7) On kolon ve koruyucu kolonlar ne amagla kullanilirlar?
8) Kolon verimliligi nasil tayin edilebilir?
9) Ters faz ve normal faz HPLC arasindaki farkliliklart agiklayniz.

3.6. KAPILLER ELEKTROFOREZ (CE)

Elektroforez, bir elektrik alandaki iyonlarin mobilitesine dayanan bir
ayirma teknigidir. Bir komponentin hizi (mobilitesi), biyiikliigiine ve
yiikiine baglidir.

Elektroforetik teknikler 3 gruba ayrilir:
1- Kapiller elektroforez

2- Disk elektroforez

3- Jel elektroforez

Kapiller elektroforez (CE), yiiklii taneciklerin (iyonlar, kolloidal
tanecikler gibi) elektrik alanda farkli hizlarda hareket etmelerinden
yararlanilarak ayrilmasma yarayan bir metottur. ik kapiller elektroforez
cihaz1 Tiselius tarafindan gelistirilmis ve bu ¢alismanin karsilig1 olarak da
kendisine Nobel 6diilii verilmistir.

Temel aletsel yapi; bir yiiksek voltaj giic destegi, bir erimis silika
kapiller, iki tampon rezervuari, iki elektrot ve bir dedektérden olusur
(Sekil 3.5). Ayrica bu alete otomatik numune verici, enjeksiyon apereyi,
dedektor gesitleri ve 1s1 kontrolii saglayici boliimler ilave edilebilmektedir.

Kapiller elektroforezde bir kapiller boru belli pH’da iletken bir s1vi ile
doldurulur. Bu, numunenin ayrilacagi tampon ¢ozeltidir. Numune kapillere
injeksiyonla uygulanir. Kapiller iizerinde bir yiiksek voltaj meydana getirilir
ve olugan elektrik alandan dolay1, numune bilesenleri kapiller boyunca farkli
hizlarda hareket ederler. Pozitif bilesenler negatif elektroda, negatif
bilesenler pozitif elektroda go¢ ederler. Kapillere belirli bir yerden bir
dedektorle bakildiginda, 6nce hizli olan bilesenlerin, daha sonra da yavas
olanlarin gectigi goriiliir.
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Sekil.3.5. Kapiller elektroforezin semasi

HPLC ve gaz kromatografisinde ayirici giig, numune bilesenlerinin
stasyoner faza karsi olan affiniteleri arasindaki fark ya da kaynama noktalart
arasindaki farktir. Her iki teknikte de en 6nemli faktér numune bileseninin
polaritesidir. Kapiller elektroforezde ise ayirici gii¢, iyonlarin biiyiikliigiine
kars1 yiiklerin oranidir. Kolon boyunca olan bir akig degil, elektrik alan
ayirmay1 saglar. Elektroforezin kiigiik capli kapillerlerde yapilmasi, yiiksek
elektrik alanlarinin kullanimina olanak saglar. Clinkii kiiciik ¢apli kapiler
iiretilen 1s1y1 etkili bir sekilde dagitir. Elektrik alanin artmasi etkin bir ayirma
ve ayirma siiresinin kisalmasini saglar.

3.6.1. Sistem Elemanlan

Kapiller borular, tipik olarak 50-75 pum i¢ ¢apinda ve 0.25-1 m
uzunlugundadirlar. Uygulanan potansiyel 20-30 kV’tir. Elektro osmotik akis
nedeniyle, biitiin numune bilesenleri negatif elektrot dogrultusunda hareket
ederler. Numunenin ¢ok kiigiik bir miktar1 (pikolitre ve nanolitre diizeyinde)
kapillerin pozitif ucuna enjekte edilir ve ayrilmis komponentler kapillerin
negatif ucu yakinlarinda teshis edilir. Kapiller elektoforez i¢in genelde iki
injeksiyon yontemi kullanilir: Hidrodinamik ve elektrokinetik. Hidrodinamik
injeksiyon kapillerin iki ucu arasina basing farki uygulanarak gergeklestirilir.
Elektrokinetik injeksiyonda, kapillerin pozitif ucu kiigiik bir kapta bulunan
numuneye daldirilir ve birkag sn 5 kV’luk bir gerilim uygulanir. Boylece
elektro osmotik akis ve iyonik gociin etkisi ile kapiller igine numunenin
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alinmasi saglanmis olur. CE dedektorleri ise, HPLC’de kullanilanlara benzer
ve bunlar absorbans, floresans, elektrokimyasal dedektérlerdir.

3.6.2. Endo Osmotik Akis (EOA)

Kapillerler erimis silikadan yapilir. Elektro osmotik akisin nedeni,
silikada ve ¢ozelti yiizeyleri arasinda meydana gelen elektriksel cifte
tabakadir. Silika, yiizeyinde silanol gruplarina sahiptir (Si - O - H). Bu
gruplar asidiktir. Tampon ¢ozeltide yiiksek pH degerlerinde, kapiller
duvarinda bircok negatif yiik bulunur (Si - O-). Kapiller borunun
yiizeyindeki bu negatif yiik, tampon ¢ozeltiden pozitif iyonlari ¢geker. Bunun
sonucu adi gegen elektriksel cifte tabaka meydana gelir. Kapiller borunun
orta kisimlarinda toplanan hareketli pozitif tanecikler, kapiller tizerine
yiiksek voltaj uygulandiginda, negatif elektrot dogrultusunda gé¢ etmeye
baglar. Bunlar tampon sivisin1 da beraberlerinde siiriikler. Bu akisa Endo
(Elektro) Osmotik Akis (EOA) denir. EOA negatif elektrot
dogrultusundadir. pH ne kadar yiiksek ise, daha ¢ok negatif yiik kapiller
duvarinda birikir ve daha ¢ok pozitif yiik de tampon sivida yer alir. Bu, daha
giiclii bir EOA meydana getirir.

EOA’m akis profili tamamen diizdiir (Sekil 3.6). Bu, HPLC ve
GC’deki parabolik akis profilindeki gibi yaygin piklere neden olmaz (Sekil
3.7). Bu da CE’de yiiksek bir rezolusyon elde edilmesinin nedenlerinden
biridir.

_ Elektro osmotik akus
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Sekil.3.6. (Elektro) Endo Osmotik Akis  Sekil.3.7. HPLC ve CE’de akis tipleri
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3.6.3. Kapiller Elektoforez ile Ayrilabilen Molekiil Tipleri
Proteinler, peptidler, amino asitler, niikleik asitler, inorganik iyonlar,
organik bazlar ve organik asitlerdir.

3.6.4. Kapiller Elektroforezin Avantajlari

Hizli ve verimli ayirma saglamasi (1-45 dak.), kiiciik numune
miktarinin yeterli olmasi (0.1-1nl), yiiksek selektivite, otomasyon, miktar
tayini (lineer), tekrarlanabilirlik ve mass spektrometresiyle beraber
kullanilabilir olmasidir.

3.6.5. Kapiller Elektroforezin Uygulamalar

3.6.5.1. Serbest Solusyon Kapiller Elektroforez (Free Solution
Capillary Electrophoresis-FSCE)

Ayirimlar  cogunlukla  ¢dziinen  iizerindeki  bazik  gruplarin
protanasyonu veya asidik gruplarin pH kontrollii disosiyasyonuna baglidir.
Bu iyon tiirleri, yiik/kiitle oranlarindaki farkliliklarina bagl olarak ayrilirlar.
Ornegin asidik ilaglarin anyonlar gibi yiiksek pH’larda ayrilmalarina ragmen
bazik ilaclar, katyonlar gibi diisiik pH’larda ayrilirlar. Notral molekiiller
ayrilamazlar.

3.6.5.2. Kapiller Zon Elektoforez (Capillary Zone
Electrophoresis-CZE)

Numune, tampon tarafindan g¢evrelenen dar bir zon (serit) halinde
uygulanir. Elektrik alan uygulandiginda, numune zonundaki her bir bilesen
kendi mobilitelerine gore gd¢ ederler. Biitiin numune komponentleri saf
materyale ait zonlar olusturmak {iizere ayrilirlar. Notral molekiiller
ayrilamazlar.

3.6.5.3. Kapiller Jel Elektroforez (Capillary Gel Electrophoresis-
CGE)

Bu teknikte kapiller i¢ tarafinda bir jel matris materyal vardir. Farkli
buyiikliikte, fakat ayn1 mobiliteye sahip bilesenler bu teknikle ayrilir. Daha
biiyiik olan komponentler jel icinde yavas ilerleyecek ve kapiller i¢inden
daha sonra gececektir. Ozellikle DNA ve protein ayirmalari igin sik
kullanilan bir yontemdir.
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3.6.5.4. Miseller Elektokinetik Kapiller Kromatografi (Micellar
Electrokinetic Capillary Chromatography-MECC)

Notral tanecikler kapiller boru i¢inde elektro osmotik akis hizinda
hareket ederler. Bundan dolayr da yiikstiz taneciklerin ayrilmasi pek
miimkiin olmaz. Ancak ortama bir miktar surfaktan ilavesiyle diisiik
konsantrasyonlarda misel olusumu ile notral maddeler de ayrilabilirler.

3.6.5.5. Kapiller izoelektrik Odaklama (Capillary Isoelectric
Focusing-CIEF)

CIEF’de ayirma, Dbilesenlerin  hizlarindan  ¢ok  izoelektrik
noktalarindaki farkliliklara dayanir. Amfolitler adi verilen zwitter iyon,
kapillerin i¢ tarafinda bir pH gradienti olusturmak i¢in kullanilir. Bu yontem;
proteinler, peptidler, amino asitler gibi amfoterik maddelerin ayrilmasinda
kullanilir.

3.6.5.6. Kapiller Elektro Kromatografi (Capillary Electro
Chromatography-CEC)

Kapiller elektoforezin yiiksek etkinligi mikro-HPLC’nin yiiksek
seciciligi ile kombine edilebilir. CEC tekniginde ayirim mekanizmasi,
kromatografik ayrilma ve elektoforetik migrasyonun bir kombinasyonudur.
HPLC ve CEC arasindaki tek fark, mobil fazin siiriiklenmesi i¢in HPLC’deki
gibi bir basing pompasi degil, bir yiiksek voltajin kullanilmasidir.

3.6.5.7. Kapiller izotakoforez (Capillary Isotachophoresis-CITP)

[zotakoforez “iso” (ayni) + “tacho” (hiz) + “phoresis” (elektroforez)
kelimelerinden meydana gelmistir. CITP’de ayirma, numune bolgesi
icindeki iyonlarin hizlarindaki farkliliga dayanir.

Sorular
1. Elektro osmotik akis nedir? Neden meydana gelir?
2. Kapiller elektroforezde nétral molekiiller nasil ayrilir?
3. Elektroforezde amino asitlerin ayrilmalarini pH neden etkiler?
4. Kapiller elektroforez ve HPLC’de maddelerin ayrilmasi hangi esaslara
gore olmaktadir?
5. Kapiller elektroforezin uygulamalarini simiflandiriniz ve herbirini kisaca
aciklaymiz.
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