254 nm icin) icin)
Nitrobenzen 0.010 0.041 0.553 1.02 6.83510.038
Asetofenon 0.006 0.008 0.612 2.24 7.12940.044
Benzofenon 0.005 0.007 0.725 5.38 7.812+0.057
Naftalen 0.005 0.031 0.735 1.13 7.9651+0.059
Asenaftalen 0.002 0.044 0.801 1.80 8.3700.067
Asenaften 0.001 0.032 0.826 1.80 8.53610.071
Antrasen 0.005 0.007 0.904 4.69 9.2401+0.084
Fenantren 0.004 0.007 0.950 4.12 9.418:+0.090
Payren 0.001 0.012 1.01 7.23 10.13510.103
Perilen 0.009 0.052 1.18 2.03 12.32640.146
Benzo[alpayren | 0.004 0.014 127 6.72 12.63910.161

Tablo 4.6'dan gorildiigii gibi CTAB ile PAH ayiriminda PAH'larin belirtilme
simrlart oldukga diigiiktiir. CTAB kullamminda PAH'larin dogrusal tayin araligy,
kalibrasyon denklemleri ve regrasyon degerleri toplu olarak Tablo 4.7'de verilmistir.

Tablo 4.7. PAH'larin dogrusal tayin sinirlan ve kalibrasyon denklemleri.

PAH'lar Dogrusal tayin araligi (mM) | Kalibrasyon denklemi R’
Nitrobenzen 0.100-5.000 y= 17829x + 523.7 | 0.9997
Asetofenon 0.014-5.500 y= 32695x + 1723 | 0.9999
Benzofenon 0.053-3.975 y= 3274x - 292.8 | 0.9990
Naftalen 0.014-4.600 y= 19441x - 451 | 0.9996
Asenaftalen 0.002-1.600 y=101098x - 96.3 0.9995
Asenaften 0.002-4.800 y=911832x -~3062.5 | 1.0000
Fenantren 0.006-1.950 y=141513x -2565.9 | 0.9993
Antrasen 0.008-1.250 y= 30543 x - 3463 | 0.9998
Payren 0.004-1.260 y=239076 x +2394.8 | 0.9979
Perilen 0.009-0.220 y= 25566x + 753.6 | 0.9993
Benzofalpayren 0.011-0.185 y=125696x + 125.7 | 0.9989
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4.3. CPBr ile PAH Ayirimi

Bir bagka katyonik YAM olan CPBr kullamilarak yapilan g¢aliyjmada PAH
kanigimindaki herbir analitin artan CPBr konsantrasyonu ile farkli mobiliteler

kazandig1 ve CPBr'lin ayirimda etkin oldugu gézlenmistir.

PAH stoklari, MeCN'de, enjeksiyon oOmekleri ise Tablo 4.8'de belirtilmig
konsantrasyonlarda %50 MeCN ve 35 mM CPBr igerecek gekilde hazirlanmugtir.

Tablo 4.8. CPBr ile PAH aymminda enjekte edilen analit konsantrasyonlar1.

PAH'lar Konsantrasyon (mM)
Nitrobenzen 0.500
Asetofenon 0.200
Benzofenon 0.100
Naftalen 1.000
Asenaftalen 1.000
Asenaften 2.000
Antrasen 0.200
Fenantren 0.060
Payren 0.200
Perilen 0.050
Benzofa]payren 0.100

Enjeksiyon aralarinda kapiler, 2 dakika MeCN, 1 dakika 0.1 M HCI, 2 dakika 0.1 N
NaOH ve 4 dakika tampon ile yikanmigtir.

4.3.1. Calisma Tamponu

CPBriin en iyi ¢6ziindiigi tampon olarak pH=4.0'de asetat tamponu segilmistir.
Artan pH degerlerinde CPBr'iin ¢oziiniirligiinde azalma g6zlenmigtir.

4.3.2. CPBr Konsantrasyonu

Caligma elektroliti olarak segilen, pH=4.0'de 20 mM asetat ve %50 MeCN igeren
¢ozeltiye, 0.0-50.0 mM konsantrasyon arahiginda ilave edilen CPBriin EOM'yi ne
sekilde etkiledigi Sekil 4.8'de gosterilmigtir. 2.0 mM CPBr ilavesinden sonra kapiler
kolonda dinamik bir kaplama olustugu ve EOA'in y6n degigtirdigi gozlenmistir. 8.0
mM CPBr ilavesinden sonra EOM yaklagik olarak sabit kalmaktadir. Artan CPBr
konsantrasyonu ile analitlerin mobilite degigimleri Sekil 4.9'da gosterilmigtir. Bu

o

art1g strasinda akimin 7.1-26.0 pA arasinda degistigi gozlenmistir.

56



4.3.3. Organik Solvent

Caligmada organik ¢oziicii olarak MeCN kullamlmistir. Caligma tamponundaki
¢oziicii orani, %40, %50 ve %60 tutularak denemeler yapilmg ve %50 MeCN
igeriginin ayirimda etkin oldugu gozlenmisti. MeCN oram arttirildiginda, pik
rezoliisyonlarinda kay1p ve analiz siiresinde uzama; oran azaltiltildiginda ise CPBr'iin
coziiniirligiinde biyik olgiide azalma gozlenmistir. Bu azalmaya bagli olarak

kullamlabilen CPBr miktan ise ayirim igin yeterli olmamagtir.

4.3.4. Voltaj Degisimi

Caliyma elektrolit igerigi sabit kalmak sart1 ile -20, -25 ve -28 kV'luk voltaj
uygulamas: ile elde edilen sonuglar kargilagtinlmig ve -25 kV'un ayinmda etkin
oldugu gozlenmigtir. -20 kV voltaj uygulamasi ile analiz siiresi uzamig ve pik
sekillerinde bozulma gozlenmigtir. -28 kV altinda ise analiz siiresinin kisalmas: ile

birlikte pik rezoliisyonlar: oldukga azalmigtir.
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Sekil 4.8. Artan CPBr konsantrasyonu ile EOM degisimi.
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Sekil 4.9. Artan CPBr konsantrasyonu ile EPM degisimleri.
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4.3.5. Optimum Calisma Kosullan

CPBr, konsantrasyon, organik solvent igerigi, voltaj degigimi ve galigma tamponu

iizerinde yapilan g¢aligmalar sonucunda Tablo 4.9'da belirtilen optimum kosullara

ulagilmigtir (Sekil 4.10).

Tablo 4.9. CPBr ile PAH ayirimina ait optimum ¢alisma kogullar.

. 20 mM Asetat, %50 MeCN, 40 mM CPBr,
Caligma Elektroliti pH=4.0
Enjeksiyon ‘| 35 mbar, 5 saniye, hidrodinamik
Caligma Voltaj1 ve Akim -25kV, -26 pA
Dalga Boyu 254 nm
Kapiler Boyu 50/60 cm
Kapiler Cap1 50/365 um
0.003 1 8
0.002 -
- 0.001 -
< 7
9
0.000
(
-0.001 1w
-0.002 , : . .
10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Zaman (dakika)

Sekil 4.10. Optimum kogullar altinda CPBr ile PAH ayirimina ait elektroferogram.
Pikler: 1-Nitrobenzen, 2-Asetofenon, 3-Benzofenon, 4-Naftalen, 5-Asenafialen, 6-
Asenaften, 7-Antrasen, 8-Fenantren, 9-Payren, 10-Perilen, 11-Benzo[alpayren.

4.3.6, Tekrarlanirlik ve Belixtiime Smirlan

Optimum kogullar altinda ardarda yapilan bes enjeksiyon sonucu; gelis zamanina ve
pik alanina bagli bagil standart sapma degerleri ve belirtilme sinirlan hesaplanmis ve

Tablo 4.10'da belirtilmigtir.
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Tablo 4.10. CPBr ile PAH analizine ait LOD ve RSD degerleri. A=254 nm.

PAH'lar LOD %RSD %RSD tutSD
(mM) | (gelis zamaniigin) | (pik alami igin)
Nitrobenzen 0.131 3.04 9.01 10.587+0.322
Asetofenon 0.039 2.83 6.65 11.35040.321
Benzofenon 0.026 3.19 9.85 13.154+0.215
Naftalen 0.194 3.03 6.57 14.139+0.220
Asenaftalen 0.277 3.09 5.86 14.82010.245
Asenaften 0.304 307 6.78 15.166+0.255
Antrasen 0.038 2.83 7.80 17.030+0.256
Fenantren 0.002 3.13 493 17.50840.288
Payren 0.035 3.23 5.75 19.408+0.320
Perilen 0.053 3.25 8.75 26.97510.357
Benzo[a]payren | 0.025 327 9.39 28.180+0.366

Her i yiizey aktif maddenin PAH piklerinin rezoliisyonu Tablo 4.11°de verilmigtir.

Tablo 4.11. PAH piklerinin rezoliisyon degerleri.

Piale. SD{BS CTAB CPBr
Rezoliisyon | Rezoliisyon | Rezolisyon
12 3.49 2.44 2.46
2-3 9.37 5.69 4.16
34 1.19 1.28 1.21
4-5 4.08 3.30 2.68
5-6 1.92 1.31 0.970
6-7 6.31 5.86 411
7-8 153 1.46 0.780
8-9 7.62 3.09 3.53
9-10 18.4 7.74 11.2
10-11 1.89 1.32 1.21

4.4. Co-Pzq Makromolekiilii ile Klorobenzoik Asit ve Naftalen Siilfonik Asit

Izomerlerinin Ayrilmasi

Co-Pzq makromolekiiliiniin 7 baglarinca zengin olusu, analit igerigindeki 7 bagi
sayisina bagli olarak etkilegimlerin farklanmasina neden olmaktadir. Caligmamizda
n-n bag etkilesimlerine bagli izomer ayiriminda Co-Pzq makromolekiili olumlu

sonug vermigtir [125].
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Omek stoklar1 ve enjeksiyon ornekleri deiyonize suda hazirlanmigtir. Enjeksiyonda
kullanilan analit konsantrasyonlar: Tablo 4.12'de verilmistir. Enjeksiyon aralarinda

kapiler, 2 dakika ¢aligma elektroliti ile yikanmgtir.

4.4.1. Cahisma Elektroliti

pH=4.0 ile pH=8.2 arasinda yapilan g¢aligmalar bu aralikta EOM'de sadece %20
oraninda degisme oldugunu gostermigtir (Sekil 4.11). Ayinmda asit-baz denge
etkilesimlerinin segimlilikte etkin olmamasi igin ¢aligma elektroliti olarak, analitlerin

tamamen iyonize olduklari bir pH degeri olan 8.2 ve TRIS ¢alisma tamponu

se¢ilmigtir.
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Sekil 4.11. Artan pH ile EOM degigimi.
4.4.2. Co-Pzq Konsantrasyonu

pH=8.2'de 20 mM TRIS iceren galigma elektrolitine katilan Co-Pzq miktarmin 0.0-
2.0 mM arasinda arttinlmasina bagh olarak EOM ve EPMlerde gozlenmis olan
degisimler siras1 ile Sekil 4.12 ve Sekil 4.13'de verilmigtir.

2.5%10% mM Co-Pzq ilavesinde kapilerin dinamik olarak kaplanmasi ile birlikte
EOA, yon degistirmis ve 0.1 mM'dan itibaren EOM'nin yaklagik sabit kaldig
gozlenmigtir. 2.0 mM Co-Pzq ilavesi ile analitlerin mobilitelerindeki farklanmanin
arttif goriilmektedir (Sekil 4.13).

Calisma tamponunda Co-Pzq ilavesi olmadan alinmig olan elektroferogram, Sekil
4.14a'da, 10% mM Co-Pzq ilave edildiginde aromatik anyon izomerlerinin ayirimina

ait elektroferogram ise Sekil 4.14b'de gosterilmigtir.
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Sekil 4.12. Artan Co-Pzq konsantrasyonu ile EOM degisimi.
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Sekil 4.13. Artan Co-Pzq konsantrasyonu ile EPM degisimleri.

Ortama Co-Pzq ilave edilmeden 6nce EOA yonii katoda dogru iken; naftalensiilfonat
ile klorobenzoat izomerlerinin mobiliteleri arasinda ¢ok kiigiik bir farklanma olmakta

ve elektroferogramda tam ayrilmamus iki pik olarak goriilmektedir (Sekil 4.14a).

Ortama ilave edilen 10? mM Co-Pzq sonrasi alinan elektroferogramda da (Sekil
4.14b) gorildugii gibi EOA yoniinin degigmesi ile birlikte gruplarin gelis

siralamasinda da degigme oldugu gézlenmistir.
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Dinamik kaplama olusumu ile yonii degisen EOA'a bagli olarak; klorobenzoatlar,
naftalensiilfonatlara oranla daha biiyiik bir degerde mobilite kazanarak daha once
dedekte edilmiglerdir. Ancak, c¢alisma ortamuna ilave edilen digik
konsantrasyonlardaki Co-Pzq ilavesinden sonra da gruplar igerisinde herhangibir
ayirim gozlenememigtit. Izomerler arasindaki ayirmin ozellikle klorobenzoik asit
izomerleri i¢in tamamlanabilmesi, 2.0 mM Co-Pzq ilavesi ile saglanmigtir.
Tampondaki artan Co-Pzq konsantrasyonuna bagh akim degisimi 9.8-21 pA olarak
gozlenmigtir. Sekil 4.14a ve b'de yer alan elektroferogramlar ayn: absorbans ve
zaman eksenindedir. Enjeksiyondé kullanilan 6rnek konsantrasyonlar: Tablo 4.12'de

belirtilmigtir.

Tablo 4.12. Co-Pzq ayiriminda enjekte edilen 6mek konsantrasyonlar:.

Aromatik Anyonlar Konsantrasyon (mM)
2-klorobenzoik asit 0.2
3-klorobenzoik asit 0.2
4-klorobenzoik asit 0.2
Naftalen-2-siilfonik asit 0.5
Naftalen-1-siilfonik asit 0.5

4.4.3. Optimum Cahsyma Kosullar

Yapilan galigmalar sonucunda elde edilen en iyi ayirima ait kogullar Tablo 4.13'de
belirtilmigtir.

Tablo 4.13. Co-Pzq ile izomer ayirimina ait optimum g¢aligma kogullar1.

Caligma Elektroliti 20 mM TRIS, 2.0 mM Co-Pzq, pH=8.2
Enjeksiyon 40 mbar, 0.08 dakika, hidrodinamik
Caligma Voltaj1 ve Akim 25kV,-21 pA

Dalga Boyu 210 nm

Kapiler Boyu 45/50.5 cm

Kapiler Cap 50/365 um
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2

1
MMJ._AA/ e

3 4 5 6
Zaman (dakika)
Sekil 4.14. Aromatik anyonlarm ayinmina ait elektroferogram. Tampon: 20 mM
TRIS, pH=8.2 (a) 0.0 mM. Co-Pzqg, (b) 102 mM Co-Pzq ilave edildiginde. 1:Naftalen
sulfonatlar, 2: Klorobenzoatlar. Enjeksiyon: 40 mbar, 0.08 dakika, a) anodik ugtan
enjeksiyon, b) katodik uctan enjeksiyon, Voltaj: +25 kV, A=210 nm.
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Optimum kogullarinda elde edilen elektroferogram, Sekil 4.15'de gosterilmistir.

UL

2.5 3 3.5
Zaman (dakika)
Sekil 4.15. Optimum c¢aliyma kogsullarinda elde edilen elektroferogram. 1: 2-

klorobenzoat, 2: 3-klorobenzoat, 3: 4-klorobenzoat, 4: Naftalen-2-siilfonat, 5:
Naftalen-1-siilfonat.

4.5. Polibren Polielektroliti ile Fenol izomerlerinin Ayrilmasi

Caligmada, polibren polielektroliti ¢aligma elektrolitine farkhi konsantrasyonlarda
ilave edilerek, 10 adet fenol izomerinin elektroforetik mobilitelerindeki degigim
izlenmigtir. Segilen fenollerin pKa degerleri Tablo 4.14'de toplu olarak
gorilmektedir.

Tablo 4.14. Caligma igin segilen fenollerin pK, degerleri.

Fenolik Bilegikler pK.
1. Fenol 9.92
2. 2-klorofenol 8.49
3. 3-klorofenol 8.85
4. 4-klorofenol 9.18
5. 2,3,5-triklorofenol 6.43
6. 2,4,5-triklorofenol 6.72
7. 2,4,6-triklorofenol 5.99
8. 2-nitrofenol 7.17
9. 3-nitrofenol 8.28
10. 4-nitrofenol 7.15
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Caligmamizda polibrenin segilen fenollerle etkilesimi, elektrostatik etkilesimin en az
olacag: fenollerin disosiye olmamig halde bulundugu bir pH degerinde (pH=5.0) ve

fenollerin kismen disosiye oldugu bir ortamda (pH=8.3) incelenmisgtir.

Polibren, pozitif yiiklii bir polimerdir ve kapilerin i¢g duvarina adsorplanarak kapiler
igerisindeki elektroosmotik akisi tersine gevirir. % 0.001'lik bir polibren ¢ozeltisi ile
bu islem gergeklegebilir. Polibrenin fenollerle etkilesimi, g¢aligma elektrolitine ilave
edilen polibren konsantrasyonuna kargi fenollerin elektroforetik mobilitelerindeki
degigimin incelenmesi ile gergeklestirildi, ancak her iki pH degerindeki g¢aligmalar
oncesi kapiler, %2'lik polibren ¢ozeltisi ile yikanarak elektroosmotik akigin sabit
kalmasi sagland:.

4.5.1. pH=5.0'da Polibren Konsantrasyonunun Fenollerin Elektroforetik
Mobilitelerine Etkisi

Sekil 4.16'da polibren ile kaplanmig kapilerde, elektrosmotik mobilitenin pH=5.0'da,
20 mM MES tampon igine ilave edilen polibren konsantrasyonu ile degisimi
goriilmektedir. Sekilden goriildiigii gibi kapiler igerisindeki elektroosmotik mobilite,
polibren konsantrasyonu ile hafifcge azalmaktadr. Bu da artan polimer
konsantrasyonu ile viskozitenin artmasi nedeniyledir. Ancak her konsantrasyon
degerinde, ardarda yapilan enjeksiyonlarda kapilerin elektroosmotik mobilitesi sabit
kalmaktadir.

™ 20

Y

§
S 60

5

g

-10-0 T T T T T T
05 10 25 40 55 70 85

% Polibren
Sekil 4.16.  Artan polibren konsantrasyonu ile EOM degisimi.

Sekil 4.17'de, aym sartlarda polibren ilavesi ile fenollerin elektroforetik mobilite
degisimleri goériilmektedir. Mobilite degerlerindeki — isaret, elektroforetik mobilite

ile elektroosmotik mobilitenin ayni yonde oldugunun gostergesidir.
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—a— fenol
—~ 1.0 4 —u— 2-klorofenol
A —a—3-klorofenol
- ~—x— 4-klorofenol
> —x—2,3,5-triklorofenal
. —e—2.4 5-triklorofenol
“g 05 - —+=—2.4,6-triklorofenol
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— ——4-nitrofenol
)
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%Polibren

Sekil 4.17. Artan polibren konsantrasyonu ile EPM degisimleri.

+ igaret ise elektroforetik mobilitelerin elektroosmotik mobiliteye ters yoénde
oldugunun bir gostergesidir. Sekilden gorilecegi gibi polibren ilavesinden once

2,4,6-triklorofenol harici tiim fenollerin elektroforetik mobiliteleri sifira egittir.

Polibren ilavesi ile tiim fenollerle polibren arasinda giiglii bir etkilesim gozlenir.
%0.2 polibren ilavesi ile biitiin fenoller elektroosmotik akig pikinden sonra
gelmektedirler. Bu da tiim fenollerin elektrosmotik akisin ters yo6niinde bir
elektroforetik mobilite kazandiklarini yani pozitif yiiklii polimerle kuvvetle
etkilegerek pozitif yiik ve dolayisi ile mobilite kazandiklarini gostermektedir.

Ik ilavelerde polibren ile fenollerin etkilesimi ayni oranda olmakta bir secimlilik
gozlenmemektedir. Sekilden gorildiigii gibi fenollerin elektroforetik mobilitelerinde
en bityiik farklilagma %6 polibren ilavesinde goriilmektedir.

Jekil 4.18a'da polibren ilavesinden Once kapli kapilerdeki elektroferogram, Sekil

4.18b'de %6 polibren ilavesindeki elektroferogram goriilmektedir. $ekil 4.18b'deki

fenollerin ardarda 5 enjeksiyon igin geliy zamanina bagl tekrarlanirliklant Tablo

4.15'de verilmigtir. Elde edilen tekrarlanirlik degerleri CE ¢aligmalart igin oldukga

iyidir.

4.5.2. pH=8.3'de Polibren Konsantrasyonunun Fenollerin Elektroforetik
Mobilitelerine Etkisi

Sekil 4.19'da kaph kapilerde pH=8.3'de, 20 mM fosfat igeren tampona ilave edilen
polibren konsantrasyonunun fenollerin elektroforetik mobilitelerine  etkisi
goriilmektedir.
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Sekil 4.18. Fenol bilegiklerinin ayinimina ait elektroferogram. Tampon: 20 mM MES,
pH=5.0 (a) %0 Polibren, (b) %6 Polibren ilave edildiginde. Pik tammlamas1 $ekil 3.6
ile ayn1. Enjeksiyon: 70 mbar, 0.15 dakika, katodik ugtan hidrodinamik enjeksiyon,
Voltaj: -20 kV, A=214 nm.

Sekilden goriilecegi gibi bu pH degerinde fenoller kismen negatif yiikli oldukian

i¢in kapl kapilerde elektroosmotik akigla aym yonde hareket ederler.
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Tablo 4.15. 20 mM MES, %6 polibren igeren pH=5.0'likk ortamda fenollerin gelig
zamaninin tekrarlamrlifl. Pik no.'lan Sekil 3.6'daki numaralandirmaya gore
verilmigtir.

Fenoller %RSD
1 0.300
2 1.02
3 1.14
4 1.14
5 0.725
6 0.725
7 0.460
8 0.354
9 0.840
10 0.548

Polibren ilavesi fenollerin negatif yik yogunlugunu azaltarak elektroforetik
mobilitede 6nce bir azalmaya ve %6 polibren ilavesinden sonra tiim fenollerin pozitif
olarak yiiklenerek elektroosmotik akigtan sonra gelmesine neden olmaktadir. Kapsiz
kapilerde gelis siras1 1, 4, 3,2, 9, 6, 5 ile 7, 8 ile 10; kaph kapilerde gelis siras: 8 ile
10,5ile 7, 6,9, 2,3, 4, 1 ve en fazla rezolisyonun gozlendigi %1 polibren ilavesi
sonucu gelig siras1 8, 10, 7, 6, 5, 2 ile 9, 3, 1 ile 4 geklindedir. pH=8.3'de fenoller
kismen iyonize oldugundan kapsiz kapilerde 5 ile 7 nolu ¢ift ve 8 ile 10 no.'lu ¢ift
harici tiim fenoller farkli disosiyasyon derecelerine gore ayrilmuglardir. Kapli

kapilerde pikler aras: rezoliisyon Tablo 4.16'da goériildiigii gibi artmasina ragmen

aym iki ¢ift aynilamamugtir.
20 - —e— finol
w —a—44dorofenol
~ 10 —3— 3Klorafenol
>. ——2Xlorofenol
"g 0.0 ~—o— 3-nitrofenol
+- ——t— 2iitrofenol
’E 10 —— 4 pitrofencl
= ——24,54riKlorofencl
5 2.0 A —h—2,3,Sriklorafenol
p2 —8—24 6 triklorofenol
"3.0 T T T T 1
10 10 30 50 70 90

% Polibren

Sekil 4.19. Artan polibren konsantrasyonu ile mobilite degisimleri.
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Kapiler i¢ine %1 polibren ilavesi 5 ile 7 ve 8 ile 10 no.'lu pikler arasinda hafif bir
ayrilmaya buna kargilkk 1 ile 4 ve 2 ile 9 piklerinin arasindaki rezoliisyonun

kaybolmasina neden olmustur.

pH=8.3'de kapsiz kapilerde, polibren kapli kapilerde ve fenollerin rezoliisyon
degerlerinin en fazla oldugu %1 polibren ilaveli ayirimda fenoller arasi rezoliisyon
degerleri Tablo 4.16'da, pH=5.0'da %6 polibren ilavesi ile elde edilen rezoliisyon
degerleri Tablo 4.17'de verilmigtir.

Tablo 4.16. pH=8.3'de kaplanmamus, kapli kapilerde ve %1 polibren ilavesi ile
rezoliisyon degisimi.

pH=8.3 Kaplanmamis Kapl: %1 polibren ilavesi
kapiler kapiler

Fenoller | Rezoliisyon | Rezoliisyon Rezoliisyon
1,4 0.142 0.764 Yok
43 0.328 1.03 0.120
3,2 0.932 1.35 0.592
2,9 0.254 0.188 Yok
9,6 2.83 0.451 0.608
6,5 0.357 0.055 0.259
5,7 Yok Yok : 0.673
7,8 0.294 0.353 128
8,10 Yok Yok 0.105

Tablo 4.17. pH=5.0'da %6 polibren ilavesi ile elde edilen rezoliisyon degerleri.

Fenoller Rezoliisyon
10, 8 1.85
8 1 1.27
1,7 0.458
7,6 1.31
6,5 Yok
59 0.704
9,2 1.81
2,3 0.733
3,4 Yok
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5. TARTISMA

5.1. PAH Ayirnmina Ait Sonuglar

Bu calismada deneysel kisimda agiklandig: gibi ii¢ farkli yapida YAM, swrasiyla
anyonik SDBS, katyonik CTAB ve katyonik CPBr, su-organik ¢oziicii elektrolitine

ilave edilerek 8 PAH ve 3 aromatik madde karigtminin ayirimi gergeklestirilmigtir.

Literatiirde, organik ¢dziicii varhginda misel olusumunun engelledigi yoniinde gok
sayida rapor bulunmaktadir. Bowser ve arkadaglari genel olarak %20'den fazla
MeCN igeren sulu ¢ozeltilerde misel olugmadigimi goéstermiglerdir [35]. Sulu
ortamda SDBS''n CMC'nun 2.0 mM civarinda oldugu bilinmektedir. Uzun zincirli
yag asitlerinin aymrmina yonelik yapilmig olan bir ¢aligmada [123], ortamda MeCN
olmadiginda SDBS misel yapist ile etkilesen yag asitlerinin gelig siralamasi, %20
tizerinde MeCN igeren ¢aligma tamponunda tamamen tersine dénmiigtiir. Bunun
nedeni olarak, organik ¢oziicii yiizdesinin artmasi ile misel yapiun pargalanmasi
sonucu olusan YAM monomerlerinin ayirim farklandirdigy belirtilmigtic. CTAB ve
CPBr'iin sulu ¢ozeltideki CMC'lan ise sirasiyla 0.94 ve 0.65 mM'dir. Tablo 2.5 ve
2.6'dan agikga goriilecegi gibi ortamdaki artan MeCN yiizdesi ile bu YAM’lerin
CMC'lan1 ¢ok fazla artmaktadir. En uygun ayrilma kogullarinda organik ¢oziicii
(MeCN) yiizdesi, SDBS ve CTAB igin %40, CPBr igin ise %50 olarak segilmistir.
YAM konsantrasyonlan ise sirasiyla 50 mM SDBS, 30 mM CTAB ve 40 mM
CPBr'diir. Bu sartlarda her ii¢ YAM igin misel olusumu beklenemez. Dolayis: ile
PAH aymmmlan, YAM monomerleri ile PAH'Iarm secimli etkilegsmesine
dayanmaktadir. '

Her ii¢ ¢aligmada da, caligma tamponuna YAM katilmadan once tiim PAH
molekiilleri yiikstiz olduklan igin, elektroosmotik akig ile dedektore siiriiklenerek
nétral isaretleyicinin (her ti¢ durumda da negatif su piki) gelig siiresi olan to aninda
tayin edﬂnﬂslerdir. Caliyma tamponuna ilave edilen YAM miktarlan arttirildikga,

herbir analitin mobilitesinde farklanma oldugu goézlenmis ve artan halka sayist ile
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PAH'larin gelis siiresinin uzadif1 gozlenmigtir. Ayinmda, tek aromatik halka igeren
nitrobenzenden beg aromatik halka igeren benzo[a]payrene kadar artan sayida halka
iceren ve fenantren-antrasen gibi izomerik ¢iftlerin de yer aldig: bir 6rmek kangimu

kullamimugtir.

Negatif yukli SDBS monomerleri EOA'a ters yonde hareket ettikleri igin, SDBS
monomerleri ile etkilesen tiim PAH'lar negatif yiike sahip olmakta ve SDBS'la en
cok etkilesen benzo[a]payren en son, tek halka igeren ve en zayif etkilegim gosteren

nitrobenzen ise ilk olarak tayin edilmektedir.

CTAB ve CPBr katyonik YAM'leri kullanilarak yaptigimiz galigmalarda belli bir
konsantrasyondan sonra ilave edilen miktarlaninin kapiler kolonu dinamik olarak
kapladigi ve EOA yoniinii anoda dogru ¢evirdigi gbézlenmistir. Bu konsantrasyon
degerleri, CTAB igin 4.0 mM, CPBr i¢in 2.0 mM'dir. Elektroosmotik akigin yoni
katotdan anoda dogru ¢evrilirken, pozitif yiiklii YAM'ler EOA'a ters yénde mobilite
kazanacaklardir. Her iki durumda da, YAM monomerleri ile etkilesme PAH'lara
pozitif yiik ve mobilite kazandiracak ve etkilesimi en fazla olan PAH, en geg gelig
sirasina sahip olacaktir. Her iki katyonik yiizey aktif madde i¢in, SDBS'e benzer
sekilde halka sayis1 arttikga etkilegim artmakta ve ilk tayin edilen pik nitrobenzen
son PAH, benzo[a]payren olmaktadir.

Her ti¢c YAM’nin en uygun ayirma elektrolitlerinin pH'lan farkh olmugtur. SDBS ile
pH=82, en uygun ayirma sartlarim verirken, ayirma elektrolitinin pH degerleri
katyonikler i¢in strasiyla CTAB i¢in 6.0, CPBr icin 4.0 olarak se¢ilmigtir.

Ayirma voltajt her ii¢ sistem i¢in en uygun 25 kV'dur. Bu voltaj i¢in en diigiik akim
18 pA ile CTAB igin olgilmiigtir. SDBS ve CPBr igeren elektrolitlerin akimi
birbirlerine ¢ok yakin ve sirasiyla 28 ve 26 pA'dir.

Her ii¢c YAM icin segilen en uygun organik ¢éziicii yiizdesinin altinda yapilan
caligmalarda PAH'lann ¢oziinirligindeki azalmadan dolayr kolonda ¢okme
gbzlenmis ve bu sartlarda bir sonu¢ alinamamugtir. Organik ¢bziicli yiizdesinin
arttinlmas: ise analiz araligimn daralmasina ve pik rezoliisyonunun kaybolmasina
neden olmustur. YAM monomerleri ile PAH'lar arasindaki etkilesmenin en g¢ok

solvofobik etkilesimden olustugu bilinmektedir. Solvofobik etkilesim sulu
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ortamlarda giiglendigi i¢in [35], su yiizdesinin azaltilmasi solvofobik etkilesimleri

azaltarak, rezoliisyonun digmesine neden olmustur.

CE'de analizlerin tekrarlanabilir olmasi ve kantitatif analizlerin uygulanabilirligi
Onemlidir. Bu amagla ardarda yapilan alt1 enjeksiyon sonucu elde edilen verilere gore
pik alanlarina ve gelis zamanlarina bagls tekrarlamrlik (%RSD) degerleri ve herbir
analit i¢in belirtilme siirlar1 (LOD) her tig sistem i¢in hesaplanmigtir (Tablo 4.3, 4.6
ve 4.10). Gelis zamanina ve alanlara gére en iyi tekrarlamirhik degerleri CTAB ile
alinmigtir. SDBS igin olan tekrarlanirliklar da CE analizleri i¢in uygun degerlerdir.
Ancak CPBr sonuglarinin tekrarlamirligy diigiiktiir. CE'de analizin duyarhiligi, ayirma
elektrolitinin galigtlan dalga boyunda absorbansinin olmamasi ve analitlerin molar
absorptivite degerlerinin yiksek olmasina baghdir. Secilen PAH'larin maksimum
absorpsiyon dalga boylan genig bir UV alaminda farklilik géstermektedir. 254 nm ve
230 nm'de biitiin PAH'lar UV absorpsiyonu verirler ancak molar absorptiviteleri her
iki dalga boyuna ve birbirlerine gore farkliliklar gésterir. CTAB, 230 ve 254 nm'de
absorpsiyon vermedigi igin bu YAM ile her iki dalga boyunda disiik LOD degerleri
alinabilmigtir. SDBS'1n maksimum absorbansi 228 nm'dedir. CPBr de, 230 ve 254
nm'de absorpsiyon verir. Bu iki YAM denemeleri 254 nm'de yapilmigtir. Bu dalga
boyunda CPBr'iin bir geri absorbans: oldugu i¢in LOD degerleri yﬁksekﬁr. Ay
dalga boyunda PAH'lar arasinda gozlenen LOD degerlerindeki farklilik, molar
absorptivite farkliliklarina dayanir. Ornegin 254 nm'de, her ii¢ galismada da en diigik
LOD'ne sahip fenantrenin molar absoptivitesi 67.000 L/mol.cm iken, en yiiksek
LOD degeri veren naftalenin 3450 L/mol.cm civarindadir. 254 nm'de naftalenin LOD
degerleri, SDBS ve CPBr ile ayumalarda (sirasiyla, 0.180 ve 0.194 mM) yiiksek
¢ikmaktadir. CTAB'iin 254 nm'de geri absorpsiyonu olmadif; igin naftalenin LOD'i
diger iki YAM caligmasindan diigiktiir (0.031 mM). CTAB ile 230 nm'de alinan
Olgiimlerde ise naftalenin LOD'1 0.005 mM'a diigmektedir. Naftalen 221 nm'de
117.000 L/mol.cm molar absorptivite gostermektedir.

Her ii¢ yiizey aktif maddenin PAH piklerinin rezolisyonuna etkisi Tablo 4.11'de
verilmigtir. Genel olarak pikler arasindaki rezolisyon SDBS>CTAB>CPBr
seklindedir.

YAM monomerleri ile hidrofobik yapidaki analitlerin etkilegimi esas olarak
solvofobik etkilesimdir. Son yillarda, aromatik maddelerin sivi kromatografi ile
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ayimminda, 7 elektronunca zengin sabit fazlar geligtirilmektedir. PAH'larin ayirimina
yonelik bir CE g¢aligmasinda [66], yitksek oranda ¢ozici varliginda SDS
monomerlerinin aywrimda etkin olmadig: belirtilmistir. SDBS'i!n yapisinda SDS'den
farkli olarak bir benzen halkasi igeriyor olmasi, benzen halkasinin 7t elektronlan ile
PAH molekiillerinin 7t elektronlar1 arasindaki olasi etkilesimler ile ayirimda
solvofobik etkilesimlerin yamsira 7-m etkilegsimlerinin de etkin oldugunu
dugindiirmektedir. PAH molekiiliiniin halka sayisina ve konumuna bagli olarak

icerdigi ® bag sayisi ve konumu, etkilesimlerin farklilikk kazanmasina neden

olmusgtur.

PAH-katyon etkilesim derecesi ve molekiiliin pozitif yiiklenebilmesi de yapisindaki
7 elektron bulutunun biyikligine ve delokalize olabilme giiciine baglidir. Buna
bagli olarak dabha ¢ok sayida aromatik halka igeren benzofa]payrenin daha biiyiik bir
7t elektron bulutu ve polarize olabilme giicii vardir. Bu nedenle, pozitif yikli CTAB
monomerleri ile daha ¢ok etkilegerek, dedektore en son ulagmaktadir.

CPBr ile etkilesimde de, yapisindaki pridin halkasinin igerdigi  ve n elektronlannin,
analitlerin © ve n elektronlan ile etkilesimi oldugu disiiniilmektedir. Buna bagh
olarak en ¢ok sayida halka igeren benzo[a]payren, en son tayin edilmigtir. CPBrde,
SDBS ve CTAB'den farkli olarak antrasen-fenantren izomer ¢iftinin gelig
siralamasinda degisme olmugtur. Diizlemsel antrasen molekiiliinin CPBr ile

etkilegimi, fenantrene oranla daha az gergeklegmistir.

Her ¢ YAM ile 8 PAH ve 3 aromatik madde kangimu aynilabilmigtir. Ancak
tekrarlanirhik, minumum belirtilme smurlan ve analiz siiresi agisindan CTAB'in
digerlerine gore ayirma sartlant daha iyi goriinmektedir. Ayrica PAH'larin absorbans
verdigi alanda absorbansinin olmamasi nedeniyle bu YAM aynilan PAH'larin cinsine
gore farkl dalga boylarinda ¢aligma olanag: vermektedir. CTAB ile ayirmada, LOD
degerleri de daha diigiikk oldugundan bu ¢aliyma i¢in herbir analitin dogrusal tayin
aralifl, kalibrasyon denklemleri ve regrasyon degerleri hesaplanarak Tablo 4.7'de
verilmigtir. SDBS'in ise rezoliisyonunun biraz daha fazla olmasi bu YAM'in

avantajidir.

CE ile PAH ayinmi ¢aligmasinin hedefi, PAH analizlerinde mevcut kromatografik

yontemler yaminda, hizli ayirma saglayan yontemlerin arayigt amaglidir. GC yontemi
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halka sayisi arttikga uguculugun azalmasi, RPLC yontemi ise Ozel kolonlarin
gerekliligi ve uzun analiz siireleri gibi dezavantajlar igermektedir. Bu yonden CE'in
en biiyiik avantaji, sabit kolonlarla kiyaslanamayacak derecede ekonomik kapiler
kolonlar ve bu kolonlarin her tiirlii 6rnege, yikanarak rejenere edilmesi ile uzun siireli

uygulanabilirligidir.

MEKC'nin PAH'lar i¢in uygulanabilir olmamasina kargi,, YAM ve siklodekstrinin
birlikte kullammu ya da sadece yiikli siklodekstrin kullanimi ile PAH ayirimlar:
gergeklestirilmesine ragmen bu yontemlerin bazi sinirlamalant da belirtilmistir.
Bunlardan biri, yiikli siklodekstrinlerin fiyatinin yiiksek olmasidir. Ayrica yiikli
siklodekstrinlerin organik ¢oziciide ¢ozinirlikleri ¢ok suurhdir. Safra tuzlar,
siklodekstrinlerden daha iyi ¢Oziinirler ancak bunlarin PAH analiz stiresi 26-80
dakika kadardir. Halbuki CZE, CE'in en basit turii olarak MEKC'ye gore yiiksek
etkinlik ve ayirma giicii ile daha iyi tekrarlamrlik 6zelliklerine sahiptir. Buna kargilik
CZE, sadece yikli tirlerin aynilmasina uygun bir CE tiridir. Son yillarda
elektrokinetik kromatografi tiri ile CZE'in avantajlarindan yararlanarak, c¢aliyma
elektrolitine ilave edilen basit ilavelerle notral bilegiklere yitk kazandirarak,
MEKC'ye gore daha hizli ve tekrarlanabilir sonuglar elde etmek miimkiindiir.
EKC'deki bagarili PAH ayirnimlan ile Tablo 2.8'deki sonuglar kargilagtinldiginda, her
i¢ YAM igin gelis stirelerinin difer galigmalardan uzun olmadigi, CTAB i¢in
oldukca kisa aymm siresine ulagildigt gorilmektedir. Literatiirde, tablodan
gorildigi gibi ayrimu saglanan PAH' larin teghisi yaygin olarak UV tayin y6ntemi
ile yapilmaktadir. Kantitatif veri veren az sayida galigmada ise daha ¢ok floresan ve
LIF tayin yontemi kullamimigtir. Bu galigmalarda inilebilen minumum tayin sinin
10°%- 10* mM mertebesinde iken, UV ile CTAB ayirmasinda 10 mM mertebesine
inilebilmektedir.

5.2. Klorobenzoik ve Naftalen Siilfonik Asit izomer Ayiimlarina Ait Sonuglar

Klorobenzoat ve naftalensiilfonat karigimlarmin ayirimina yonelik ¢aligmamizda Co-
Pzq makromolekiilii, tampon katki maddesi olarak kullamlmugtir. Artan
konsantrasyonlarinin EOM ve EPM'leri ne gekilde degistirdigi incelenmis ve 2.5.10°
mM Co-Pzq ilavesi ile kapiler kolonda dinamik bir kaplama olugmug ve EOA yon
degistirmistir. Co-Pzq ilavesinden 6nce iki izomer grubu arasinda kiigiik bir ayinm

oldugu fakat aymi gruba ait izomerler arasinda bir aynilma olmadifi goralmigtir
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(Sekil 4.14). Akigin yon degistirmesi ile birlikte éncelikle gelis sirast degigmis, 2.0
mM Co-Pzq ilavesi ile de ayinim tamamlanmigtir [125].

Aromatik anyonlarin pK, degerleri gz 6niine alinarak, pH=8.2 degeri ¢aliymada
optimum segilmigtir. Bu pH'da tamamen iyonize olan aromatik anyonlarin asit

iyonizasyon dengelerinin ayirima olan etkisi ortadan kaldiriimugtur.

7 elektronunca zengin molekiiller, yik transfer etkilesimleri ile aromatik yapih
analitlerin ayimmminda etkin rol oynar [85,86]. Caligmamizda kullamlan Co-Pzq
molekiilii, yapisindaki 7 elektronlart ¢oklugu ile aromatik anyon izomerlerinin
ayirminda  etkin  olmugtur. Naftalensiilfonat izomerlerinin klorobenzoat
izomerlerinden farkli olarak igerdikleri bir aromatik halka fazlasi, Co-Pzq

makromolekiilii ile etkilegimlerini arttirarak mobilitelerini yavaglatmugtir.

Klorobenzoat izomerlerinin gelis swralamasinda aynica pK, degerleri arasindaki
siralama da etkili olmugtur. 4-kloro>3-kloro>2-kloro siralamas: geregince daha
biiylik pK, degerine sahip olan 4-klorobenzoik asit daha bazik 6zellik gésterdiginden
Co-Pzq makromolekiilii ile iyon ¢ifti olugturmaya 2-kloro ve 3-klorobenzoik asite
oranla daha yatkindir. Bu yiizden gelig siralamasi, 2-kloro>3-kloro>4-klorobenzoik
asit geklinde olmugtur.

5.3. Fenol Izomerlerinin Ayurimma Ait Sonuglar

Fenoller zayif asit 6zelige sahip bilesiklerdir. Fenol bilesiklerini CZE'le diigitkk pH
ortamlarinda ayrrmak miimkiin degildir. Genel olarak pH=(pK, = 2) degerlerinde
fenol bilegikleri tiimiiyle disosiye olmamig durumdadir ve bu pH degerlerinde fenol
kangimlart CZE ile aynlamazlar. Fenollerin ayrilmasinda uygun ortam, caligma
elektrolitinin pH degeri, fenollerin kismi disosiyasyon aralifinda degistirilerek
yakalanabilir. Ancak, pH ayarlamasi ile uygun ayirma kosullarini yakalamak, pK,
degerleri birbirlerine ¢ok yakin izomerler igin oldukga giigtiir. Fenollerin CE ile
ayrilmasinda kullanilan en etkin yontem MEKC yoéntemidir. Fenol bilesiklerinin
hidrofilik-hidrofobik yap: farklitiklarindan yararlanilarak misel fazi ile ¢6ziicii fazi
arasindaki paylagimla fenol ayinmlart miimkiindiir. Fenol ayirimlari, EKC yontemi

ile galigma elektrolitine katilan bir madde ile fenoller arasindaki farkli etkilesimler
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yoluyla da gergeklesmektedir. Son yillarda 6zellikle polimerik maddeler bu amagla

denenmektedir.

Bu ¢aligmada da, EKC yontemi ile kloro ve nitrofenol karigimlarinin ayirimi igin
polibren polimerinin etkisi incelenmisti. Bu amagla segilen fenollerin
disosiyasyonunun olmadigi pH degeri olarak pH=5.0 seg¢ilmis ve polibren
konsantrasyonunun fenollerin elektroforetik mobilitelerine etkisi incelenmisgtir.
Sonuglarda gorildiagii gibi bu pH degerinde sadece 2.4, 6-triklorofenoliin
elektroforetik mobilitesi oldugu saptanmigtir. Diger tiim fenoller, bir elektroforetik
mobiliteye sahip olmayip toplu halde elektroosmotik akig ile siiriiklenerek tayin
edilmiglerdir. Kapli kapilerde elektroosmotik akigin yonii negatif elektrottan pozitife
dogru oldugundan negatif yiiklii fenollerin elektroosmotik akig ile ayn1 yonde hareket
ederek elektroosmotik akig pikinden once goriinmeleri beklenir. Elektroferogramda
elektroosmotik akig pikinden 6nce goriilen tek pik 2,4,6-triklorofenoldiir ve bu fenol
pikinin digerlerinden ayrilmasi, pH=5.0'likk ¢aligma elektrolitinde bu fenolin kismen
iyonlagmig oldugunu gosterir. Bu fenole ait Tablo 4.14'deki pK, degeri de bu sonug
ile uyumludur. Tim fenoller iginde en diisitk pK. degeri bu fenoliindiir. Diger tiim
fenollerin pH=5.0'da elektroforetik mobilitelerinin 0 olmasi, pK, degerleri ile de
uyumlu olarak bu pH'da tiimiiyle iyonlagmamus yapida olduklarin géstermektedir.

Calisma elektrolitine polibren ilavesi ile fenollerle polibren arasindaki etkilegim,
fenollerin elektroforetik mobilite kazanmas: ile agikga gorilmektedir. Fenollerin
polibrenle en segimli etkilesmeleri yani elektroforetik mobilitelerde en fazla
farklilanma %6 polimer ilavesi ile goriilir. Elektroferogramlardan goriildigi gibi
pH=5.0'da ancak tek fenol diferlerinden ayrilirken, polibren ilavesi ile denenen
fenollerin tiimiinde olmasa da ¢ok sayida fenoliin arasinda rezoliisyon saglanmigtir
(Tablo 4.17). Bu sonuglara gore polibren, molekiiler haldeki fenoller igin yalanct
tutucu faz olarak kullamlabilecek bir ilave maddesidir.

Fenollerin kismen disosiye oldugu pH degeri olarak segilen pH=8.3'de ise ayirmada
kaplanmamig kapilere gore belirgin bir iyilegtirme olmamigtir. Fenoller arasindaki
rezoliisyon degerlerinde degigmeler olmas: nedeniyle bu pH'da polimer ilavesi,
ayirma amacindan ¢ok bir pikin gelis bolgesinin degistirilmesi amaciyla
kullamlabilir.
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