1. GIRIS

Yuksek performansli sivi kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) uygulamalarinda, ayirmanin gergeklestirildigi kolonlarda dolgu materyali
olarak silika veya polimerik yapida mikropartikiller kullaniimaktadir. HPLC
uygulamalarinin bircok tiriinde (iyon degisim sivi kromatografisi, hidrofobik etkilesim
kromatografisi, normal faz sivi kromatografisi, afinite sivi kromatografisi, ters faz sivi
kromatografisi) farkh polaritede kolonlara ihtiya¢ vardir. Kolon polaritesi alikonma
suresi, analiz sUresi, kolonda spesifik olmayan etkilesimler ve desorpsiyon davranigi
Uzerinde etkilidir. Son yillarda 6zellikle polimerik yapida olan HPLC kolon materyalleri
Uzerindeki arastirma c¢alismalari yogunlagsmistir. Polimerik partiktllerin silika bazli
olanlara gbre belirgin avantajlara sahip oldugu bilinmektedir. Kiresel, gdzenekli ve
monodispers (es boyutlu) formda sentezlenme kolayligi, partiktlin tlrevlendirme
proseslerinin daha cgesitli ve kolay olmasi, genis pH araliginda stabil olabilme gibi
avantajlara sahip olmasindan dolayl arastirmalar polimerik partikiller Gzerinde

yogunlasmistir.

1990’lardan beri polimer bazli es-boyutlu ve gbzenekli partikiller, alternatif kolon
dolgu materyali olarak gdsteriimektedir. Literatiirde es boyutlu polimerik partikdllerin
dretimi igin bircok yontem kullaniimaktadir. Bu tir partikdller éncelikle boyutlari 1-20
mikron arasinda degisen gbzenekli ve gbzeneksiz es boyutlu formda Ugelstad ve
arkadaslar tarafindan aktiflendirilmis sisirme metodu adi verilen yontemle Gretilmistir
(Ugelstad, 1978; Ugelstad et al., 1979). Ardindan bu partikiller, Frechet ve grubunun
6nct calismalan ile HPLC uygulamalarina uygun olacak sekilde sentezlenmistir
(Galia et al., 1994; Wang et al., 1994; Smigol and Svec., 1992a; 1993a). Bu grup
tarafindan gelistirilen ¢ok basamakli polimerizasyon yéntemi ile 7.4 mikron boyutunda
(S-DVB) partikillerin sentezi yapilmistir (Galia et al., 1994; Wang et al., 1994). Ayni
grup tarafindan gelistirilen es boyutlu ve reaktif poli(glisidil metakrilat-etilen glikol
dimetakrilat) partiklller bir baska énemli kolon dolgu materyalidir (Smigol and Svec,
1992b; 1993b; Smigol et al.,1994a; 1994b). Ayrica poli(hidroksimetakrilat) ve
poli(klorometilstiren) bazli es boyutlu partikiller de bu grup tarafindan sentezlemistir
(Liang et al., 1995; Lewandowski et al., 1998). Bu caligsmalarin sonucunda elde edilen



7-10 mikron ortalama partikill boyutundaki dolgu materyalleri, ters faz ve normal faz
kromatografisinde basariyla kullaniimistir.

Ticari olarak Uretilen polimerik kolon dolgu materyalleri, 1 ile 10 um arasinda degisen
ortalama boyuta ve farkli gézenek yapisina sahip partikdllerdir. Ancak kromatografik
performans agisindan henlz istenilen seviyeye ulasilamamistir. Gunimuizde
genellikle ticari olarak uretilen HPLC kolonlari polidispers (boy dagilimli) formda
uretilen ve dolayisi ile belirli bir boy dagilimina sahip gbdzenekli partikillerden
olusmaktadir. Bu durum kolonlarin kromatografik performanslarini distrmektedir.
Polidispers partikiller ile hazirlanmig HPLC kolonlarinda monodispers formda
partiklller iceren kolonlara gére daha disik c¢ézinirlik degerleri (ardisik piklerin
birbirinden ayrilma &l¢istinl gdsteren parametre) ve teorik tabaka sayisi degerleri
elde edilmistir (Elingsen et al., 1990; Wang et al., 1994; Galia et al., 1994; Svec et al.,
1996). Ozellikle 1990’ yillardan itibbaren HPLC uygulamalarinda “yeni nesil kolon
materyali olarak, monodispers yapidaki gbzenekli partikillerin kullanimi giindeme
gelmistir. Yeni nesil kromatografik dolgu materyalleri olarak tanimlanan monodispers
g6zenekli partiktller varhginda ise, kolonda olusan dizenli akis profili nedeniyle
yUksek kromatografik ayirma yetenegi elde edilebilmektedir. Bu partiklllerin Gretim
yontemi genellikle “gok basamakli polimerizasyon” adi altinda toplanmaktadir
(Elingsen et al., 1990; Wang et al., 1994; Galia et al., 1994; Svec et al., 1996). Bu
kureler farkl fonksiyonel gruplar icerecek sekilde sentezlenebilmektedirler.

Tarafimizdan yOrutilen ve vyaklasik on yillik bir sireci kapsayan calismalar
sonrasinda, 3 ile 10, um araliginda ortalama boy degerine sahip monodispers ve
g6zenekli polimerik partiklllerin, farkh boyut, gbézenek yapisi ve polariteye sahip
olacak sekilde dretim ydntemleri gelistirilmistir (Tuncel, 1999; Tuncel et al., 1999;
Caml, 1999; 2004; Unsal et al, 2004a-e). Calismalarimizda es boyutlu ve gézenekli
partikillerin sentezi icin mevcut basamakli mikrostspansiyon polimerizasyonu
yontemi modifiye edilerek 7 pum ortalama partikil boyutunun altinda partikillerin
sentezi basari ile gergeklestiriimistir. Bu ydntemde gerekli blyUklikte ve uygun
molekil agirhdina sahip (PS) partikiller cikis lateksi olarak kullaniimistir (Tuncel,
1999). Bu y6ntemde diger yontemlere gére daha az sisme basamagi bulunmaktadir



(Tuncel, 1999; Tuncel et al., 1999). Bu partikiller blyUklikce ayirma kromatografisi
ve ters faz sivi kromatografisi uygulamalarinda basariyla kullaniimigtir.

Bu tez kapsaminda ise iyon degisim kromatografisi i¢cin monodispers-gézenekli
partikil bazli ve polimerik ligand tasiyan yeni bir tasiyicinin GUretim ydntemi
gelistiriimistir. Bu yéntem ile anyonik formda HPLC kolon materyalleri elde edilmigtir.
Sentezin ilk basamaginda poli(glisidil metakrilat-etilen dimetakrilat) partikiller ¢ok
basamakli mikrostispansiyon polimerizasyonu yéntemi ile elde edilmigstir. Takip eden
basamakta, partiklller Gzerindeki epoksi gruplari asidik hidroliz ile hidroksil gruplarina
déndstardlmagstar.  Trimetoksisilil-propilmetakrilat  (TMSPM) monomerinin hidroksil
gruplari ile reaksiyona sokulmasi ile ylzeylerinde kovalent bagl vinil gruplar iceren
monodispers-gdzenekli partikiller elde edilmistir. Bir sonraki basamakta, partikdlleri
iceren organik ortamda ydrGtilen polimerizasyonlar ile iyonize gruplar iceren
monomer, partikll ylzeyine graftlanmistir. Partiklller (zerinde polimerik ligand
olusturmak icin monomer olarak Akrilamido metil propansuilfonik asit kullaniimis ve
kromatografik davranisa etkisi incelenmigtir. Performans testlerinde pH, akis hizi ve
gradiyent suresi degistirilerek bu degisimlerin kromatografik performansa etkileri

incelenmisgtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Dispersiyon Polimerizasyonu

Mikron boyutunda monodispers polimerik partikdllerin  Gretimi icin  kullanilan
dispersiyon polimerizasyonu, monomerin organik bir dagitma ortami icerisinde
c6zinmesi ile yaratilen bir polimerizasyon ydntemidir (Corner,1981; Alimong ve Levy,
1982; Cawse, 1997). Bu polimerizasyon ydntemi ile 1-10 um araliginda esboyutlu
polimerik partikiller elde edilebilmektedir. Bu yontemde kullanilan baslatici, monomer
fazi icinde c¢éziinebilme 6zelligine sahiptir. Baslangicta tek fazli olan polimerizasyon
sistemi, kati partikillerin olusumuyla birlikte polimer ve dagitma ortamini igeren iki
fazli sivi yapiya ulagsmaktadir. Ginimulze kadar degisik baslaticilar, monomer ve
dagitma sistemleri kullanilarak dispersiyon polimerizasyonu uygulamalari yapiimistir.

Bu ¢alismalar sonucunda;

Baglatici tlr0 ve derigimi
e Dagitma ortami tlrG ve derigimi
e Stabilizér thrl ve derigimi
e Monomer/dagitma ortami orani

e Polimerizasyon sicakligi

Karistirma hizi ve tir(

sonug partikil boy ve boy dagilimi, molekdl agirhigr ve monomer dénisima Gzerinde

etkili faktdrler olarak belirlenmistir.

Dispersiyon  polimerizasyonunda  kullanilan  baglaticilar monomer fazinda
c6zlnebilmektedir. Polimerizasyon sisteminde baslatici miktarinin arttirilmasi ile elde
edilen partikillerin boy dagiliminda bir genisleme ve reaksiyon hizinda artis oldugu
saptanmistir. Baslatici derisiminin arttirilmasi ile polimerizasyon hizinda olusan artis

daha fazla serbest baslatici radikalinin olugsmasiyla acgiklanmaktadir (Ober and



Hair,1987; Tuncel et al., 1993). Elde edilen polimerin molekll agirhdinda ise artan
baslatici miktari ile belirgin bir azalma gdézlenmistir. Molekul agirhdindaki bu azalma
daha fazla serbest radikalin olugsmasi ile polimerizasyonun ¢ok merkezli olarak
baslamasi ve ortalama zincir uzunlugunun kisalmasi ile agiklanmaktadir (Ober and
Hair, 1987; Tuncel et al.,1993).

Dispersiyon polimerizasyonunda ortalama boy ve boy dagilimini etkileyen bir diger
6nemli parametre dagitma ortami tlrG ve bilesimidir. Dispersiyon polimerizasyonunda
temel amag¢, mimkin oldugunca dar bir boy dagilimina sahip partikillerin
sentezlenmesidir. Kullanilan dagitma ortaminin polaritesi ve dagitma ortamindaki
monomer ¢ézundrligi sonug partikillerinin boyutunu ve boy dagilimini énemli élctide
etkiler. ideal olarak secilen bir sistemde monomer ¢dzinlrliginin yiksek, olusan
polimer ¢dzUnurliganin ise disik olmasi istenir (Paine et al.,1990; Cawse,1997).
Artan monomer/dagitma ortami orani ile ortalama partiklil boyutu genelde artis
gbsterir. Ancak bu oranin asin artigi ile sonug¢ partikiller de énemli oranda boy
dagilimi meydana gelmektedir (Lok and Ober,1985).

Dispersiyon polimerizasyonu yénteminde dagitma ortaminda ¢6zllebilen ve genellikle
polimerik yapida olan stabilizérler kullaniimaktadir. Yapilan caligmalarda stabilizér
derisiminin arttinlmasi ile elde edilen polimerik partikillerin boylarinin azaldigi

gb6zlenmistir (Paine et al.,1990; Cawse,1997).

Dispersiyon polimerizasyonuna sicakligin etkisini arastirmak igin yapilan ¢alismalarda
55- 80 °C araliginda artan polimerizasyon sicaklgi ile ortalama partikil boyutu ve boy
dagiliminda artis oldugu gdzlenmigstir. Artan sicaklik degerlerinin meydana gelen
polimerin molekil agirhginda énemli bir azalmaya sebep oldugu saptanmistir (Ober
and Hair,1985). Dispersiyon polimerizasyonu sistemlerinde genelde disik karistirma
hizlar ile calisiimaktadir. Ozellikle monodispers partikiillerin eldesine ydnelik
calismalarda karistirma hizi, polimerizasyon ortaminda homojen bir 1si1 transfer rejimi
elde edilebilecek dizeyde tutulur. Ylksek karistirma hizlarinda olusabilecek siddetli
kayma gerilimi partikillerde monodispers 6zelligin bozulmasina ve boy dagiliminin

olusmasina neden olur.



2.2. Fonksiyonel Gruplu Monodispers Partikiil Sentezi

Es boyutlu polimerik partikillerin ylzeyinde fonksiyonel gruplarin varligi partikillerin
tirevlendirilmesini gerektiren uygulamalarda, 6rnegin ligand baglanmasi veya
biyolojik molekullerin immobilizasyonu igin gereklidir. Genel olarak inert polimerik
yUzeyleri tUrevlendirmek zordur. Literatirde es boyutlu ve fonksiyonel polimerik
partikillerin sentezi ile ilgili ¢esitli kopolimerizasyon yéntemleri bulunmaktadir. Bu
partikUllerin sentezi genellikle stiren gibi hidrofobik ve apolar bir monomer ile
fonksiyonel grup iceren polar bir komonomerin kopolimerizasyonu ile gerceklesir. Bu
tip kopolimerizasyonlarda genellikle akrilat bazli fonksiyonel komonomerler
kullaniimaktadir. Karboksil, hidroksil, amin, amid, aldehit veya klorometil fonksiyonel
gruplart sonu¢ UrGnin monodispersitesi korunarak polimerik kirelerin ylzeyine
baglanabilir (Tseng et al., 1986; Smigol et al.,1992c; Smigol et al.,1993b; Tuncel et
al., 1994; Caml et al., 2002). Kopolimerizasyon metodunun se¢iminde monomer ve

komonomerin polaritesi ve reaktivitesi Gnemli rol oynar.

Dispersiyon polimerizasyonu ydntemi kullanilarak stiren monomeri gesitli fonksiyonel
monomerler ile kopolimerize edilmigstir. Bu polimerizasyonlarda etanol dagitma ortami,
azobisizobutironitril ve polivinilpirolidon sirasiyla baglatici ve stabilizér olarak
kullaniimistir (Tseng et al., 1986). Bu komonomerlere 6rnek olarak; metil metakrilat,
metakrilik  asit, akrilamid, hidroksietilakrilat, = dimetilaminoetiimetakrilat  ve
polidimetilsiloksan verilebilir. Bdylece tek basamakl proses ile 2.4-3.7 um boyut
araliginda es boyutlu mikrokUreler elde edilmistir. Sonuglar partikillerin ortalama boy
ve boy dagiliminin komonomer tirQ ile degistigini gdstermistir. Bu sonug¢ partikil
olusum basamaginda komonomer ile stiren arasindaki ikincil stabilizér olusumuyla
aciklanmistir.

Bagka bir ¢alismada ¢ok basamakli mikroslispansiyon polimerizasyonu yontemi ile
monodispers makrogdzenekli ve fonksiyonel gruplar tasiyan partikdller Gretilmigstir
(Gamli et al., 2002). Bu ydntemde lineer polistiren dispersiyon polimerizasyonu
yontemiyle Gretilmistir. Monodispers 6zellikteki cikis lateksi fonksiyonel komonomer,
monomer ve baglatici iceren bir organik faz ile oda sicakliginda ve emiilsiyon

ortaminda sisirilmektedir. Bu basamakta monodispersitenin korunmasi ic¢in organik



faz/cikis partikiili orani yeterince disUk tutulmaldir. ikinci basamakta sismis
durumda olan c¢ikis partikillerinin igerisinde fonksiyonel gruba sahip komonomerin
polimerizasyonu gerceklestiriimektedir. Bu basamakta kopolimerizasyon reaksiyonu
sirasinda yeni partikil olusumuna izin verilmez ve sonu¢ Urinin monodispersitesi
korunmus olur. Polimerizasyon sirasinda fonksiyonel gruba sahip monomerin
mikrokire yapisina girdigi saptanmistir. Burada kullanilan fonksiyonel monomerin su
icindeki ¢6zunarligu azaldikga elde edilen partikillerin gézenek boyutunda da bir

azalma oldugu gdézlenmistir.

2.3. Monodispers Gozenekli Partikiil Eldesine YoOnelik Cok Basamakl

Mikrosuispansiyon Polimerizasyonu Yontemleri

BlUyUk boyutlu ve capraz bagli formda gbézenekli monodispers polimerik partikillerin
sentezi ile ilgili ilk calismalar Ugelstad tarafindan yapilmistir (Ellingsen et al, 1990).
Bu calismada 1-100 um boyut araligindaki gbézenekli esboyutlu partiklller, stirenin
emdulsiyon polimerizasyonu ile hazirlanmistir. Elde edilen polistiren partikiller ilk 6nce
dodesil klortr ya da dibutilftalat gibi distk molektl agirhidina sahip bir organik ajan ile
sisiriimistir. Ikinci basamak sisirme prosesi monomer ve capraz baglayici iceren
monomer faz emdulsiyonunda yapilmigtir. Polimerizasyon 80°C’de ve Na»S:Og'in
baslatici olarak kullanildigi ortamda geceklestirilmistir. inert organik bilesen ve
monomer fazinda sigirilen polistiren partikGl yapisi iginde polimerizasyon
gerceklestirilerek ortalama boyutu 5 pm olan monodispers partikiller elde edilmistir.

Monodispers ve makrogbzenekli formda partikill sentezine yénelik ¢cok basamakli
polimerizasyon yéntemlerinden biri de Cheng ve arkadaslari tarafindan gelistirilmigtir

(Cheng et al. ,1992b). Bu ydéntem doért temel basamaktan olugsmaktadir. Bunlar;
1. Monodispers ¢ikis lateksinin sentezi
2. Lateksin porojen ve monomer karisimiyla sisirilmesi
3. Monomer karigiminin sismis yapidaki partikiller icerisinde polimerizasyonu

4. Elde edilen yapinin polistiren igin iyi bir ¢6zlcl olarak bilinen bir ¢ézuclyle



ekstraksiyonu ile stabil gézenek yapisinin elde edilmesi

Bu ybéntemde 8.7 um boyutunda cok basamakli emdilsiyon polimerizasyonu ile
sentezlenen polistiren partikiller, monodispers makrogdzenekli partikillerin eldesi
amaclyla cikis materyali olarak secilmistir. Birinci basamakta ¢ikis lateksi, stiren,
divinilbenzen ve n-heptan igeren organik faz ile sulu emdlsiyon ortaminda sisirilmistir.
2,2-azobis-2-metilbdtironitril  bu  organik fazda ¢b6zllerek, ikinci kademe
polimerizasyonunda baslatici olarak kullaniimistir. Organik fazin sulu ortamda
dagitilmasi amaciyla, polivinilprolidon, aerosol-MA ve Polywet KX-3 dagiticilarini
iceren bir emilsiyon yapici madde sistemi kullaniimistir. Partikdllerin ikinci basamak
polimerizasyonu sonucunda kremlesmeleri ve koagule olmalarini engellemek igin
sisirme orani distk tutulmustur. Oda sicakhdinda ve calkalamali sistemde
gerceklestirilen organik faz ile sisirme islemini ikinci basamak polimerizasyon islemi
takip etmistir. Polimerizasyon, azot atmosferinde ve 70°C sicaklikta yapilimistir.
Monodispers polimerik partikiller, metilen klorlr ile ekstrakte edilerek gdzenekli

formda elde edilmistir.

Polimerizasyon sonucunda elde edilen gbzenekli yapinin olusumu su sekilde
agiklanmistir (Cheng et al., 1992a). ilk basamakta stiren, divinilbenzen ve inert diluent
ile partikller sisirilmistir. Ancak divinilbenzen stirene gére reaktivite orani daha
ylksek bir monomerdir. Bu nedenle divinilbbenzenin polimerizasyonu stiren
polimerizasyonuna gdére daha hizli olmaktadir. Polimerizasyon sirasinda inert diluent
icerisinde yavas gerceklesmekte olan lineer polistiren olusumu yaninda, daha hizli
olarak capraz baglanma derecesi ylksek ve agirlikli olarak divinilbenzen igeren
zincirler meydana gelmektedir. Bu ¢apraz bagli zincirlerin yogunlugunun artmasi ile
birlikte partikiller, i¢cinde bulunduklari diluent ortaminda giderek ¢b6zinmez hale
gelmektedir. Bu durum sismis durumdaki partikil yapisi icinde kopolimerce ve
diluentce zengin olmak Uzere iki ayri fazin olugsmasina neden olmaktadir. Sismis
durumdaki partikGllerde blylyen c¢apraz bagh zincirlerden dolay! ilk asamada
agregasyon olusmakta ve bdylece diluent ortamindan faz ayrilmasi baglamaktadir. Bu
islem olusan agregatlarin diluent ortami icerisinde jel formunda ki¢Uk mikroktreler
olusturmasiyla devam etmektedir. ilerleyen déniisiimle birlikte, olusan capraz



baglanma derecesi yiksek mikrokulreler, diluent ve lineer polistireni iceren partikiller
icerisinde sabit hale gelmektedir. Bu asamada monovinil icerigi daha ylksek olan
polimer zincirleri olugsmakta ve bu zincirler c¢apraz bag yogunlugu ylksek
mikrokUrelerin birbirlerine baglanmasini saglamaktadir. Ayrica, kigik mikroktreler
arasindaki bosluklar diluent ve lineer polistiren tarafindan doldurulmakta ve bu yapi
olusan gbzenekli matrisin temelini teskil etmektedir. Ekstarksiyon ile inert diluent ve

lineer polistiren uzaklastirilmasi sonucunda makrogdzenekli yapi elde edilmektedir.

iki basamakli polimerizasyon yéntemi kullanilarak monodispers ve blylk boyutlu
partikillerin capraz bagl formda eldesi amaciyla bir diger yéntem Okubo ve
arkadaslan tarafindan gelistiriimistir (Okubo ve Nagakawa,1992). Dinamik sisme
yéntemi adi verilen bu yéntemle dispersiyon polimerizasyonu ile 1.9 ym boyutunda
monodispers polistiren partikiller Gretilmistir. PartikGllerin sisiriimesi sulu ortamda
baglatici igeren divinilbenzen ile yapimistir. islem homojen formda olan ve
divinilbenzen iceren etanol-su ortaminda baglamaktadir. Sisirme ortamina bir
enjeksiyon pompasi kullanilarak strekli olarak sabit hizla su beslemesi yapiimaktadir.
Bdylece dagitma ortaminin polaritesi zamanla artiriimaktadir. Divinilbenzenin dagitma
ortamindan ayrilarak monodispers partiklllerin gecisi saglanmaktadir. Dinamik sisme
yonteminde su besleme hizi ayarlanarak monodispersite korunmak suretiyle
partikdllerin divinilbenzenle sismeleri saglanmaktadir. Sisirme islemi sonrasinda ikinci
basamak polimerizasyonunda divinilbenzen partikiller icinde polimerlestiriimekte ve
4.3 um boyutunda ve capraz bagl partikiller elde edilmektedir. Baslatici olarak
benzoil peroksit ve stabilizdér olarak polivinil alkol kullaniimaktadir. Polimerizasyon

70°C sicaklikta 24 saat slreyle ve calkalamali reaktdrlerde gerceklesmektedir.

Kromatografik uygulamaya ydnelik makrog6zenekli monodispers partikillerin sentezi
icin bir baska ydntem de Frechet ve arkadaslar tarafindan énerilmistir (Wang et al.,
1994; Galia et al., 1994). Bu y6ntemde 1.1 um boyutundaki monodispers polistiren
cikis partikilleri emiilsiyon polimerizasyonu ile (retilmistir. iki basamaktan olugan bu
ybntemde, cikis partikilleri ilk basamakta lauril stlfat iceren sulu ortamda emdilsifiye
edilmis dibitil ftalat ile oda sicakliginda sisirilir. ikinci basamak sisirme isleminde ise
6ncelikle hacimce %50 stiren ve %50 divinilbenzen iceren monomer karisimi dibatil



ftalat ile birlikte yine lauril stlfatin sulu ¢ézeltisinde dagitiir. Bu monomer karigiminin
icerisinde repolimerizasyonda baslatici olarak kullanilan benzoil peroksit de vardir. ilk
basamak sisme isleminde elde edilen ve dibutil ftalat igeren polimerik partikiller ikinci
basamakta hazirlanan emdilsiyon ile tekrar oda sicakhginda etkilestirilir. Organik fazin
tamaminin partikillere transfer olmasinin ardindan elde edilen stispansiyon ortamina
stabilizér olarak polivinil alkol ve ikinci basamak polimerizasyonunda yeni partikil
olusumunu engellemek icin suda ¢6zlnen inhibitdér olarak sodyum nitrat eklenmistir.
Monomer karigiminin diluent varliginda partikiller iginde polimerizasyonu ile 7.4 um
boyutundaki monodispers partiklller capraz bagli formda sentezlenmigtir. Partiklller
toluen ile ekstrakte edilmis ve gézenekli yapinin olusmasi saglanmistir.

Sentezlenen monodispers makrogdzenekli partikillerin monodispersitesini élgmek
icin sayica ortalama partikll caplari ve standart sapma degerleri denklem 2.1. ve
2.2.’de sirasiyla verilmektedir. Degisim katsayisi (Coefficient of Variation, CV)
degerleri de esitlik 2.3.’de gésterilen forml ile hesaplanmaktadir.

Dn=XN;Di/ZN; 2.1)
SD =V ZN;(Di- D))?/(ZN;-1) (2.2)
% CV = SD /D, (2.3)
Burada;

Dn; sayica ortalama partikll ¢api, SD; standart sapma, CV; degisim katsayisi, N;;
partikll sayisi, D;; i no’lu partikdl ¢capini ifade etmektedir.

2.4. Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi

Kromatografik yéntemler, sabit faz ve hareketli faz arasinda olan kitle aktarimini
iceren ayima teknikleri olarak tanimlanabilir. Bu ydntemlerden biri olan sivi
kromatografisi, 1900’lU0 yillarin baslarinda bulunmus ve 1960’ll yillardan itibaren sivi
kromatografisinin geligtiriimesi icin genis capta arastirmalar yapilmaktadir. YUksek
performansli sivi kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography, HPLC)

ise sivi fazda c¢b6zinebilen bir kimyasal karisimin kolay ve hizli bir sekilde
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bilesenlerine ayrilabildigi olduk¢a duyarh bir yéntemdir (LC Applications). Uygun
¢bzlcu kullanilarak ¢ozalen o6rnek karisimi (analitler), yUksek basing altinda
kromatografik kolondan gecirilir ve burada bilesenlerine ayrilir. Bilesenlerin birbirinden
ayrilmasi ve bunun derecesi (resolution parameter), analitler ile sabit faz arasindaki
etkilesime baglhdir ve 6nemlidir. Sabit faz, kolon icerisindeki hareketsiz dolgu
materyali olarak tanimlanir. Analitler ile sabit ve sirekli fazlar arasinda istenilen
etkilesim surekli faz olarak kullanilan ¢éziculerin ve sabit fazin degistiriimesi ile elde
edilebilir.

2.4.1. HPLC Sistemleri

HPLC sistemi, Sekil 2.1’de de gdéruldigi gibi pompa, enjektér, kolon, dedektdr ve
bilgisayar birimlerinden olugsmaktadir. Kromatografik analiz sUreci, c¢bziclde
c6zlnmUs 6rnegin sisteme enjekte edilmesi ile baglar. Bu sistemin kalbi, ayirmanin
gerceklestigi kolondur. Hareketli (strekli) faz ile birlikte kolona pompalanan 6rnek,
kolon iginde bilesenlerine ayriimaya baslar. Her bilesenin gdnderdidi sinyaller
dedektér tarafindan kaydedilir. Dedektér tarafindan kaydedilen ve bilgisayara

aktarilan sinyallerin tamami kromatogram olarak adlandirilir.

Dedektdr  Kontrol

Faolan
ﬁg\‘Dnngu — Bilgizavar
; ==
al o —
: - Lt
i} ; C—
- 1Eag | 5= W =
"'_'@I al&F & P e e
Enjeksivon valfi Pompa
Mokil faz
[eluent)

Sekil 2.1. Bir HPLC cihazinin sematik gésterimi
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2.4.2. Siurekli Faz

HPLC uygulamalarinda sirekli faz (eluent) tirt ve bilesimi kromatografik performansi
etkileyen faktérlerden biridir. HPLC sistemlerinde birgok strekli faz kullaniimasina

ragmen ve bunlarin bazi ortak dzellikleri sunlardir:

1 YUksek derecede saflik

[\

Dedektdr ile uyumluluk

3 Dusuk viskozite

4 Ornegi ¢bzebilme

5 Kimyasal agidan inert olmasi
6 Uygun fiyat

Her bir HPLC tirinde kullanilan strekli fazlar birbirinden farkhdir. Normal-faz sivi
kromatografisinde apolar, ters-faz sivi kromatografisinde su ve asetonitril karisimi gibi
polar ¢ézucller surekli faz olarak kullanilir. Blyulklikge ayirma kromatografisinde
(Size-exclusion Chromatography, SEC) ise kullanilan ¢dzlicl polimer 6rnegini
cdzebilmeli ama dolgu materyali ile kimyasal etkilesime girmemelidir. Dogru molekl
agirhgi tayininde bu cok é6nemlidir.

2.4.3. Sabit Faz

HPLC uygulamalarindaki ayirma, ylzey etkilesimlerinden yararlanilarak yapilir ve
adsorbent ¢esidine ve 6zelliklerine baghdir. Modern HPLC adsorbentleri genis ylizey
alanina sahip, kicuk, rijit yapidaki partiktllerdir. Temel adsorbent 6zellikleri sunlardir
(Chromatography, 1995; SGE Chromatography Products, 2001):

13- 10 um partikdl boyutu

2 Olabildigince esboyutlu, ortalamanin + % 10’una denk gelecek partikil boy

dagilimi
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3 70- 300 A gdzenek boyutu
4 50- 250 m?/g ylizey alani

5 Yilzeye tutturulan ligand tlriine bagl olarak, adsorbent normal faz (-OH, -NH.)
veya ters faz (C8, C18, fenil) hatta anyon (NH4) ya da katyon (-COQ") degistirici
yapida olabilir.

2.4.4. Pompa

Kolon dolgu materyali olarak Uretilen partikillerin kolon icerisine doldurulmasi islemi
ve uygun c¢bzlctde ¢dzlnen 6érnegin bu sabit faz ve sirekli faz yatagiyla etkilesmesi
icin ylUksek basingh pompalara ihtiyac vardir. Kullanilan partikdllerin - boyutu
kiculdikge uygulanan basincin da arttiriimasi gerekmektedir. Ancak kicluk partikiller
yiksek ¢6zunUrlik, hizli analiz ve ylksek 6rnek yUkleme kapasitesi gibi bir takim
avantajlara da sahiptir. Kararli akis hizi pompalarda aranan bir 6zelliktir. Modern
pompalar asagidaki 6zelliklere sahiptir:

e 0.01- 10 ml/dak arasinda akis hizi

e % 1 den fazla sapmayan akis hizi kararliigi. Bu akis hizi kararlihgi

blyUtklikce ayirma kromatografisinde % 0,2’ den az olmalidir.
e 5000 psi’ya kadar cikabilen maksimum basing degeri
2.4.5. Kolon

Tipik HPLC kolonlari 5, 10, 15, ve 25 cm uzunlugunda, kiiclk boyutlu partikil iceren
(3, 5 veya 10 um) ve i¢ ¢api 4, 4.6 ya da 7.8 mm olan yUksek basinca dayanikh ¢elik
kolonlardir. Bu boyutlar érnek kapasitesi, strekli faz tiketimi, hiz ve ayiricilik
acisindan yiksek performans saglayan degerlerdir. Kolonun kigik captaki
partikillerle doldurulmasi ve verimli bir sekilde calistirimasi deneyim, beceri ve 6zel
cihazlar gerektiren bir calhsmadir. Bu ylzden ¢ogu HPLC kullanicisina hazir

doldurulmus kolonlari kullanmalari énerilir.
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2.4.6. Dedektor

GunUmUzde kromatografik sistemlerde yaygin olarak kullanilan dedektér tipi optik
dedektdrlerdir. Ornek bilesenleri dedektérden gecerken, UV absorpsiyonundan,
floresans emisyonundan ya da kirilma indisindeki degisimden dolay! i1sik siddetindeki
degisim belirlenir ve kaydedilir. Belirlenen bu degisimler (kromatogramlar) Gzerinden
ahkonma sdreleri, pik alanlari gibi degerler tayin edilerek, kolon performans

parametreleri hesaplanir.

Sivi kromatografisinde en ¢ok kullanilan dedektér tipi UV absorpsiyon dedektérleridir.
Bu dedektérler ile 190 nm’den 460- 600 nm’ye kadar olan dalgaboylarinda érnegin
analizinin yapiimasi mimkin olmaktadir. Kullanilan diger dedektér tdrleri icinde
kirllma indisi (refractive index, RI), floresans (FL), elektrokimyasal (EC) ve Kkiitle
spektrometrik (mass-spectrometric, MS) dedektérler bulunmaktadir. Rl dedektorleri
yaygin olarak kullanilan ancak az hassasiyete sahip dedektérlerdir. FL ve EC, Rl'ya
gbére daha hassas ancak daha secici dedektérlerdir. MS dedektérleri ise ¢ok hassas,

gUclt ancak pahal ve karmasik sistemlerdir.
ideal bir dedektér su 6zelliklere sahip olmalidir:
e Ylksek duyarhlik
e Hizl tepki
e Dusuk sinyal guralttst
e Minimum pik yayiimasi
e Ayrilan bantlarin tekrar karigsmasini engelleyen hlicre yapisi
e (Calisma kolaligi ve genisligi
2.4.7. Sinyal Guriltiisii ve Sapma

Sinyal gurQltisd, elektrik sinyalindeki diizensizlik, dedektér lambasindaki kararsizlik
ve sicakliktaki degisimlerden dolayi, izlenen kromatogramin temel gizgisinde kisa
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zamanl kiguk piklerin olusmasidir. Bu pikler 6zellikle eser miktar analizi yapiliyorsa
6rnegin verdigi pikler ile karistirlmamahdir. Dedektdr sinyalindeki diizensizlik de ayni
zamanda temel cizgide sapmaya neden olur. Bu nedenle slrekli faz, dedekiér,
yukaridaki etkilerden kaynaklanan sinyalleri vermeyene kadar kolondan geciriimeye
devam edilir. Diger bir degisle analizde kullanilacak surekli faz, kolondan gecirilerek
temel c¢izginin oturtulmasi saglanir. Bdylece analiz sirasinda yalnizca 6rnekten

kaynaklanan sinyaller bilgisayara iletilir.
2.4.8. HPLC Tirleri

Sivi kromatografisini siniflandirmanin birgok yolu vardir. Eger bu siniflandirma sabit
fazin yapisina ve ayirma prosesine goére yapilirsa, HPLC 4 farkl tirde incelenebilir.

1.Normal Faz Kromatografisi (Normal Phase Chromatography, NPC):

Bu tlrde sabit faz oldukga polar yapida (6rnegin silika jel), surekli faz ise n-
hekzan ya da tetrahidrofuran gibi apolar yapidadir. Burada polar olan kolon
dolgu materyali ile etkilesen polar 6érneklerin alikonma slreleri daha az polar
olan Orneklere oranla daha fazladir. Bu nedenle 6rnek bilesenlerinden daha

polar olanlar, kolondan daha geg ¢ikarlar ve ayirma gerceklesir.
2.Ters Faz Kromatografisi (Reversed Phase Chromatography, RPC):

Normal faz kromatografisinin tam tersidir. Sabit faz apolar (hidrofobik), strekli
faz ise su ve asetonitril karisimi gibi polar yapidadir. Burada apolar yapidaki

ornek bilesenleri kolonda daha uzun kalirlar.
3.Bluyuklikgce Ayirma Kromatografisi (Size Exclusion Chromatography, SEC):

Kolon, gbzenek boyutu ve hacmi kontrol edilebilen partikiller ile doldurulur.
Kolona enjekte edilen érnek igerisindeki bilesenler molekll blayukllklerine gére
kolondan filtre edilirler. Blylik molekiller hizli bir sekilde kolondan ayrilirken,
daha ku¢cuk molekuller partikillerin gézeneklerine dogru difizlenerek kolondan
daha gec¢ cikarlar. Bu yénteme jel gecirgenlik kromatografisi (Gel Permeation
Chromatography, GPC) de denir.
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4.lyon Degisim kromatografisi (lon Exchange Chromatography, IEC):

Sabit faz, 6rnek bilesenleri Gzerinde yer alan iyonik yapinin tersi seklinde
yUklenmistir. Bu sayede iyonik yapida olan veya iyonlasabilen érneklerin analizi
ve ayrilmasi yapilmaktadir. Sabit faz ile daha gicli etkilesime giren bilesen
kolondan daha gec¢ cikar. Etkilesim distikge allkonma siresi azalir. Mobil faz
sulu tampon ¢ozeltileridir. pH ve iyonik siddet alikonma surelerinin kontrollinde
kullanihr.

2.4.9. iyon Degisim Kromatografisi (lon Exchange Chromatography, IEC)

lyon degisim kromatografisi, modern sivi kromatografi ydntemleriyle genis bir bicimde
kullanilan sivi kromatografi ydntemlerinden ilkidir. Otomasyon sistemli, yUksek
¢c6zUnUrlOKIO iyon degisim kromatografisi 1960 vyilindan itibaren amino asit
analizlerinde kullaniimistir. Daha sonra bu teknik yizlerce farklh fizyolojik bilesigin (6r:
ure ve serum ) 10- 70 saat arasi suren analizlerinde kullaniimak Uzere kapsami
geniglemistir. Ayni tarihlerde protein karigimlarinin analizinde ve ayrilmasinda iyon
degisim kromatografisi ydntemleri biyokimyasal platformda ¢ok énem tasiyordu. Buna
karsin yakin zamana kadar iyon degisim kromatografisi ile yapilan protein analizi
geleneksel dusik basing sivi kromatografisi yéntemlerine gére yapilimigtir.1960 ‘I
yillarin sonlarindan itibaren sivi kramotagrafisindeki devrim ile nikleik asit ve bazlar,
nukleositler ve zar kaplamali (peliktler) iyon degistiricilerde nikleotitlerin ayrilmasi ve
analizi gerceklesmistir. Bazi cesitli pratik sebeplerden dolayr diger kromatografik
yéntemlere gbre daha az kullanigli olan iyon degisim kromatografisi, son zamanlarda
iyon cifti kromatografisinin gelisimiyle bazi geleneksel kullanim alanlarini
kaybetmektedir. Buna karsin bazi ayirma problemleri iyon degisim kromatografisini
hala gecerli kilmaktadir. Yeni nesil kolon dolgu materyalleriyle birlikte yliksek molekdl
agirlikli iyonik 6rneklerin ayrilmasiyla iyon degisim kromatografisine yeni olanaklar
sunulmaktadir.

lyon degisim kromatografisi fonksiyonel grup tasiyan dolgu materyalleriyle yGritilir.
Genel tutunma mekanizmasi sabit fazdaki yikli gruplar R ile mobil fazdaki Y iyonlari
ile 6rnege ait X iyonlari arasindaki basit iyon degisimidir.
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X + R'Y" — Y 4+ R'X’ (anyon degisimi)
X" + RY' — YY"+ R°X" (katyon degisimi)

Anyon degisim kromatografisi icin, X 6rnek iyonu mobil fazdaki Y™ iyonu ile iyon
degistirici Gzerindeki R* iyonik bélgeleri icin rekabete girer. Ayni sekilde katyon
degisim kromatografisinde X" o6rnek katyonlari mobil fazdaki Y* iyonu ile iyon
degistirici Gzerindeki R~ ionik bdlgeleri icin yarnisir. Iyon degistiriciyle mobil faz
varliginda zayif bir etkilesime giren érnek iyonlari kolonda zayif bir sekilde tutunup,
cabuk olarak elisyona ugrar. Daha kuvvetli etkilesime giren érnek ise daha gec¢ bir
surede kolondan ¢ikar.

lyon degisim kromatografisi bazi durumlarda iyonik bilesenleri ayirmada kullanilsada
genellikle organik asit ve bazlarin yani uygun pH’ta iyon durumundaki bilesenleri

ayirir.

HA — H + A B + H _ 4y BH*
Asit ve bazlarin iyon degisim kromatografisi sisteminde iyonlasmasi mobil fazin
pH’Inin degdisimiyle ayarlanabilir. pH’taki artis asitlerin iyonlasmasini arttirirken
bazlarin azaltir ve pH degisimindeki azalim durumu tersine gevirir. iyonlagsmadaki
artis her durum igin érnegin tutulma sadresini arttirir. Sivi kromatografisinde birgok iyon
degistirici, fonksiyonel grup iceren polimerik sabit fazdan olusur. (katyon degistiriciler
icin —SOj3 grubu ve anyon degistiriciler icin —=N(CHs)** grubu) Diger dolgular ise silika
yUzeyine organik baglayicilar ile tutunmus fonksiyonel gruplardir.
Her iki durumda iyon degistirici tarafindan tutunma islemi iki sirali prosesin sonucu
sayllabilir :

1. Ornek bilesenlerinin mobil faz ve sabit faz arasinda dagilim

2. lyonik bélgelerle sabit faz arasindaki reaksiyon
Ornek tutulumu, her iki prosese’de baglidir ve ayirma kontrolii her iki prosesi ayri
etkileyen deneysel faktorler baglaminda anlasilabilir. iyon degisim kromatografisinde
6rnegin dagihm ve ayrimi mobil ve sabit fazda var oldugu icin, iyonik olmayan

bilesenler bile iyon degisim kromatografisi kolonlarinda tutulup ayrilabilir.
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2.4.9.1. Dolgu Materyalleri

Bircok farkli iyon degistirici dolgu maddesi, iyon degisim kromatografisinde
kullaniimaktadir. Protein gibi makromolekillerin ayriimasinda kullanilan yumusak
materyallerden inorganik iyon ve klcuk molekullerin ayrilmasinda kullanilan kati
maddelere kadar iyon degisim kromatografisi uygulamalarinda asagidaki sekillerde
kolon dolgusu kullanilir.

e Godzenekli polimerik partiklller (geleneksel iyon degistirici regineler)

e Kimyasal yollu bagh silka bazli filmsi partikiller (Bonded-Phase Pellicular
particules)

e Kimyasal yollu bagh silika bazli gbzenekli partikiller (Bonded-Phase Porous
particules)

Gecmiste,gbzenekli polimerik partikiller, amino asit, peptit ve karbonhidratlarin
ayrilmasinda genis bicimde kullaniimistir. Bu dolgular 10um g¢apinda, mikrog6zenekli,
PS —DVB kopolimeri formunda ve fonksiyonel iyonik grubu tasimaktadir. Yakin
zamana kadar, iyonik fonksiyonel grubun yoklugunda tim sabit fazlar hidrofobik
temelde olmustur. (PS, silikon).Protein, nlkleik asit ve diger blytik molekdllerin bu tir
iyon degisim kromatografisinde kullaniminda cesitli bilinen problemler vermistir. Daha
yakin zamanda iri gbdzenekli silika partikllleriyle hidrofilik kaplamalar, bulylk
molekullerin iyon degdisim kromatografisinde hizli bi¢cimde ayrilmasina olanak
saglamistir.

Modern iyon degisim dolgu materyalleri, cesitli partikll boyutlarinda, seklinde ve
fonksiyonlarda bulunur. Bircok farkli iyonik degistirici iyon degistiricilerde kullanihr,
fakat genelde uygulamalar stlfonat veya trialkil amonyum gruplari ile olur. Bu giglu
anyon ve katyon degistiriciler sirasiyla SCX (gicli katyon degistirici) veya SAX (gucli
anyon degistirici) etiketini tasir. Bazen zayif anyon ve katyon degistirici olarak (COO-)
karboksilat veya amin (NHs3) kullanilir. Diger yer degistirici gruplar sivi
kromatografisinde énemli kullanim alani hentiz bulamamisgtir.

Tamami polimerik olan iyon degistiriciler suyu icine c¢ekerler ve sulu mobil faz
varliginda siserler. Bagil sisme g6zenekliligin ve blytik molekiller igin iyon degistirme
kapasitesinin bir gdstergesidir. Sismenin blylimesi ile gdzenekler blylr ve daha

blylk 6rnek molekdlleri partikdl icine girer ve iyon degisimi gerceklesir. Sismenin
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derecesi eklenen c¢apraz baglayictc DVB miktarina baglidir ve yuksek
konsantrasyonlarda daha kati partikil olusumu ve bdylece daha az sismeye yol agar.
Ayni zamanda partikil dayanikliigi DVB miktarinin artisiyla artar. Geleneksel
polimerik iyon degistiriciler 4-12% DVB igerir ve % 8 capraz bagll partikiller en
bilinendir.

Bagil érnek tutulumu ve maksimum &rnek boyutu kolon dolgu materyalinin iyon
degistirme kapasitesinin artmasiyla artar. Bu partikdl i¢cindeki 6lculebilir (titre edilebilir)
R+ iyonik gruplarina baghdir, fakat pH’lada degisir.Dolayisiyla disik pH'da proton
eklenmesiyle katyon degistiriciler nétralize olurlar.

H* + R —» R H"

Yiksek pH’'da ayni sekilde anyon degistiriciler baz ile nétralize olurlar.

R* + OH —»R+OH"

Kuvvetli katyon degistiricilerin iyon degistirme kapasitesi diisik pH’da sifira disecedi
icin bu dolgular pH 1’in altinda kullanilamazlar. Zayif katyon degistiriciler pH 6’nin
tzerinde kullanilamazlar. Benzer sekilde gucli anyon degistiriciler sadece pH 1’in
altinda calisirken, zayif anyon degistiricler pH 8 ve altindaki degerlerle
sinirlandinimistir. Bu etkiler pH’ in u¢ noktalarinda H* ve OH" iyonlarinin artan
rekabetinin drnek iyonlan uzaklastirmasiyla aciklanir. Cizelge 2.1 de yaygin olarak

kullanilan iyon degistirici gruplari gérilmektedir.
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Cizelge 2.1. Yaygin olarak kullanilan iyon degistirici gruplari ve bunlarin fonksiyonel

gruplari ile karsi iyonlari

iyonik Grup pH Fonksiyonel Grup Karsi
Aralig iyon

ZayifAnyonDegistiriciler

Aminoetil(AE) 2-9 -OCH,CHoNH3* Cr

Dietilaminoetil(DEAE) 2-9 -OCH,CHoN*H(CH2CHs)2 Cr

Kuvvetli Anyon iyon

Degistirici

Kuaterneraminoetil(QAE) | 2- 10 OCH,CH2N*(C2Hs).,CH,CH(OH) | CI

CHs

Zayif Katyon Degistirici

Karboksimetil(CM) 3-10 -OCH,COO Na*

Kuvvetli Katyon

degistirici

Silfopropil(SP) 2-12 -CH.CH2CH,SO3” Na*

Bu sekilden gorilecegi gibi kuvvetli iyon degistiriciler zayif iyon dedgistiricilere goére
daha genis bir pH araliginda kullanilabilir, bu da kuvvetli degistiricilerin bilinirliginin
sebebini verir. Sonucta genis bir aralikta kuvvetli degistiricilerde bilesikler ayrilabilir
ve daha fazla bilesik basit pH gradyent elisyonunda ayrilabilir.
2.4.9.2.MOBIL FAZ
lyon degisim kromatografisinde kullanilacak mobil faz :

1.Ilyon degistirmede kullanilacak cesitli tuz ve tamponlara yeterli ¢cdztnirligi

saglamak,

2.Uygun ¢6zicl kuvveti kullanimiyla Grtin tutunmasini saglamak

3.Spesifik uygulama icin ayirma segiciliginin saglanmasi igin segilir.
lyon degisim kromatografisi ayirmalari genellikle mobil faz olarak sulu tuz

¢Ozeltilerinin kullanimiyla gerceklesir. Mobil faz genellikle tampon haline getirilir.
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Cizelge 2. 2. Katyon Degisim Kromatografisi Tampon Cdzeltileri

TAMPON KONSANTRASYON | KATYON pKa Tampon
araligi
Format 20 mM Na* 3.75 3.3-4.3
Asetat 20 mM Na* 4.76 4.2-52
Mes 20 mM Na* 6.15 5.5-6.7
Fosfat 20 mM Na* 2.1/7.2 2.0-7.6
Hepes 20 mM Na* 7.55 7.6-8.2

Gozuct kuvveti ve seciciligi tampon iyonlari ve diger tuzlarin cesidi ve
konsantrasyonuna, pHa ve eklenen organik ¢dzeltilerin ¢esidi ve konsantrasyonuna
baghdir. Urlin tutulmasinin anlasiimasi iyon degisim kromatografisinde diger sivi
kromatografi metodlarina gére daha zordur, ve bilinen tim kurallara aykiri durumlar
olabilir. Yinede tutunma, iki prosesin sonucu olarak agiklanabilir:

Sulu hareketli faz ve sabit faz arasinda Griin dagiliminin, iyon cifti olusumu tarafindan
izlenmesi. Tutunma igleminde iyon cifti olusumu daha 6nemli bir prosestir. Mobil
fazdaki iyonik kuvvetin Grin tutunmasina olan etkisini disitndlirse pH sabit tutularak
tampon ¢Ozeltinin  konsantrasyonu degistirilebilir. Eger tampon ¢b6zeltisinin
konsantrasyonunda artis istenmiyorsa daha fazla miktarda tuz eklenebilir. Her iki
durumda ¢dzlcu kuvveti, iyonik kuvvetin artmasiyla birlikte artar.

Uriin tutulumu, mobil faz pH degisimiyle de ayarlanabilir. Anyon degistiricilerde (iriin
tutulumu artan pH’la artar. Fakat katyon degistiricilerde Grtn tutulumu artan pH’la
azalir. pH'taki sdrekli artig, tim bazlarin iyonlasmamis hale gelmesine, yani
tutulmamasina yol acar. Yani pH’taki artis katyon degistiricilerde ¢6zici kuvvetinin
artisina esittir.  Ayni sekilde, anyon degistiricilerde pH degerinde azalma ¢ézlcU
glcundeki artmaya karsilik gelir. pH degerindeki degdisimler iyon degisim
kromatografisinde ¢6zicl giclinin degdisimi acisindan yorumlansa da, gradyent
ayirmalarda pH’taki degisimler ayiricilikta blyUk degisimlere sebep olur.
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2.4.9.3. Proteinlerin iyon Degisim Kromatografisi ile Ayriimasi

Proteinler iyon degistiricilere, zit yUkli gruplar arasindaki iyonik etkilesimle tersinir
olarak baglanirlar. Baglanan proteinler ya tampon ¢dzeltisinin iyonik gtici kademeli
olarak ya da tampon c¢6zeltisinin pH'1 kademeli olarak degistiriimek suretiyle protein
ylzeyinde etkilesen gruplarin yiki yok edilmek suretiyle kolondan ayri ayrn elle
edilirler. Batlin bu islemler sirasinda iyonik degistiricinin yikd sabit kalacak bir pH
araligi secilmelidir. Aksi takdirde butin proteinler kolondan ayrilmadan birlikte elle
olurlar.

2.4.9.3.1. Proteinlerde izoelektrik Nokta

Proteinleri olusturan temel yapi tasi aminoasitlerdir. Bir proteinin polipeptit zinciri
Uzerinde yer alan bazi amino asitler aspartik asit, glutamik asit gibi karboksil bazilari
ise lisin arjinin gibi amino yan gruplar tasir. Esas olarak bu gruplarin varligi nedeni ile
proteinler amfoterik 6zellik gbsterirler. Proteinlerin net olarak yUksiz davrandiklarn pH
izoelektrik nokta olarak tanimlanir. Sekil 2.2 de proteinlerin izoelektrik noktasi

grafiksel olarak gésterilmistir.
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izoelektrik Nokta
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Sekil 2.2 Proteinin net yuki Uzerine pH etkisi

Amfoterik olan proteinlerin net yiki degiskendir. DisUk pH larda pozitif, yiksek pH
larda negatif ve izoelektrik noktada (pl) ise sifir yukludlr. Proteinlerde etkilesime giren

yUk gruplari baslica karboksil ve amino gruplarndir.
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HPLC’de kullanilan siirekli fazin polaritesi ayirma isleminde énemli rol oynar. iki farkli

ellsyon tipi vardir:

e izokratik Eliisyon: Kolona sabit bilesimdeki siirekli faz pompalanir. Siirekli fazin
polaritesi sabit oldugu icin kolona cok fazla ilgi duyan bilesenleri kolondan
atmak zorlasir ve elisyon suresi uzar. Maddelerin molekll biydkligine gére
tayini de bu elisyon tiru ile gerceklesir.

e Gradient Elisyonu: Surekli faz bilesimi analiz boyunca dogrusal olarak degigir.
Analiz érneginin kolon dolgu materyali yluzeyine afinitesi énemlidir. Ortamdaki
ellentin polaritesi zamanla degistirilerek érneklerin partikil yizeyine afinitesi

degistirilir ve ayirma saglanir.
2.4.10. HPLC Kullanim Alanlarn

GUnimuzde yUksek performansli sivi kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC), bircok alanda yaygin olarak kullaniimaktadir. Baslica

kullanim amaglari kimyasal ayirma, saflastirma, tanimlama ve derigim tayinidir.

e Kimyasal Ayirma: HPLC’de kimyasal ayirma islemi, her maddenin belli bir sabit
faz ve mobil faz bilesiminde farkh ¢ikis slresinin olmasindan yararlanilarak
yapiimaktadir. Yapilan kimyasal ayirmanin derecesi ¢ogunlukla sabit faz ve
mobil faz sec¢imine baghdir.

e Saflastirma: Saflastirma hedeflenen bir maddenin diger maddelerden ya da
atiklardan ayrilmasi iglemidir. Her maddenin belli kromatografik kosullar altinda
karakteristik bir piki bulunur. Ayrilmasi istenen maddeye gbre ve diger
maddelerle olan iliskisine gdre kosullar belirlenir. Kromatografik saflastirma
isleminde, istenilen madde kolon cikisinda toplanarak diger fraksiyonlardan
izole edilir, bu ise ancak dogru bir mobil faz secimiyle mimkindir. istenilen
maddenin kolondan c¢ikis suresi herhangi bir safsizlik veya istenmeyen bir

maddenin karismasini engelleyecek kadar kisa olmasi gereklidir.

e Tanimlama: Bir maddenin HPLC ile tanimlanmasi HPLC analizlerinin dnemli
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bir parcasini olusturur. HPLC’de madde tanimlamasi, bilinmeyene ait olan pik
ahkonma siresinin standarda ait allkkonma sdresiyle c¢akistirilmasi ile
yapilabilir. Herhangi bir maddenin HPLC ile tanimlanabilmesi icin 6ncelikle
dedektdérin  dogru secilmesi  gerekir. Dedektdér segildikten ve optimum
kosullarda ayarlandiktan sonra bir ayirma analizi yapilmahdir. Tanimlanmaya
calisilan maddenin secilen dedektér ve analiz kosullarinda kabul edilebilir bir
cikis suresi ve belirgin bir piki olmalidir. Cikis siresini kisaltmak igin bazi
ayarlamalar yapilabilir. Bunlardan ilki kolon sec¢imi, digeri mobil faz se¢imi ve
son olarak da akig hizi secimidir. Kesin bir tanimlama igin bilinen bir érnegin
kullanilmasi gerekir. Gdvenilir bir tanimlama icin birden ¢ok metot

kullaniimalidir.

e Derisim Tayini: HPLC'de tanimh bir maddenin, bir sivi ¢dzeltisinde derigimi
tayin edilebilir. Bu iglem istenilen maddenin degdisik konsantrasyonlarda
HPLC’ye enjekte edilmesi islemini icerir. Bilinen konsantrasyonlar bir seri pik
verir. Bu piklerin altinda kalan alanlar hesaplanarak derisime karsi grafige
gecirilir ve Kkalibrasyon grafigi cizilir. Bilinmeyen derisime ait pik alani
saptanarak kalibrasyon egrisi araciligiyla bilinmeyen derisim bulunur.

2.4.11. Aikonma Parametreleri

Kromatografik alikonmayi 6grenmenin en kolay yolu, érnegin kolona enjekte edildigi
noktadan kolon boyunca ilerleyen bilesigin dedektérde verdigi maksimum cevap
arasindaki zamani 6lgmektir. Bu zamana alikonma zamani (retention time, tg) denir.
Allkonma zamani surekli faz akis hizi ile ters orantilidir. Diger bir parametre alikonma
hacmidir (Vg5). Alikonma hacmi, bir bilegenin kolondan ¢ikmasi igin gerekli olan ellent
miktaridir. Allkonma slresi ve slrekli faz akis hizinin carpimina esittir. Akigskanin
hizina bagh degildir, ancak partikillerin geometrik sekli yani gézenek blyuklugine

baglidir.
2.4.12. Bant Genisligi

Bir kromatografik analiz sirasinda 6rnegin sisteme enjekte edilmesinden sonra kolon
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icindeki akigskanin hareketi sirasinda kromatografik piklerin araligi genisler. Daha

blylk kolon bant genigligi, belli bir zaman araliginda daha az miktarda bilesenin

ayrismas! anlamina gelir. Bagka bir deyisle piklerin keskinligi kolon veriminin ne kadar

iyi oldugunu gdsterir. Kolonda bant genislemesi ¢ ana sebepten kaynaklanir.

1.

Kolon iginde ilerleyen bir bilesene ait molekdl veya iyonlarin farkli yollar
izlemesi: Bu parametre surekli fazin akis hizindan bagimsizdir. Kolon dolgu
maddesinin ¢cok klcuk tanecikli olarak alinmasi bu parametrenin etkisini

azaltabilir.

Fazlar arasindaki kitle transferi etkisi: Bilesenlerin sabit faz ile hareketli faz
arasinda dagilma dengesine ulagmasi icin belirli bir streye ihtiyag vardir. Eger
akis hizi yiksekse ve 6rnegdin kolona gucli bir afinitesi varsa, hareketli fazdaki
Ornek sabit fazdaki 6rnegin 6nlne gececektir. Bu da dengenin tam olarak
kurulamamasina yani bant genislemesine neden olacaktir. Hareketli faz
viskozitesi digslrmek ve kolon sicakhigini arttirmak bu terimin etkisini

azaltabilir.

Kolonda bilesenlerin yiksek derigsimli bdlgelerden distk derigsimli bdlgelere
dogru difiizyonla dagilmasi: Ornek konsantrasyonu kolon kenarlarinda kolon
merkezinde oldugundan daha diisiiktiir. Ornek kolon merkezinden disariya
dogru difGzlenir. Bu etki distk akis hizlarinda daha da énem kazanir. Ayrica
bu parametre bilesenlerin hareketli faz icindeki diflzyon katsayilarinin degerleri
ile dogru orantih olarak artar. Hareketli fazin akis hizini disirmek, 6rnegin
kolonda daha az zaman harcamasi ve bu da diflizyonun daha az olmasi

demektir. Ayrica sicakhgin disirilmesi de bu etkiyi azaltici ydnde etki yapar.

2.4.13. Kolon Verimliligi

Bir kromatografik analizde optimum bir ayirma gergeklestirmek yani kolon verimini en

ust seviyede oldugunu gdstermek icin keskin ve simetrik piklerin eldesi sarttir. Kolon

verimliligi tayin edilirken pik genisligi, teorik tabaka sayisi, indirgenmis plaka

yUksekligi, secicilik ve ¢6zinurllk gibi parametreler gz 6ntne alinir.

25



Pikin genisligi, pikin keskinligini ve kolon verimini gésterir. Bununla beraber pik
genigligi kolonun uzunlugu, akis hizi ve partikil bOyGkliglu gibi birgok
parametreden etkilenir. Ayni  kolonda yapilan analizlerde akis hizi
degistirilebilecek tek parametre oldugundan, akig hizi kolon verimliliginin en iyi

olacag! degerde secilmelidir.

Teorik tabaka sayisi; damitma prosesindeki benzerlikten gelir. Kolonun hizli
calismasinin 6nemli bir gd6stergesidir. Elde edilen kromatografik piklerin
keskinligi bir kolonun verimini gdsteriyorsa, bu verimin nicel 6lclst de teorik
tabaka sayisidir. Tabaka sayisi ya da diger adiyla teorik tabaka sayisi N ile

gosterilmektedir ve asagidaki gibi hesaplanir:
N=16x(t/W)?2 (2.8.)

N=554x(t/Wy)? (2.9.)

Burada t; bilesigin alikonma siresini, W; bilesik pikinin taban genisligini ve W+,; pik

yUksekliginin yarisindaki taban genisligini ifade etmektedir.

Bir kolonda teorik tabaka sayisi ne kadar yiksekse kolonun verimi o kadar ylksek

demektir. Kolon boyu arttikca teorik tabaka sayisinda da artis gbzlenir.

indirgenmis tabaka yiiksekligi; h ile gésterilir. Kolonun ne kadar hizli ve etkili
calistigini gosterir. N ile ters orantihdir. Bir kolonda N degderi ne kadar blylkse
yani h degeri ne kadar kiclkse kolonun verimi o kadar ylksektir. daha disuk
indirgenmis tabaka yUksekligi ve daha fazla teorik tabaka sayisi kisa slrede
kromatografik sonuglarin elde edilmesi demektir. h degerini buyuten her etken
kolon verimini digurir ve pik genislemesine neden olur. h degeri asagidaki gibi

hesaplanir:
h=(L/Nxdp) (2.10.)
burada h; indirgenmis tabaka ylksekligi, L; kolon boyu ve d,, de partikil ¢apidir.

Secicilik, her bir pikin kapasite oranlari veya bunlarin dizenlenmis alikonma
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zamanlarinin oranidir. Segicilik karigimdaki bilesenlerin partikil ylzeyine
adsorplanmasindaki ilgisi olarak ifade edilmektedir. Bu parametre kolonun
veriminden bagimsizdir. Sadece bilesenin dogal yapisina, ellent tipine, elient
bilesimine ve ylzey adsorbansina baglhdir. Genellikle iki bilesigin segiciligi 1’e
ne kadar yakinsa iki pikin birbirinden ayrilmasi o kadar guglesir. Asagidaki gibi
hesaplanir:

trg—1to

o = (2.11.)
tr,A - 1:0

Burada t.g ve t;a sirasiyla B ve A bilesenlerinin alikonma sirelerini, 1o ise kolondaki
bosluk hacmi yani kolonla etkilesime girmeden hareketli bir fazin kolondan ¢ikmasi
gerekli olan sireyi ifade etmektedir.

o Gozundrlik (ayincilik, R), kromatografide iki pikin birbirinden ayriima
derecesine denir. iki pikin birbirinden ayrildigini kabul etmek icin R = 1 olmasi
gerekir ve bu ¢bzlnurlik degeri iki bandin birbiri ile % 2 oraninda értlstigu
anlamina gelir. Bu deger 1.5°den blyUk ise pikler tamamen ayrilmig ve iyi bir
¢6zUnlrlik elde edilmis demektir. Co6zUnlrlik asagidaki  formdl ile
hesaplanmaktadir:

R(i +1)/(0) = 2 X (ti+1 - ti) / (W| + Wi+1) (2.12.)

Burada tj ve tj,q; sirasiyla i ve i+1 no’lu bilesenlerin alikonma streleri, Wi ve Wi, ise
siraslyla i ve i+1 no’lu bilesenler icin elde edilen taban genisliklerini ifade etmektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda yapilan calismalar polimerik liganda sahip, es boyutlu gdzenekli
iyon degisim kromatografisi kolon materyallerinin sentezini ve kromatografik
performanslarinin test edilmesini icermektedir. Calismalarin ilk kisminda monodispers
ve go6zenekli formda poli(glisidiimetakrilat-etilenglikol dimetakrilat) (GMA-EDM),
partiklller sentezlenmis ve bu partikillerin  asidik ortamda hidrolizi ile
poli(dihidroksipropilmetakrilat-etilenglikoldimetakrilat) (DHPM-EDM) partikiller elde
edilmistir. Bu partiklller 3-trimetoksisililpropilmetakrilat (TMSPM) ile reaksiyona
sokularak ylzeylerinde vinil gruplar olusturulmustur. Takip eden basamakta
akrilamido metil propan sulfonik asit (AMPS) monomeri, ¢ézeltiden partikil ylzeyine
graftlanarak anyonik formda polimerik ligand tasiyan yapilar elde edilmistir.
Partiktllerin Taramal Elektron Mikroskobu, BET ylzey alani ve gbzeneklilik élgim
sistemi ve FTIR ile karakterizasyonlari yapilmigtir. Calismalarin ikinci kisimda,
kromatografik performanslarinin belirlenmesi amaciyla, HPLC kolonlarina doldurulan
partikiller lyon degisim Kromatografisinde (lon Exchange Chromatography, IEC)
kolon materyali olarak kullaniimistir.

Asagida farkl partiktl yapisina sahip polimerik partikullerin Gretim, karakterizasyon ve
kromatografik performanslarinin belirlenmesinde kullanilan yéntemler detaylh olarak

verilmektedir.

3.1. Basamakli Polimerizasyon Yontemi ile Monodispers ve Gézenekli GMA ve
EDM Bazli Partikiillerin Uretimi ve Karakterizasyonu

Partikil  sentezinin ilk basamaginda polistiren c¢ikis lateksi, dispersiyon
polimerizasyonu ydntemiyle Uretilmistir. Daha sonra bu partikiller, es boyutlu ve
gbzenekli yap! elde etmek amaciyla sisirme islemine tabi tutulmustur. Sisme
isleminde, polistiren partikiller, disik molekdl agirligina sahip bir organik ajan, ytzey
gerilimini azaltan bir polar ajan ve monomer, capraz baglayici ve baslaticly! iceren
monomer fazi ile sisirilmistir. Kullanilan organik ajanin sec¢imi Uretilen ¢ikis lateksini
(polistiren) ¢ézebilme 6zelligi gbz énlnde tutularak yapilmistir. Sisme basamagindan

sonra monomer fazinin partikil igerisinde polimerizasyonu gerceklestirilmigtir. Elde
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edilen partikillerin ekstraksiyonu ile monodispers yapida gbézenekli poli(GMA-EDM)

partiklller elde edilmistir.
3.1.1. Cikis Lateksinin Uretimi
3.1.1.1. Materyal

Cikis lateksinin dispersiyon polimerizasyonu ile Uretiminde dagitma ortami olarak
mutlak etil alkol (Et-OH, Merck A.G., Almanya) ve 2-metoksietanol (HPLC grade, Met-
OH, Aldrich Chemical Co., ABD) kullaniimistir. Baslatici olarak 2-2’-
azobisizobitironitril (AIBN, BDH Chemicals LTD., ingiltere) kullanilimistir. AIBN
kullaniimadan &énce kristalize edilmigtir. Sterik stabilizér olarak da polivinilprolidon K-
30 (Mr:40000, PVP K-30, Sigma Chemical Co. , ABD) kullaniimigtir. Monomer olarak
kullanilan stiren (S, PETKIM, Kocaeli, Tiirkiye) vakumda distile edilip saflastirimis ve
polimerizasyonda kullanilincaya kadar buzdolabinda bekletilmistir.

3.1.1.2. Polimerizasyon Yontemi

Monodispers gdzenekli partikillerin Gretiminin ilk basamaginda monodispers formda
cikis lateksi sentezlenmistir. Stiren monomerinin dispersiyon polimerizasyonu ydéntemi
kullanilarak polimerlestiriimesi sonucunda 2 um boyutunda monodispers ¢ikis lateksi
elde edilmistir. Sentezlerde kullanilan ¢ikis lateksinin sentez kosullari Cizelge 3.1’de

verilmektedir.
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GCizelge 3.1. Monodispers formda polistiren ¢ikis lateksi sentezi icin dispersiyon

polimerizasyonu kosullari.

Kullanilan Kimyasallar Miktarlar
Etanol (ml) 69
2-metoksietanol (ml) 48
PVP K-30 (g) 2.1
Stiren (ml) 20
AIBN (g) 0.44
Su (ml) 3

Polimerizasyon Kosullari

Sicaklik (°C) 70
Polimerizasyon Siiresi (saat) 24
Calkalama Hizi (cpm) 100

Yéntemde o6ncelikle dispersiyon polimerizasyonu dagitma ortami hazirlanmaktadir.
Bu amagla tipik bir sentezde, 2.1 g PVP K-30, 69 mL Et-OH, 48 mL Met-OH ve 3 mL
su iceren dagitma ortaminda ¢dzulmektedir. Bu islem sirasinda ortam 500 mL hacme
sahip agz sizdirmaz sekilde kapatilan bir cam reaktérde bulunmaktadir. Elde edilen
dagitma ortamina 20 mL stiren monomeri ve 0.44 g AIBN eklenmekte ve sonug ortam
AIBN'nin tam ¢6zlnmesini saglayabilmek amaciyla yaklasik 5 dakika slreyle
ultrasonikasyona maruz birakilmaktadir. Bu iglem 200 W gilctnde bir ultrasonik su
banyosunda (sonikatérde) (Bransonic 200, ingiltere), ve oda sicakliginda
yurOtGimektedir. Agzi kapatiimis durumdaki cam reaktér oda sicakliginda bir

calkalamali su banyosuna (Gallenkamp, ABD) yerlestiriimekte ve 100 cpm calkalama
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hizi ile polimerizasyon sicakh@l olan 70°C degerine isitilmaktadir. Polimerizasyon
islemi 24 saat sire ile belirtilen sicaklik ve calkalama hizinda yapilmaktadir.

Polimerizasyon sonrasinda reaktdr icerigi oda sicakligina soguduktan sonra 5000
rom’de yaklasik 5 dakika slreyle santriflijlenmektedir. Santrif(j sonrasi sivi kisim
atilmakta ve 10 mL’lik santrifdj tlplerinde ¢dken partiklllerin Uzerine distile-diyonize
su eklenerek, partikiller bir baget yardimiyla sulu ortamda dispers edilmektedir. Elde
edilen yeni dispersiyonla santrifijleme-dekantasyon iglemi 3 kez yinelenmekte ve son
santrifij basamaginda ¢oéken partikiller yaklasik 100 ml su icerisinde, cam baget ile
karistirma ve takiben 1-2 dakika sireyle sonikasyon ile dispers edilmektedir. Bu islem
ile ortalama partikll boyutu yaklasik 2 um olan monodispers polistiren c¢ikis lateks

partikllleri elde edilmektedir.

3.1.1.3. Cikis Lateksinin Karakterizasyonu

Cikis lateksinin ortalama boy ve boy dagiliminin hesaplanmasi amaciyla Taramal
Elektron Mikroskobu (SEM, JEOL JEM 1200 EX, Tokyo Japonya) ile elde edilen
mikrograflar kullanilmistir. Cikis lateksinin ortalama molekll agirigt HPLC'de SEC
yontemiyle bulunmustur. Cikis lateksinin partikdl igerigi ise gravimetrik analiz
yontemiyle bulunmustur. Bu amacla sulu ortamda bulunan polistiren partikiller,
vakum etlvinde 70°C’de 24 saat boyunca kurutulmus ve alinan belirli hacimdeki

dispersiyonun kati partikdl icerigi tartim yoluyla belirlenmistir.
3.1.2. Monodispers Gézenekli Partikiillerin Uretimi ve Karakterizasyonu

Hidroksil gruplu monodispers ve gbézenekli partikillerin sentezi i¢in “Cok basamakli
mikrosUspansiyon polimerizasyonu” yéntemi kullanilmis ve bu ydéntem ayrintilari ile

asagida anlatilimigtir.
3.1.2.1 Materyal

Gok basamakli mikrosispansiyon yénteminde organik ajan yani diluent olarak toluen
(HPLC grade, Aldrich Chemical Co. , ABD), ylzey gerilimini azaltici madde olarak,
izoamillalkol (IAA, Aldrich Chemicals Co., ABD) ve anyonik emilsiyon yapici madde
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olarak da sodyum dodesil stlfat (SDS, Sigma Chemicals. Co., ABD) kullaniimistir.
Polimerizasyonlarda monomer olarak glisidilmetakrilat(GMA, Aldrich Chemicals Co.,
ABD ) capraz baglayici monomer olarak ise etilenglikoldimetakrilat (EDM, Aldrich
Chemicals Co., ABD) kullaniimistir. Baslatici olarak kullanilan benzoil peroksit (BPO,
Aldrich Chemicals Co., ABD) kullanilmadan énce kurutulmustur. Polimerizasyonlarda
stabilizér olarak polivinilalkol (PVA, Mr: 87000-146000, %87 hidrolize, Aldrich
Chemicals Co., ABD) kullaniimistir. B(tiin deneylerde distile-deiyonize su
kullaniimigtir.

3.1.2.2. Cikis Lateksinin Diluent ve Monomer Fazi ile Sisirilmesi

Monodispers formdaki ¢ikis partiklllerinin gézenekli olabilmesi yapisina gdzenek
olusturucu ajanlarin eklenmesi ile mimkin olmaktadir. Bu amagla polistiren ¢ikis
partiklllerinin igine disik molekdl agirhigina sahip organik bir ajan olan toluen
eklenmigtir. Toluen, polistiren partiklllerin igine girerek zincirlerin gevsemesine
(kismen de olsa ¢bzinmelerine) yani partiklllerin sismesine neden olmaktadir. Ancak
polistiren partiklllerin organik ajanla sisirilmesi sirasinda monodispersitenin
korunmasi gerekmektedir. Bu nedenle sisirme islemi sirasinda toluen, sodyum
dodesil silfat (SDS) varliginda sulu emilsiyon ortaminda cikis lateksi ile
etkilestirilmistir. Burada SDS misel yapisi olusturarak, toluen’in emdlsiyon ortami
icerisinde homojen olarak dagilmasini saglamaktadir. Béylece partikillerin ayni

oranda sismeleri yani monodispersitenin korunmasi saglamaktadir.

Tipik bir basamakli polimerizasyon ydntemi asagida 6rneklenmektedir. Sulu
emdlsiyon igin, surekli faz 0.3 g SDS’nin ve 0,35 g PVA’nin 120 mL distile su
icerisinde ¢6zinmesiyle elde edilmistir. Burada polivinil alkol sterik stabilizér olarak
kullanilmakta ve polimerizasyon sirasinda partikdl -su ara ylzeyine yerleserek, sonug
partikil ylzeyinde Kkoruyucu bir tabaka olusturmaktadir. Ayni sulu emilsiyon
ortamina, dustk molekdl agirligina sahip organik bir ajan olarak 6.4 mL toluen,
monomer olarak 3.8 mL GMA, 2.6 mL EDM capraz baglayici, ylzey gerilimini azaltici
madde olarak 0.5 mL IAA ve 0.24 g BPO eklenmistir. Bu karisim, 30 dakika boyunca
ultrasonikasyona tabi tutularak dispers edilmigtir. Elde edilen sonu¢ emilsiyonuna
0.40 g polistiren c¢ikis partikdli eklenmis ve karisim bir manyetik karistiriciya
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konulmustur. Karistirma islemi oda sicakliginda 400 rpm hizinda 24 saat slreyle
yapiimis ve diluent karisimi ile monomer fazin c¢ikis partikillerine transferi

saglanmistir.
3.1.2.3. Monomer Fazinin Cikis Partikiilleri icerisinde Polimerizasyonu

Elde edilen dispersiyon, 60 mL toplam hacme sahip sizdirmaz &zellikteki cam
reaktére aktariimigtir. AJzi sikica kapatilan pyrex cam reaktdr, calkalamali su
banyosuna (Memmert, Almanya) oda sicakliginda yerlestiriimis ve calkalama hizi 120
cpm degerine ayarlanarak isitma islemi baslatiimistir. Kullanilan calkalamali su
banyosu 40 dakikalik slre igerisinde polimerizasyon sicakligi olarak belirlenen 70°C
degerine ulagmistir. Polimerizasyon islemi bu sicaklikta 24 saat slre ile ve 120 cpm
calkalama hizinda yarataimostar. Bu slUrenin sonunda calkalamall su banyosundan
alinan reaktér oda sicakligina sogutulmustur.

3.1.2.4. Monodispers Gozenekli Partikullerin Yikanmasi Ve Ekstraksiyonu

Polimerizasyon sonucunda ana Uriin olarak elde edilen monodispers makrogdzenekli
partikUllerin dagitma ortamindan ve polimerizasyon yan drUnlerinden ayriimasi
gerekmektedir. Partiklllerin ortamda bulunan ve sirekli fazda olusan yaklasik 1um
partikil boyutuna sahip yan UrGnden ayrilmasi amaciyla bir seri santriflijleme
dekantasyon islemi uygulanmistir. Santrifiijleme islemi dnce distile su ardindan da
etanol ile yapiimistir. Polimerizasyon sonrasinda reaktérlerden alinan dispersiyon, 10
ml hacmindeki santrif(j tOplerine konulmus 3000 rpm’de 1 dakika boyunca
santrifijlenmistir. Santriflij sonucunda monodispers makrogézenekli partikiller
cOkmis ve yaklasik 1 um boyutundaki yan Urlin sUpernatantin dekantasyonu ile
ortamdan uzaklastiriimistir. Santrifijleme-dekantasyon islemine optik mikroskopla
yapilan gézlemlerle ki¢ik partikil fraksiyonlari ortamdan tamamen uzaklasana kadar
devam edilmigtir. Daha sonra elde edilen egboyutlu gbdzenekli partikiller etanol
ortaminda dispers edilmis ve 5000 rpm hizinda 3 dakika boyunca santrifijlenmistir.
Bu igslem 3 kez tekrarlanmigtir. Partiklller icinde kalan organik ajanin ve lineer
polistirenin ortamdan uzaklastiriimasi icin partikiller THF ile ekstrakte edilmistir. Bu
amagla partikiller 10 ml'lik santrifdj tiplerinde édnce THF icine dispers edilmis, 5000
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rom'de 3 dakika boyunca santrifijlendikten sonra sdpernatant ortamdan
uzaklastiriimistir. 2 kez yinelenen santrif(ij isleminin ardindan partikiller yaklasik 150
ml THF icine alinmistir. PartikGller, THF ile ¢alkalayicili su banyosunda (Memmert,
Almanya) 60°C’de 4 saat slreyle ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon bitiminde

partikiller oda sicakliginda sogutulmustur.

3.1.2.5. Monodispers Partikillerin Silftirik Asit ile Hidrolizi

Bu asamada polimerizasyon sonucunda elde edilen GMA-EGD kopolimeri stlfrik
asit (H.SO4, Merck A.G. Almanya) ile hidroliz edilmistir. Partikiller énce, 50 ml 0.5 M
H.SO4 cozeltisi ile 500 ml'lik pyrex bir erlen icinde dispers edilmistir. Hidroliz islemi,
60°C’de 6 saat slreyle calkalamali bir su banyosunda gercgeklestirilmistir. Hidroliz
islemi sayesinde monomer karisimindaki GMA yapisinda bulunan epoksi halkalari
acllarak —OH  fonksiyonel  grubu  halini  almaktadir.  Bdylece yapi
dihidroksipropilmetakrilata (DHPM) dénusturilmektedir.

3.1.2.6. DHPM-EDM Bazh Partikiillerin TMSPM ile Vinillenmesi

Yapilan ¢alismanin bu agsamasinda GMA-EDM kopolimerinin hidroliz edilmesi sonucu
(DHPM-EDM) kopolimeri sekline dénustdralen mikrokdreler 3-
trimetoksisililpropilmetakrilat (TMSPM, Aldrich Chem. Co. , A.B.D. ) ile vinillenmistir.
Bu amagla 2.5 gr partikil 60 mL hacme sahip sizdirmaz 6zellikteki cam reaktére
alinmis Uzerine 40 ml toluen (Riedel-de Haen, Almanya) ve 2.5 ml 3-
trimetoksisililpropilmetakrilat ilave edilmistir. Agzi sikica kapatilan pyrex cam reaktor,
calkalamali su banyosuna (Memmert, Almanya) oda sicakliginda yerlestiriimis ve
calkalama hizi 120 cpm degerine ayarlanarak isitma iglemi baslatiimistir. Kullanilan
calkalamali su banyosu 50 dakikalik sure igerisinde vinilleme sicakhidr olarak
belirlenen 80°C degerine ulasmistir. Vinilleme islemi bu sicaklikta 24 saat slre ile ve
120 cpm c¢alkalama hizinda ydrGtiimis ve bu suUrenin sonunda calkalamali su
banyosundan alinan reaktdér oda sicakhigina sogutulmustur. Partiklller reaksiyon
sonrasinda mutlak etanol ile 3 kez santrifijleme-dekantasyon yéntemi kullanilarak
yikanmis ve vakum etiiviinde 24 saat streyle 80°C’da kurutulmustur.
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3.1.2.7. AMPS Monomerinin Cozelti Polimerizasyonu Yontemiyle Partikiil
Yizeyine Graft Edilmesi

Bu amacla 2,5 g vinil gruplu partiktll, 60 mL hacme sahip sizdirmaz &zellikteki cam
reaktére alinmis ve Uzerine 37.5 ml etanol (Et-OH, Merck. A.G., Almanya) ve
monomer olarak kullanilan 2 gr 2-akrilamido- 2 -metil -1-propansulfonkasit (AMPS,
Aldrich Chem. Co. A.B.D) ilave edilmigtir. Baslatici olarak kullanilan 0,06 g 2-2’-
azobisizobutironitril (AIBN, BDH Chemicals LTD., ingiltere) ilavesinden sonra cam
reaktér, calkalamali su banyosuna (Memmert, Almanya) yerlestiriimis ve calkalama
hizi 120 cpm degerine ayarlanarak; polimerizasyon, 77.5°C sicaklikta 24 saat slire
icinde gerceklestirilmistir. Bu slre sonunda partikiller 2 defa alkol ve 2 defa su ile
yikandiktan sonra kolona doldurulmaya hazir hale getirilmistir.

3.2. Sentezlenen Monodispers Gozenekli Partikillerin Karakterizasyonu
3.2.1. FTIR ile Karakterizasyon

Polimerik ligand tasiyan partikillerin yapilarinin aydinlatiimasi amaciyla her basamak
sonras! FTIR spektrumlar ¢ekilmistir.

3.2.2. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) ile Karakterizasyon

Monodispers ve gbzenekli partikillerin boy ve boy dagihm &zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla Taramali Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM, Jeol
JEM 1200EX, Tokyo, Japonya) ile elde edilen mikrograflar kullaniimistir. SEM
mikrograflarinin elde edilmesinde izlenen prosedirde 6éncelikle ylkanmis temiz latex
partiklllerin sulu dispersiyonundan 0.1 ml alinarak bakir disk tGzerinde dagitilir ve oda
sicakhliginda icerisindeki su buharlastirilir.  Kurutulmus monodispers poroz
partikillerin vakum altinda ince bir tabaka halinde altinla (100A°) kaplanmasinin
ardindan érnekler SEM mikrograflari ¢cekilmeye hazir hale getirilir.
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3.2.3. BET Yiizey Alani ve G6ézenek Boyutu Olciim Cihazi ile Karakterizasyon

Partikullerin ylzey alani, ortalama g6zenek boyutu, gézenek hacmi, gdzenekliligi ve
gbzenek boyut dagilimi verileri Quantochrome, Nova 2200E model Yiizey Alani ve
Goézenek Boyutu Olglim Cihazi (BET) ile dlgtimistir. Yapilan élclimlerde éncelikle
partikiiller 90°C’de 10 saat sire ile vakum altinda kurutulmustur. Ardindan aletin 6zel
hlicrelerine yerlestirilen partikiillerden BET cihazinda 90°C’'de 3 saat sire ile
vakumlama ile kalan nem tamamen uzaklastirilmigtir. Yaklasik her bir 6rnekten 0,1 g
alinarak analizler yapilmistir. Olciimler sivi azot icerisine yerlestirilen 6rnek
hiicrelerinde gerceklestirilmistir. Olciim prensibi, partikilller (izerinden gecirilen azot
gazinin partikiller Gzerine adsorplanmasi ve adsorplanan miktarin azotun buhar

basincindan hesaplanmasi temeline géredir.
3.3. Kromatografik Caligsmalar
3.3.1. Materyal

Katyon Degisim Kromatografisinde mobil faz olarak Sodyum Asetat, MES, Sodyum
Fosfat, HEPES (Aldrich Chem. Co, ABD) tamponlari, bu tamponlarin gradiyentlerinde
ise 1M NaCl kullaniimisgtir. Kolonda analizi yapiimak Gzere Sitokrom C, Miyoglobin,
Ribonulkleaz A ve Lizozim (Sigma Chemicals Co, ABD) igeren dortli protein karigimi

kullaniimistir.
3.3.2. Kolonlarin Doldurulmasi

Kolon dolgu metaryalleri, sulu ortamda ve oda sicakliginda saklanmistir. Uretilen
partikiller kromatografik analiz igin 4.6 mm i¢ ¢apa ve 100 mm uzunluga sahip gelik
kolonlara (Shimadzu, Japonya) doldurulmustur. Dolum islemi i¢in kolonun bir ucuna
celik frit yerlestirildikten sonra, agik olan diger ugtan bir pipet yardimiyla partikiller
kolona doldurulmustur. Dolum iglemine kolonun (st kisminda hic bosluk
kalmayincaya kadar devam edilmistir. Kolon daha sonra HPLC cihazina baglanarak,
kolondan 200 atm basingta su gecirilmistir. 20 dakikalik periyotlar halinde kolon
sOkulerek Ust kisminda ¢okme olup olmadidi kontrol edilmis ve ¢cbkme varsa partikil

ilavesine devam edilmistir. Kolonun su ile basiimasi islemine kolonun dst kisminda
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yatak boyu azalmasi g6zlenmeyinceye dek devam edilmistir. Bu islemlerden sonra
kolon HPLC cihazina ters yénden baglanarak akis yénl terse gevrilmis, 200 atm
basin¢ta 30 dakika boyunca su gegisi saglanmistir. Bdylece her iki ydnden de ylksek
basinca maruz birakilan partikdllerin stabil bir yatak olusturmasi saglanmistir.

3.3.3. Kromatografik Sistem

Kromatografik performans deneylerinde kullanilan HPLC sistemi (Shimadzu,
Japonya) bir manuel enjeksiyon Unitesi (Rheodyne, Shimadzu, Japonya), bir gradyent
pompa (FCV-10AL, Shimadzu, Japonya), bir dortli gradyent mikser (LC-10AD,
Shimadzu, Japonya), bir gaz uzaklastirma Unitesi (DGU-14A, Shimadzu, Japonya) ve
bir UV-Vis dedektdr (SPD-10AV, Shimadzu, Japonya) icermektedir. Kullanilan HPLC

sisteminin sekli Sekil 2.1.’de verilmektedir.
3.3.4. Kromatografik Performans Testleri
3.3.4.1. iyon Degisim Kromatografisi Deneyleri

Bu kisimda yapilan kromatografik performans testlerinde 4 farkl protein iceren érnek
karisimi kullanilmigtir. Bu proteinlerin seciminde izoelektrik nokta (pl) degerleri g6z
6ndne alinmistir. Bu degerler Cizelge 3.2’ de verilmektedir. Buradan gérildigui gibi
hazirlanan kolonlarin mimkin oldugunca genis bir pl arahginda kromatografik ayirma
yapabilmesi hedeflenmistir. Katyon degisim kromatografisi modunda gerceklestirilen
deneylerde mobil faz olarak farkli pH’larda farkl tamponlar ve bunlarin gradiyentleri
kullaniimigtir.
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Gizelge 3.2. Segilen proteinlerin pl degerleri

Protein izoelektrik
Nokta (pl)
Miyoglobin 7.2
Ribonlkleaz A 9.5
Sitokrom C 10.2
Lizozim 10.5

Polimerik liganda sahip partikillerin kolonlara doldurulmasindan sonra HPLC’de
kolonlar 0.5 ml/dak akis hizi kullanilarak sartlandiriimigtir. Kolon sartlandirildiktan
sonra protein karisimini iceren 20 ul hacme sahip 6rnek sisteme enjekte edilmistir.
100x4.6 mm boyutlarina sahip her kolonda ayirma islemi gradyent kosullarda
yapilmistir. Bu amacla A fazi olarak belirli bir pH’a sahip tampon, B fazi olarak ayni
tampon + 1M NaCl ¢ozeltisi kullanilmistir. A fazi varliginda enjeksiyon yapildiktan
sonra, A fazi gecerken B fazi belirlenen silrede sabit bir derisim artisi ile kolona
beslenmistir. Ornek karisiminin kolonda ayrilmasi 280 nm dalga boyunda calistirilan
bir UV dedektdr yardimiyla gézlenmistir. Her analizden sonra, kolon bir sonraki
analizde kullanilacak mobil faz ile yikanip yeni analize hazir hale getirilmigtir.
Kromatografik deneyler fakl pH’lara sahip tamponlar ve farkli gradyent kosullarinda,
akis hizi degistirilerek tamamlanmigtir.

3.3.4.2. Kromatografik Parametrelerin Tayin Edilmesi

Kromatogramlardan kolon performanslarini belirleyici parametreler bulunmustur. Her
analizde sisteme enjekte edilen érnek karigimindaki tim bilesenler icin alikonma
suresi, taban genigligi ve pik yari yiksegindeki taban genisligi gibi degiskenler élcullp
teorik tabaka yiUksekligi ve ¢6zUnlrlik gibi kolon performansini belirleyici

parametreler hesaplanmigtir.
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e Teorik tabaka ylksekligi (TTY) kolonun ayirma verimini gbésteren en 6énemli
parametredir. Asagidaki ifade yardimiyla tayin edilmistir.

TTY=UN (3.1.)
Burada L; Kolon boyunu, N; Teorik tabaka sayisini ifade etmektedir.

e (Cozundrldk (ayincilik, R), iki pikin birbirinden ayrilma derecesini géstermektedir.
Asagidaki ifade yardimiyla hesaplanmistir.

Ri+yri)y=2 X (tier = ti) / (Wi + Wiyq) (3.2.)

Burada tj ve tj,q; sirasiyla i ve i+1 no’lu bilesenlerin alikonma sureleri, Wi ve Wi, ise
siraslyla i ve i+1 no’lu bilesenler icin elde edilen taban genisliklerini ifade etmektedir.
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4.SONUCLAR VE TARTISMA

Yapilan bu calismada 6ncelikle GMA-EDM bazli monodispers ve gbzenekli formda
polimerik partiklller sentezlenmis ve partiklller, poli(AMPS) anyonik ligandina sahip
iyon degisim kromatografisi (lon Exchange Chromatography) kolon materyaline
dénlstaraimUstir. Sentezlenen partikiller FTIR, Taramal Elektron Mikroskobu, BET
ylzey alani ve gbzeneklilik élcim cihazi ile karakterize edilmistir. Ayni partikiller
laboratuvarimizda daha 6énce yuratilen bir bagka tez ¢alismasinda anyon degdisim
kromatografisi icin kolon materyali gelistiriimesi amaci ile ¢ikis materyali olarak
kullanilmistir. Onceki calismada ilgili partikiiller ile ilgili karakterizasyon yapilmis
oldugundan asagida partikll 6zellikleri ana hatlari ile 6zetlenmistir. GMA-EDM bazli
partikillerin katyon degisim kromatografisi modundaki davranigi ise, gradyent siresi,
mobil faz pH degeri ve akis hizi degistirilerek ayrintili olarak incelenmis ve bu
degisimlerin kolon ayirma yetenegdine etkisi incelenmigtir.

4.1. Poli(GMA-EGD) Partikiillerin Hidrolizi

Monodispers ve gbzenekli formda sentezlenen poli(GMA-EDM) partiklller asidik
hidroliz sonrasi poli(DHPM-EDM) formuna dénlstirilmektedir. Bu partikillerin asit
katalizli hidroliz mekanizmasi Sekil 4.1’de verilmektedir (Petro et al, 1997). Buna gére
GMA’nin yapisinda bulunan epoksi halkasi silfiirik asit ortaminda acgilarak —OH
fonksiyonel gruplu formu olusturmaktadir. Poli(GMA-EDM) partikdllerin hidrolizi ile
poli(DHPM-EDM) formunun olusumu her iki partikile ait FTIR spektrumlarinin
karsilastiriimasi ile incelenmistir. Bu karsilastirmada poli(DHPM-EDM) partikillerine
ait FTIR spektrumunda —OH bandinin bagil siddetinde, poli(GMA-EDM) partikillerine
kiyasla bariz bir artis gbzlenmistir. Poli(GMA-EDM) partiklllere ait FTIR
spektrumunda —OH bandinin gézlenmesi ise repolimerizasyon basamaginda
GMA’nin kismi hidrolizinden kaynaklanmaktadir. Ancak repolimerizasyon sonrasi
asidik hidroliz, ilgili bant siddetinde net bir artisa neden olmustur.
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Sekil 4.1. Poli(DHPM-EDM) partikdllerin hidroliz reaksiyonu
4.2. Partikll Karakterizasyonu

Fiziksel karakterizasyon calismalarinin ilk béliminde poli(DHPM-EDM) partikdllerin
taramall elektron mikroskobu ile boy dagilimi ve ylzey morfolojisi incelenmisgtir.
Partiktllerin taramal elektron mikrografi Sekil 4.2°de verilmektedir. Bu mikrograf
temelinde ortalama partikdl boyu 6.2 um, boy dagihmi degisim katsayisi ise % 4.3
olarak bulunmustur. Partikillerin ylzey morfolojisinin incelenmesi amaciyla yine
taramall elektron mikroskobu kullaniimigtir. Partikll ylzeyini detayh olarak gdsteren
mikrograf ise $ekil 4.3'de sunulmaktadir. Bu gorinti temelinde partikil ylzeyinin
stingerimsi gbzenek yapisina sahip oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.2. Poli(DHPM-EDM) partikallerin boy dagihmini gésteren taramali elektron
mikrografi, Blyutme:1200X.
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Sekil 4.3. Poli(DHPM-EDM) partikillerin ylzey morfolojisini gbsteren taramal elektron
mikrografi, Buyatme: 4000X.

Poli(DHPM-EDM) partikillerin ortalama gbzenek boyutu ve boy dagiliminin
belirlenmesi amaciyla BET yontemi kullaniimistir (Tuncel A. ; Akman A. ,Synthesis Of
Polar Monodisperse Particles And Their Use As Support Material,2005). Bu analiz
yardimiyla ortalama gbézenek boyutu 33.3 nm, gbzenek hacmi 0.18 ml/g ve 6zgul
ylzey alanr'da 21.1 m?g olarak belirlenmistir.

4.3. Poli(DHPM-EDM) partikillere vinil grubu takiimasi

Poli(DHPM-EDM) formundaki partikillere 3-trimetoksisililpropilmetakrilat, TMSPM
kullanilarak vinil grubu takilmistir. Bu reaksiyon mekanizmasi S$ekil 4.4’de
verilmektedir. Buna gére DHPM yapisinda bulunan —OH gruplari, sekil 4.4’de yapisi
verilen TMSPM'nin trimetoksisilil grubu ile reaksiyona girerek vinillenmis partikilleri
olusturmaktadir (Sekil 4.5). Bu reaksiyonunda TMSPM icin baglanma verimi
gravimetrik yontemle % 8.5 olarak tayin edilmigtir.
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Sekil 4.5. Poli (DHPM-EDM) partiklllere vinil grubu takilmasi

Poli(DHPM-co-EDM) partikillere TMSPM baglanmasi FTIR ile de incelenmistir. FTIR
spektrumunda yer alan ve 1637 cm™ dalga boyunda vinil grubu icin gdzlenen bant,
partiktllere TMSPM baglandiginin kanitidir.

4.4.Sulfopropil Gruplu Monomerlerin Vinil Gruplu Partikiillere Graft Edilmesi

Vinil gruplu poli(DHPM-EDM) partikiller varliginda AMPS’nin ¢dzelti polimerizasyonu
ile bu monomer partikll ylzeyine graft edilmistir. Secilen AMPS monomerinin yapisi
ve bunun partikil ylzeyine graft edilmesi ile olusan polimerik ligandli yapi sirasiyla
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Sekil 4.6- 4.7°de verilmektedir. AMPS icin graftlama verimi ise gravimetrik yéntemle %

18.3 olarak belirlenmistir. Kargilastirma amaciyla vinillenmemis poli(DHPM-EDM)

partikUller varliginda her iki monomerin ¢ozelti polimerizasyonu yapilmig fakat bu

polimerizasyonlarda partikil yapisina monomer graft edilememistir.

Bu sonug

monomer graftlanmasi igleminin DHPM bazl partikillerdeki vinil gruplari Gzerinden

yUradagana géstermigtir.

CH=CH,
6=
\H
CHs—é— CHjs
oH
O=S| =0
o

Sekil 4.6. 2- Akrilamido-2 metil-1-propansulonik asit (AMPS) monomerinin yapisi
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Sekil 4.7. Vinillenmis poli(DHPM-EDM) partikillerine AMPS graft edilmesi sonucu
olusan polimerik ligandli form.

4.5. Partikiillerin Kromatografik Analizi
4.5.1. pH Degisiminin Kromatografik Performansa Etkisi

Kromatografik ¢alismalarin bu kisminda, sentezlenen partikillerin, farkli pH’a sahip
mobil fazlar varlidinda ayirma performanslari incelenmistir. Akis hizi ve gradiyent
stresi sabit tutularak mobil fazin pH’I degistirilmistir. Analit olarak kullanilan 4
bilesen’li protein karigsiminin kolon c¢ikisinda izlenmesi UV detektér kullanilarak 280
nm dalga boyunda yapilmistir. pH etkisi incelenirken kromatografik analizlerde her bir
kolon icin en uygun gradyent kosullari (akis hizi ve gradyent sdresi) kullaniimistir.
Poli(AMPS) bagl kolon i¢in mobil faz akis hizi, 1.5 ml/dak, gradyent siresi ise 20 dak
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olarak belirlenmistir. Bu deneylerde mobil faz ile ayni pH degerine sahip 1M NaCl
cOzeltisi ile gradyent olusturulmustur.

Polimerik liganda sahip poli(AMPS) partikillerle hazirlanan kolonlar ile elde edilen sivi
kromatogramlari Sekil 4.8'de gdrilmektedir. Sekil 4.8 incelendiginde kolonun 6zellikle
pH 7 ve 8 degerlerinde iyi bir ayirma yapabildigi gértilmektedir. Cizelge 3.2°’den
gorilecegi Uzere analizde kullanilan proteinlerin pl degerleri 7.2-10.5 araliginda
bulunmaktadir. pH 5 ve 6 degerlerinde kullanilan proteinlerin iyonize formda
olmalarindan 6t0r(, mobil fazda ylksek c¢6zindrlige sahip olmasi ayriimalarini
zorlastirmaktadir. pH 7 ve 8 degerlerinde ise izolektrik nokta blyuklik sirasina gére
proteinler kolondan ayrilmakta ve basarili bir kromatografik ayrim saglanabilmektedir.

pH 2.0 6.0 7.0 8.0

LU _r WLV,

0 5 0 15 II 0 5 10 15 ] 5 10 % 5 10 %
tutunma zamaniidald

97t

Sekil 4.8 Poli(AMPS) bazli partikillerle doldurulmus kolon ile farkh pH degerlerinde
elde edilen kromatogramlar, Kosullar: Kolon 100 x 4.6 mm, Akis Hizi: 1.5 mL/dak
Gradiyent slresi: 20 dakika, UV detektér: 280 nm, Ellsyon Sirasi: (1) Miyoglobin, (2)
Ribonulkleaz A, (3) Sitokrom C, (4) Lizozim

46



Kolonda pH degerinin artisi ile analiz stresinin azaldigr gérilmektedir. Sekil 4.8 de
verilen sivi kromatogramlardan hesaplanan c¢6zinlrlik degerleri Cizelge 4.1’de
verilmistir.  Pikler arasindaki ayrilmayr simgeleyen ¢6zUnurlik degerlerine
bakildiginda, poli(AMPS) bazl kolonun ¢ézinurlik degerleri butin pH degerlerinde
ayrilma sinirt olan R > 1 kosulunu saglamaktadir. iyon degisim kromatografisinin
temeli proteinler ve iyon degistirici dolgu materyali arasindaki elektrostatik
etkilesimlere dayanir. Proteinlerin net yUki ve yik yodunlugu, ¢evreleyen ¢ozeltilerin
pH degeri ile degistigi icin ¢6zUnUrlik ve tutunma sureleri, tampon c¢bézelti ve tuz
¢Ozeltilerinin bilesimi  gibi  kuvvetli bicimde pHa baghdir. Kolon igin en iyi
kromatografik ayirmin 8.0’ de oldugu Sekil 4.8 ve Cizelge 4.1’den gérilmektedir.

Cizelge 4.1. Poli(AMPS) partikdlleri ile hazirlanan kolonlar ile farkli pH larda elde

edilmis sivi kromatogramlarina ait ¢ézantrlik degerleri.

pH ile Degisim
Cozunirliak
R21 R32 R43
pH5 17,6 1,05 2,55
pH 6 11,65 1,4 3,93
pH7 9,57 2,9 3,35
pH 8 10,4 3,16 2,93

Sekil 4.9'da poli(AMPS), bagl kolon i¢in, mobil fazdaki pH degisiminin teorik tabaka
ylksekligine (TTY) etkisi verilmektedir. Bu analizde analit olarak Miyoglobin
kullaniimigtir. Bilindigi Gzere TTY kolonun ayirma verimini gésteren bir parametredir.
Bu degerin dusik olmasi kolonunun ayirma yeteneginin daha iyi oldugunu
gbstermektedir. Sekilden de goérilecedi gibi pH artisi ile TTY bariz bir azalma
gbstermektedir. Bu davranig pH’8 de kolonun daha iyi bir ayirma yetenedine sahip

oldugunu net olarak gdsteren bir sayisal kriterdir.

47



240

- =
220 | P
L _./”-.——
200 - ---2
[ = _e_ - &
180 | o///*.’ ////’
-.//// ////
m — //
< te0fe 2 A |
:8 -//// /v
T 140 | v —
= - —
< 120 | —
R v/v m pH5
100 |y v — ® pHE6
I — pH 7
v v H8
g0 L v P
1 l 1 l 1 l 1 l
0 5 10 15 20

Lineer Akis Hizi, cm/dak

Sekil 4.9. AMPS ligandina sahip partiklller ile doldurulmus kolonun farkli mobil faz pH
degerlerinde teorik tabaka yutksekliginin akis hizi ile degisimi, Kromatografik kosullar:
Kolon: 100 x 4.6 mm, UV detektdr: 280 nm. Analit: Miyoglobin.

4.5.2. Gradyent Zamaninin Kromatografik Performansa Etkisi

Gradyent stresinin kolonlarin ayirma performanslarina etkisini incelemek amaciyla
sabit pH ve akis hizinda gradyent siresi degistirilerek bir seri analiz yapiimigtir. Bu
deneylerde pH ve akis hizi 8 ve 1.5 ml/dak, degerinde tutulmustur. Bu degerler her bir
kolon icin ayirmanin en iyi yapilabildigi en uygun kosullardir. Bu deneylerde mobil faz

ile ayni pH degerine sahip 1 M NaCl ¢ézeltisi ile gradyent olusturulmustur.

Gradyent egimi iyon degisim kromatografisindeki énemli parametrelerden biridir.
Bunun sebebi kolon uzunlugu ya da akis hizi degerleri degistiriimeden uygun bir
gradyent egimi ile ayirmanin optimize edilebilmesidir. Fakat gradyent egimi pik
genigligi ve pozisyonunu énemli 6lcide etkiledigi icin gradyent egimi degdisimi ile

¢6zUnUrlik arasindaki iliskiyi tespit etmek kolay degildir. Genel anlamda gradyent
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ediminin azalmasiyla ¢6zunUrlik iyilestirilebilir. Ancak gradyent egdimi degerinin
azalmasi ayirma zamanin artmasina ve pik siddetinin dismesine yol acar. Sekildeki

gradyent degerlerinden en iyi ¢c6zunarlik dederi 20 dakikada elde edilmigtir.

Analizlerde yine 100x4.6 mm ’lik paslanmaz ¢elik kolon kullaniimis ve UV detektor
280 nm’de cahsiimigtir. Poli(AMPS) igin farkli gradyent slrelerinde elde edilen
kromatogramlar Sekil 4.10’da verilmistir. Sekil 4.10’daki kromatogramlardan

hesaplanan ¢6zinUrlik degerleri ise Cizelge 4.2°de verilmistir.

gr(a;r;i;,:jent slresi 5 10 20 30

FLJU LbU *LUUU UU

o2 4 6 & 100 25 50 75 10 125 0 ] 10 14 0 T R |

tutunma zamani {(dak)

Sekil 4.10. Poli(AMPS) bagl partikiillerle doldurulmus kolonun farkli gradyent siirelerinde
elde edilen s1v1 kromatogramlari, Kromatografik kosullar: Kolon 100 x 4.6 mm, Mobil faz: pH
8, Akis Hiz1 1.5 ml/dak, UV detektor: 280 nm, Eliisyon Siras1 (1) Miyoglobin, (2)Riboniikleaz
A, (3)Sitokrom C, (4) Lizozim
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Cizelge 4.2. Poli(AMPS) bagh partikdller ile hazirlanan kolonlar ile farkli gradyent

sUrelerinde elde edilmis sivi kromatogramlarina ait ¢ézinurlik degerleri.

Gradiyent Siiresi (dak) Cozunirluk Degerleri
R(2/1) R(3/2) R(4/3)
S 9.83 1.64 2.44
10 9.87 2.3 2.83
20 10.4 3.16 2.93
30 9.1 3.42 3.2

4.5.3. Mobil faz akis hizinin kromatografik performansa etkisi

Mobil faz akis hizinin kolonlarin ayirma performanslarina etkisini incelemek amaciyla
sabit pH ve gradiyent slresinde mobil faz akis hizi degistirilerek bir seri analiz
yapilmistir. Bu deneylerde mobil faz pH degeri ve gradyent slresi 8 ve 20 dakika
degerlerinde tutulmustur. Bu degerlerin secilmesinin nedeni bir énceki bdlimde
cbzlndrlik ve TTY degerlerinin bu kosullarda her bir kolon i¢cin maksimum
degerlerinde olmasidir. Analizlerde yine 100x4.6 mm’lik paslanmaz c¢elik kolonlar
kullaniimistir ve UV detektér ile 280 nm’de ¢alisiimistir. Poli(AMPS) kolonu igin farkli
akis hizlarinda elde edilen kromatogramlar Sekil  4.11’da  verilmigtir.

Kromatogramlardan hesaplanan ¢6zunurlik degerleri ise Cizelge 4.3’te verilmigtir.
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Sekil 4.11. Poli(AMPS) bagh partikiillerle doldurulmus kolonlarin farkli mobil faz akis

hizlarinda elde edilen proteinlere ait s1vi kromatogramlari, Kromatografik kosullar: Kolon 100
x 4.6 mm, Mobil faz: pH 8, Gradiyent Zamani: 20 dak, UV detektor: 280 nm, Eliisyon Sirast:
(1) Miyoglobin, (2)Riboniikleaz A, (3)Sitokrom C, (4) Lizozim

Cizelge 4.3. Poli(AMPS)

bagl partikiller ile hazirlanan kolonlar kullanilarak farkl

mobil faz akis hizlarinda elde edilmis sivi kromatogramlarinin ¢éztnUrlik degerleri.

Akis Hizi(ml/dak) Cozunirluk Degerleri

R(2/1) R(3/2) R(4/3)
0.5 12.2 1.9 2.9
0.75 12.0 2.6 2.9
1.0 11.6 3.0 3.0
1.5 10.4 3.2 2.9
2.0 9.2 3.3 3.1
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Elde edilen ¢dézUnarlik degerlerinden poli(AMPS) bagh partikilleri igeren kolonlar igin
en uygun mobil faz akis hizi degerinin 1.5 ml/dak oldugu gértlmektedir. Poli(AMPS)
kolonda artan akis hizi ile ¢ézinurlik degerlerinde belirgin bir artis sézkonusudur. Bu
durum akis hizinin artmasiyla sivi filmi icin kitle aktarim direncinin azalmasi ile

aciklanabilir.

4.5.4. Proteinlerin geri kazanimi

Kromatografik ¢alismalarin bu kisminda sentezlenen poli(AMPS) bagli partikillerle
hazirlanan kolonlardan analit olarak kullanilan proteinlerin geri kazanimi incelenmistir.
Uygulanan testlerde mobil faz olarak her kolon i¢in optimum pH degeri ve gradyent
sUresinde caligilarak akis hizi sabit tutulmustur. Elde edilen geri kazanim ylzdeleri ve
kolon kosullari Cizelge 4.4’de verilmektedir. Analitin geri kazanimi iyon degisim
kromatografisi kolonlarinin strekli ve saghkl c¢alismasi i¢cin 6n kosuldur. Normal
gradyent kosullarinda kolonun igerisinde analitin bir kisminin kalmasi ile artan
enjeksiyon sayisi ile kolon basinci ylUkselir ve bir noktada kolonun iginde analit
birikimi ile kolon tikanarak kullanilamaz hale gelir. Bu nedenle ¢alismada kullanilan
protein tard analitler icin kantitatif geri kazanimin normal gradyent kosullarinda eldesi
elzemdir. Cizelge 4.5’e bakildiginda tim proteinler igin bu kosulun saglandigi

gbrulmektedir.

Cizelge 4.4. Poli(AMPS) bagli kolonlda analit geri kazanim degerleri.

Protein Geri Kazanim Kolon Kosullar
orani (%)

Miyoglobin 97

Mobil Faz: pH 8 HEPES 1M NacCl
RibonUkleaz A 110 .

5 mg/ml protein derigimi
Sitokrom C 101

Akis Hizi:1ml/dak
Lizozim 105
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Yukarida analizi yapilan proteinlerin  ellsyon sonrasi geri kazanimlari
gosterilmektedir. Calismamizda 4 proteine ait geri kazanimin ¢ok iyi oldugu
g6rilmektedir. Bu durum gelistirilen kolon materyali ile proteinlerin kalici bir etkilesime
girmedigini ve bu nedenle tikanma problemi olmaksizin uzun sireli kromatografik
kullanima uygun oldugunu gdstermektedir. Kato et al. (1985) protein geri kazanimini
etkileyen gradyent egimi, akis hizi, pH, protein tirl gibi faktérleri arastirmistir.
Kato’nun calismasinda akis hizinin geri kazanima nadiren etki yaptigi, gradyent
egiminin artmasiyla kictk oranda bir geri kazanim artigl olacagi bulunmustur. Protein
geri kazanimini etkileyen en énemli fakt6r proteinlerin pl ve pH degerleri arasindaki
iliskidir. Calismalarda asidik ve noétr proteinlerin ayrilmasinda kullanilacak katyon
degistirici kolonlarin dusik pH’larda galismasinin uygun olmadidi vurgulanmistir.
DisUk protein geri kazanimin sebebi protein yapisindaki degisimden
kaynaklanmaktadir. Buna ek olarak kullanilan tuz ¢ézeltisine bagl olarak da geri
kazanim degistirilebilir. Ayni zamanda sicakliga bagh olarak da geri kazanim

degerlerinde iyilestirme yapilabilir.
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4.5.5. Akis Hizi - Geri Basing iligkisi
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Sekil 4.12. Kolon Akis Hizi Geri Basing ilikisi

Sentezlenen partikillere ait geri basing-akis hizi iliskisi ise Sekil 4.12’de verilmigtir.
Goralduga gibi kolon geri basing degeri akis hizi ile lineer bir degisim gbstermektedir.
Bu davranis geligtirilen kolon materyalinin 0.1-2.0 mL/dak akis hizi arahiginda HPLC

basing limitleri ile ilgili problem olmaksizin kullanilabilecegini ortaya koymaktadir.
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5. SONUCLAR

Yapilan calismada &ncelikle GMA-EDM bazli monodispers ve gbézenekli formda
polimerik partikiller sentezlenmis ve partiklller, poli(AMPS) (akril amido metil propan
sulfonik asit) anyonik ligandlarina sahip iyon degdisim kromatografisi (lon Exchange
Chromatography) kolon materyaline déntsttraimustar.

Partikllerin ortalama boy ve boy dagihm 6zellikleri taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile belirlenmistir. Alinan SEM mikrograflari temelinde ortalama partiklll boyu
6.2 um, degisim katsayisi (CV) ise % 4,3 olarak hesaplanmistir.

Poli(DHPM-EDM) partikillerin ortalama gbzenek boyutu ve boy dagiliminin
belirlenmesi amaciyla BET ydntemi kullaniimistir. Bu analiz yardimiyla ortalama
gdzenek boyutu 33.3nm, gdzenek hacmi 0.18 mL/g ve dzgill ylizey alanr'da 21.1 m%g

olarak belirlenmisgtir.

Anyonik polimerik liganda sahip poli(AMPS) partiklllerle hazirlanan iyon degisim
kromatografik kolonu ile farkh mobil faz pH degerlerinde elde edilen sivi
kromatogramlar incelendiginde proteinlerin 6zellikle pH 7 ve pH 8 degerlerinde
literatlr ve ticari kolonlarla yapilan analizlere gére oldukga basarili bir sekilde ayirdigi
gbrulmektedir.

TTY degerleri farkli pH degerlerinde incelendiginde artan pH degerleri ile TTY
degerlerin distigd ve bu degerlerin literatirdeki degerlerin altinda oldugu yani
kromatografik performansinin daha ylksek oldugu belirlenmistir.

Poli(AMPS) bagl kolonun tim gradyent edimlerinde proteinleri basari ile ayirabildigi

belirlenmisgtir.

Poli(AMPS) kolonda artan akis hizi ile analiz stresinde belirgin bir kisalma olmustur.
Bunun yaninda c¢6zinirlik degerlerinde belirgin bir degisiklik ya da bir kayip
olmamistir. Poli(AMPS) bagll kolonda analiz siresi ve c¢6zindrlik degerleri
incelendiginde 1.50 ml/dak akis hizi optimum deger olarak belirlenmisgtir.

Kolonun tim kosullarda protein geri kazanim degerleri kantitatif degerlerdedir.
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7. EK ACIKLAMALAR : Protein Geri Kazaniminin Hesaplanmasi

Protein geri kazanimi degerinin bulunmasi igin analit, kolonlu ve kolonsuz olmak
Uzere sisteme enjekte edilir. Dedektérden elde edilen piklerin altinda kalan alan
kolonlu ve kolonsuz sistem igin hesaplanir. Geri kazanim yuzdesinin matematiksel

olarak ifadesi su sekildedir;

Kolonlu sistemde elde edilen analit pikinin altinda kalan alan x 100

Kolonsuz sistemde elde edilen analit pikinin altinda kalan alan

Kolona ayri ayri enjekte edilen her bir protein igin kolonlu ve kolonsuz sekilde
kromatogramlar elde edilmis ve bu farkh piklerin altinda kalan alanin hesaplanarak

birbirine oranlanmasiyla cizelge 4.4. ‘deki degerler elde edilmistir.
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