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I[YON DEGIiSIM KROMATOGRAFIiSI IGIN REAKTIF MONODISPERS
MAKROGOZENEKLI SABIT FAZLARIN SENTEZi VE KROMATOGRAFIK
PERFORMANSLARI

Didem Kokden
0z
Tez calismasinda iyon degisim kromatografisi (IEC) i¢cin monodispers polimerik

partikil bazli, fonksiyonel gruplu yeni kolon materyalinin gelistirimesi ve

kromatografik performanslarinin incelenmesi amaglanmistir.

Bu amaca yonelik olarak 3-kloro-2-hidroksipropilmetakrilat-etilendimetakrilat
(HPMA-CIl-co-EGDMA) bazli gézenekli monodispers partikil formunda yeni sabit
fazlar elde edilmigtir. Bu amagla segilen polar 3-kloro-2-hidroksipropilmetakrilat
(HPMA-CI), etil benzen (EB) gapraz baglayici olarak kullanilarak “cok basamakh
mikrosuspansiyon polimerizasyonu” yontemi ile monodispers gdzenekli partikdl
formuna doénudstlrilmus ve yuzey fonksiyonel hale getirilmistir. Partikil yuzeyi
trietilamin (TEA) ile fonksiyonellestiriimis ve kuvvetli anyon degistirici kolon dolgu
maddesi elde edilmisti. Bu kapsamda sentezlenen yuzeyi TEA le
fonksiyonellestiriimis olan poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) monodispers gdzenekli
partikuller IEC sisteminde kolon materyali olarak denenmistir. Elde edilen sonuglar
sentezlenen materyal ile florur, klorar, bromur, nitrit ve nitrat karigiminin verimli bir

bicimde analizinin yapilabilecegini gostermistir.

Cok basamakli mikrosuspansiyon yontemi ile elde edilen kolon dolgu maddesi ile
uygun akis kosullarini saglayabilecek anyon degisim kolon turanun eldesi

saglanmistir.

Anahtar Kelimeler: IEC kolonu, makrog6zenekli reaktif partikiller, kolon dolgu
maddesi, HPMA-Cl-co-EGDMA, trietilamin
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THE SYNTHESIS AND CHROMATOGRAPHIC CHARACTERIZATION OF
REACTIVE AND MACROPOROUS PACKING MATERIAL FOR ION EXCHANGE
CHROMATOGRAPHY

Didem Kokden
ABSTRACT

In this thesis, production of coloumn material for lon Exchange Chromatography
(IEC) based on functional, monodisperse polymeric particules and investigate their

chromatographic performance were aimed.

For this purpose new macroporous monodisperse particules coloumn materials
based on 3-chloro-2-hydroxipropylmethacrylate-ethylenedimetacrylate (HPMA-CI-
co-EGDMA) were obtained. 3-chloro-2-hydroxipropylmethacrylate (HPMA-CI) was
transformed to porous monodisperse particul form by using,ethyl benzene as
cross linking agent via microsuspansion polymerization technic. Then the particul
surface was functionalized by triethyleamine(TEA) so strong anion exchange for

IEC packing material was obtained.

Macroporous monodisperse particules 3-kloro-2-hidroksipropilmetakrilat-
etilendimetakrilat (HPMA-CI-co-EGDMA) whose surface was functionalized by
triethyleamine (TEA) was used in IEC system as a coloumn packing material. The
results showed that coloumn packing material was successfull to separate anion

mixture of floride, chloride, bromide, nitrate and nitrite.

By using, macroporous monodisperse particules 3-kloro-2-hidroksipropilmetakrilat-
etilendimetakrilat (HPMA-CI-co-EGDMA) whose surface was functionalized by
triethyleamine (TEA), as a coloumn packing material, anion exchange coloumn for

IEC system was obtained.

Keywords: |IEC coloumn, macroporous monodisperse particules, coloumn
packing material, 3-kloro-2-hidroksipropilmetakrilat-etilendimetakrilat (HPMA-CI-
co-EGDMA), triethylamine
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZziNi

AE : Aminoetil

AIBN : 2-2’- azobisizobutironitril

BET : Branauer-Emmet Teller

BPO : benzoilperoksit

CS, CE : Analit ve mobil faz iyon derisimi
CLSM : Konfokal lazer taramali mikroskop
CM : Karboksimetil

CVv : degisim katsayisi

DEAE : Dietilaminoetil

DMAA : dimetilalilamin

DMAP : dimetilaminopropen

DMEA : dimetiletilamin

Dn : ortalama partikul capi

ECD : Elektron Yakalama Detektorleri
ECD : Elektrik iletkenlik Detektorleri
EDM . etilenglikoldimetakrilat

EGC-II : Sodium carbonate/electrolytic
Et-OH : etil alkol

FID : Alev iyonizasyon Detektorleri

Gs : Mobil faz iletkenligi



Ge

. Elusyon iletkenligi

GC : Gaz Kromatografisi

GMA : glisidmetakrilat

GPC : Jel Gegirgenlik Kromatografisi

H : teorik tabaka yUksekligi

HPLC :Yuksek Performanslh Sivi Kromatografisi

HPMA-CI-EGDMA

: 3-kloro-2-hidroksipropilmetakrilat-etilendimetakrilat

Is : analitin mobil fazdaki iyonlasma derecesi
IEC : lyon Degisim Kromatografisi

k : allkonma faktori

K - iletkenlik hucre sabiti

KA,E siyon degisim segciciligi katsayisi
KSS : potasyum stirensulfonat

LC : Sivi Kromatografisi

Mn : sayica ortalama mol agirhigi
Mpa : Megapaskal

N : teorik tabaka sayisi

NPC : Normal Faz Kromatografisi
QAE : Kuaterneraminoetil

PID : Foto iyonizasyon Detektorleri
ppm : milyonda bir

poli(GMA-EGDMA) :

poli(S-DVB)

poliglisid metakrilat-etilen dimetakrilat

: poli(stiren-divinilbenzen)



PS : polistiren

PS/PMAc . polistiren-polimetakrilik asit
PS/PHEMA . polisitiren-polihidroksietilmetakrilat
PS/PAAc . polisitiren-poliakrilik asit

Psi - Ib/ing?

PVA : polivinilalkol

PVP : polivinilprolidon

R : pik ¢ozunurlagu

RPC :Ters Faz Kromatografisi

RSD : Bagil Standart Sapma

S- : Analit anyonu

SDS : sodyumdodesilstilfat

SEC : BayUklikge Ayirma Kromatografisi
SEM :Taramali Elektron Mikroskopu
SMA : stiren-maleikanhidrit

SP : Sulfopropil

to : referans (void-marker) ile elde edilen alikonma suresi
tr : herhangi bir bilesenin alikonma suresi
TCD : Termal iletkenlik Detektérleri

TEA > Trietilamin

THF : tetrahidrofuran

W . pik taban genigligi

VBC : vinil benzil kolorur



VPA : vinilfosfonik asit

ML : mikrolitre

NS : mikrosiemens

AG : Elusyon esnasindaki iletkenlik degisimi
As- -Analit iyonu iletkenligi
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1. GIRIS

lyon degisim kromatografisi (IEC), sivi fazdaki analit iyonlarinin kolon dolgu
maddesindeki fonksiyonel gruplara olan ilgilerine gore kolondan farklh surelerde

¢ikmasi prensibine dayanan bir yontemdir.

lyon degisim kromatografisinde son yillarda &zellikle polimerik kolon dolgu
maddelerine yonelik galismalar yogunlasmigtir. Bu dolgu maddelerinin kuresel
gozenekli monodispers formda sentezlenebilmesi, polimerik partikullerin farkli
gruplar  ile kolaylikla fonksiyonellesebilmesi, genis pH araliginda yapisal
kararhliga sahip olmasi IEC kolon materyali olarak polimer bazl yapilarin tercih

edilme nedenleri arasinda sayilabilir.

Bu nedenlerle tez c¢alismasi iyon degisim kromatografisi igin monodispers
polimerik partikul bazli ve fonksiyonel gruplu yeni kolon materyalinin gelistiriimesi

amacina yonelik tasarlanmistir.

lyon degisim kromatografisi uygulamalarina yénelik olarak poli(glisidil metakrilat)
poli(GMA) cikis lateksi olarak kullaniimak suretiyle poli(2-kloro-3-hidroksipropil
metakrilat-etilen glikol dimetakrilat), poli(HPMA-CIl-co-EGDMA) bazli gbézenekli
monodispers partikll formunda yeni sabit fazlar elde edilmistir. Bu amacla segilen
polar monomer, HPMA-CI, etil benzen gbézenek yapici olarak kullanilarak “cok
basamakli mikrosuspansiyon polimerizasyonu” yontemi ile monodispers gozenekli
partikil formuna donusturiimis ve partikil yuzeyi TEA (trietilamin) ile
fonksiyonellestiriimis ve kuvvetli anyon degistirici kolon dolgu maddesi elde
edilmistir. Bu kapsamda sentezlenen ylzeyi TEA ile fonksiyonellestiriimis olan
poli(HPMA-CI-co-EGDMA) monodispers gozenekli partikuller IEC sisteminde kolon
materyali olarak denenmigtir. Elde edilen sonuglar sentezlenen materyal ile

anyonlarin etkili bir bicimde analizinin yapilabilecegini gostermistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Dispersiyon Polimerizasyonu

Mikrometre boyutunda monodispers polimerik partiktllerin Gretimi i¢in kullanilan
dispersiyon polimerizasyonu, monomerin organik bir dagitma ortami iginde
¢6zlnmesi ile yarutilen bir polimerizasyon ydontemidir. (Corner, 1981; Almog and
Levy, 1980; Cawsw et al., 1997). Bu polimerizasyon yontemi ile 1-10 pm
araliginda monodispers polimerik partiktller elde edilmektedir. Bu yontemde
kullanilan baslatici, monomer faz iginde ¢6zunebilme 06zelligine sahiptir.
Baslangicta tek fazli olan polimerizasyon sistemi, kati partikillerin olusumu ile
birlikte polimer ve dagitma ortami iceren 2 fazl yapiya ulasmaktadir. Ginimuze
kadar degisik baglaticilar ve monomer ve dagitma sistemleri kullanilarak
dispersiyon polimerizasyonu uygulamalari yapiimistir. Bu calismalar asagidaki
faktorlerin partikal boy ve boy dagilimi, molekdl agirligi ve monomer dénisumu

uzerinde etkili oldugunu gostermigtir.

a. Baglatici turu ve derigimi

b. Dagitma ortami tara ve derisimi
C. Stabilizor tard ve derisimi

d. Monomer/dagitma ortami orani
e. Polimerizasyon sicakligi

f. Karistirma hizi ve tura

Dispersiyon polimerizasyonunda kullanilan basglaticilar monomer fazinda
¢ozunebilmektedir. Polimerizasyon sisteminde baslatici miktarinin arttirilmasi ile
elde edilen partikullerin boy dagiliminda bir genisleme ve reaksiyon hizinda artig
oldugu saptanmistir (Ober and Hair, 1987). Baslatici derigsiminin arttiriimasi ile
polimerizasyon hizinda olusan artis daha fazla serbest baslatici radikalinin
olusmasiyla acgiklanmaktadir. (Ober and Hair, 1987; Tuncel at al., 1993). Elde
edilen polimerin molekul agirliginda ise artan baglatici miktari ile belirgin bir

azalma gozlenmigtir. Molekul agirligindaki bu azalma daha fazla serbest radikalin



olugsmasi ile polimerizasyonun ¢ok merkezli olarak baglamasi ve ortalama zincir
uzunlugunun kisalmasi ile agiklanmaktadir. (Ober and Hair, 1987, Tuncel at
al.,1993)

Dispersiyon polimerizasyonunda ortalama boy ve boy dagilimini etkileyen bir diger
onemli parametre dagitma ortami tarG ve bilesimidir.  Dispersiyon
polimerizasyonunda temel amag¢ mumkun oldugunca dar bir boy dagilimina sahip
partikullerin sentezlenmesidir. Kullanilan dagitma ortaminin polaritesi ve dagitma
ortamindaki monomer ¢6zunurligu sonug partikillerin boyutunu ve boy dagilimini
dnemli dlclide etkiler. ideal olarak segcilen bir sistemde monomer ¢dzinGrlGguniin
yuksek, olusan polimer ¢dzinurligunidn ise dusuk olmasi istenir (Paine et al.,
1990; Cawse, 1997). Artan monomer/dagitma ortami hacimsel orani ile ortalama
partikil boyutu genelde artis goOsterir. Ancak bu oranin asiri artigi ile sonug
partikillerde 6nemli oranda boy dagihmi meydana gelmektedir. (Lok and Ober,
1985)

Dispersiyon polimerizasyonu yonteminde dagitma ortaminda ¢6zunebilen ve
genellikle polimerik yapida olan stabilizorler kullaniimaktadir. Yapilan ¢alismalarda
stabilizér derisiminin arttiriimasi ile elde edilen polimerik partikillerin boylarinin

azaldigi gézlenmigtir. (Paine at al., 1990; Cawse 1997)

Sicakligin etkisini arastirmak igin yapilan galismalarda 55-80 °C araliginda artan
polimerizasyon sicakhgi ile ortalama partikil boyutu ve boy dagihminda artis
oldugu gézlenmistir. Artan sicaklik ile polimerin molekldl agirhdinda 6nemli bir

azalmanin oldugu saptanmigtir. (Ober and Hair, 1985)

Dispersiyon polimerizasyonu sistemlerinde genelde dusuk karigtirma hizlan ile
calisiimaktadir. Ozellikle monodispers partikiillerin eldesine yénelik calismalarda
karistirma hizi, polimerizasyon ortaminda homojen bir 1si1 transfer rejimi elde
edilebilecek duzeyde tutulmaktadir. Yuksek karistirma hizlarinda olusabilecek
siddetli kayma gerilimi partikillerde monodispers 06zelligin bozulmasina ve boy

dagihiminin olugsmasina neden olmaktadir.

2.2. Fonksiyonel Gruplu Monodispers Partikiil Sentezi



Monodispers polimerik partikillerin yizeyinde fonksiyonel gruplarin varhdi,
partikullerin  turevlendirilmesini  gerektiren uygulamalarda 06rnegin ligand
baglanmasi veya biyolojik molekullerin immobilizasyonu igin gereklidir. Genel
olarak inert polimerik yuzeyleri tirevlendirmek zordur. Literatirde monodispers ve
fonksiyonel polimerik partikillerin sentezi ile ilgili cesitli kopolimerizasyon

yontemleri bulunmaktadir.

Bu partikuller genellikle stiren gibi hidrofobik bir monomer ile fonksiyonel grup
iceren polar bir komonomerin kopolimerizasyonu ile elde edilmektedir. Bu tip
kopolimerizasyonlarda genellikle akrilat bazlh  fonksiyonel komonomerler
kullanilmaktadir. Karboksil, hidroksil, amin, amid, aldehit veya klorometil
fonksiyonel gruplari sonu¢ urinin monodispersitesi korunarak polimerik kurelerin
yuzeyine baglanabilmektedir. ( Tseng et al., 1986; Okuba et al., 1989; Smigol et
al., 1992; Smigol et al., 1993; Okuba ve Takahashi, 1994; Tuncel et al., 1994;
Camhi et al., 2002). Kopolimerizasyon metodunun seciminde monomer ve

komonomerin polaritesi ve reaktivitesi onemli rol oynamaktadir.

Tek basamakli ve emdilsiyon yapici madde igermeyen emdulsiyon polimerizasyonu
genellikle hidrofobik yapidaki polimerik partiktllere disik derisimde fonksiyonel

gruplarin baglanmasi igin uygundur.

Fonksiyonel gruplu monodispers yapida polimerik mikrokureler ¢ok basamakl
polimerizasyon yontemleriyle de hazirlanabilmektedir. Bu ydntemlerden ilki
emulsiyon yapici madde icermeyen emdulsiyon polimerizasyonu teknigine dayali
olarak gelistirilen yontemdir. (Suzawa et al., 1982). Sekil 1'de elde edilen
fonksiyonel gruplu polimerik partikilin fonksiyonellestiriimis yuzeyinin sematik

gOsterimi verilmektedir.

v




Sekil 1 Fonksiyonel gruplu polimerik partikilin fonksiyonellestirilmis yuzeyinin

sematik gosterimi
2.3 Kromatografik Sistemler

Kromatografi ginimizde modern analiz teknikleri arasinda en sik kullanim alani
olan ve en etkin tekniktir. Birgok asamasi olan teknik; bir karisimi elementlerine
ayirmanin yanisira ayni zamanda elementlerin nicel analizine de olanak

saglamaktadir.

Kromotagrafi genel anlamda bir karisimi olusturan bilesiklerin veya maddelerin iki
ayr faz arasinda ve bu fazlardaki hareket hizlarinin farkliliklarina dayanarak hem

nitelik hem de nicelik olarak ayristiriimasi iglemidir. (Weiss, J., 2004)

Ozellikle Cevre Miihendisligi alaninda kromatografi teknolojisi oldukga yaygin bir
sekilde kirletici parametrelerin  belirlenmesinde  kullaniimaktadir.  Gelisen
endustrilesme ile birlikte meydana gelen Kkirletici tir ve miktarlarini kromatografi
yontemleri ile kompleks bilesiklerde ppm veya ug/L mertebesinde belirlemek
mumkundur. (Internet, lon Exchange Chromotography Principles and Methods
Online, 1991)

Kromatografi ilk kez Rus botanikgi Mikhail Tsvett (1903) tarafindan gelistirilmistir.
Tsvett bu yontemi bitki pigmentlerinin renkli bilesenlerini ayirmakta kullanmistir.
Kullandigi kolonda renkli bandlar olustugundan, bu ayirma yéntemin kromatografi

adini vermigtir.



Modern kromatografide karisimin ayristirimasinda iki farkh faz kullanilir, bunlar
sabit faz ve hareketli fazlardir. Sabit faz sivi da olabilir kati faz da olabilir. Hareketli
veya taslyici denilen faz ise hem sivi hem de gaz fazinda olabilir. Hareketli fazin
gaz olmasi durumunda sistem Gaz Kromatografisi (GC) diye tanimlanmaktadir.
Taslyicl ya da hareketli kismin sivi olmasi durumunda ise Sivi Kromatografisinden

(LC) s6z etmek mumkundur.
2.3.1. Gaz Kromatografisi (GC)

Ugucu organik bilesiklerin tespitinde oldukc¢a yaygin olarak kullanilan GC, oldukc¢a
¢ok yonlu kullanimi olan bir teknolojidir. (Internet, Chromotagraphy Online,
http://www.chromatography-online.org/3/contents.html).  Ozellikle rutin analiz
yontemleri ile belilenmesi gu¢ ve zaman alan kirleticilerin bu yontemle

belirlenmesi oncelikli tercih nedenidir.

Gaz kromatografisinde analizi yapilacak bilesigin mutlaka buharlastiriimasi

gerekmektedir.

Tasliyicl gaz genelde helyum, hidrojen veya azot olur. Belirli bir sicaklikta ve akim
hizinda karisimi kolon iginden supurerek buharlastirir. Numuneler genelde kolona
bozunmaya neden olmayacak kadar kisa surede ve kuguk hacimlerde, pL, enjekte
edilirler ve aniden numune buharlastirilarak gaz fazina donasturalar, tasiyici gaz
ile birlikte kolon iginde suruklenir. Kolon boyunca kolon iginde ilk olarak adsorbe
edilen madde sonradan gelen gaz ile tekrar desorbe edilir ve bdylece kolonun
degisik noktalarinda ve degisik zamanlarda kolon iginde ortaya ¢ikan gazdaki
Kirletici parametresi bir detektor yardimi ile kaydedilir. Cikislar kaydedicide pik
seklinde grafige dokulur. Her bir pik bir kirletici parametreyi ifade etmektedir. Her

bir pikin alani kirletici konsantrasyonu degerini ifade etmektedir.

GC kolonlarinda kullanilan uygun sabit faz, kolon tiru ve boyunun seg¢imi ile birgok
gaz fazindaki kirletici bilesiklerin ayristiriimasi kolay olmaktadir. Son zamanlarda
en iyi sonu¢ veren kolon turlerinden biri de kapiler kolonlardir. Bunlarin ¢aplari
0,2-0,4mm ve boylar ise 20-30m ye kadar ¢ikmaktadir. Kolonun i¢ kisminin
duvarinda kati bir malzeme vardir organik Kirleticiyi ihtiva eden gaz, kolonun

ortasindan gecerken farkli zamanlarda kirletici kolonun farkli bolgelerinde ortaya


http://www.chromatography-online.org/3/contents.html

cikacaktir. Bu durumda 20 bilesik veya madde tespit edilebilmektedir. Ozellikle
kapiler kolonlar olduk¢a kompleks bilesiklerdeki ¢cok sayida kirletici parametrelerin
belirlenmesinde kullaniimaktadir. Kolon boyunun uzun olmasi Ozellikle fiziksel
karakteristikleri birbirine benzeyen parametrelerin birbirinden ayrigtiriimasinda

daha iyi sonu¢ vermektedir.

Gaz kromatografisinde farkli turden detektorler kullaniimaktadir.(Internet,
Chromotagraphy Online). Bunlar anaerobik gazlarin analizinde tavsiye edilen
Termal lletkenlik Detektorleri (TCD), yiiksek hassasiyetteki inorganik ve organik
bilesiklerin tespitinde kullanilan Alev iyonizasyon Detektorleri (FID), cift bagl
kiigiik organik molekdllerin tespitinde ise Foto Iyonizasyon Detektérleri (PID),
pestisit, trihalometan ve pg mertebesinde bulunan klorlt ¢ézuculerin tespitinde ise
Elektron Yakalama Detektorleri (ECD) veya Elektrik iletkenlik Detektorleri (ECD)

gibi dedektorler kullaniimaktadir.
2.3.2. Sivi Kromatografisi (LC)

Sivi kromatografisi 1900’lu yillarin baslarinda bulunmus ve 1960l yillardan
itibaren sivi  kromatografisinin  gelistiriimesi igin genis ¢apta arastirmalar
yapilmistir. Kromatografik yontemler sabit faz ve hareketli faz arasinda olan kutle

aktarimini iceren ayirma teknikleri olarak ifade edilebilir.
2.3.2.1. Yiuksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC)

Yuksek performansli  sivi  kromatografisi  (High  Performanve  Liquid
Chromatography, HPLC) sivi fazda ¢6zlnebilen bir kimyasal karisiminin kolay ve
hizli bir bicimde bilesenlerine ayrilabildigi olduk¢ca duyarli bir kromatografik
yontemdir. (LC, Applications, 1996). Uygun ¢ozicu kullanilarak ¢ozulen ornek
karisim, yuksek basing altinda kromatografik kolondan gegirilir ve burada
bilesenlerine ayrilir. Bilesenlerin birbirinden ayrilmasi ve bunun derecesi
(resolution parameter) énemlidir ve ¢dzlinmus bilesenler ile sabit faz arasindaki
etkilesime baghdir. Sabit faz kolon igerisindeki hareketsiz dolgu materyali olarak
tanimlanir. Coézinmus bilesenler ile sabit ve surekli fazlar arasinda istenilen
etkilesim, surekli faz olarak kullanilan ¢ézuculerin ve sabit fazin degistiriimesi ile
elde edilebilir. (Unsal, E., 2006)



HPLC genelde ugucu olmayan organiklerin tespitinde kullanilan bir yontemdir. Bu
yontemle amino asitlerin, proteinlerin, nukleik asitlerin, hidrokarbonlarin, yag
asitlerin,  karbonhidratlarin,  phenollerin,  pestisitlerin  ve  antibiotiklerin

belirlenmesinde kullaniimaktadir.

Burada tasiyici sivi, sisteme yaklagsik 40 atm basingta verilir. Bazen kolon
oncesinde bir 6n kolon bulunabilir bu 6n kolonun amaci mevcut analizin
gerceklestirildigi  kolonun Omrinu uzatmak ve girisim yapabilecek kirletici
parametreleri dnlemek amaci ile kullaniimaktadir. HPLC de analitik kolondan gikan
numuneler detektérde tutulur ve tayin edilerek kaydedilir. Olgim araliginin
hassasiyetine ve tespit edilecek bilesigin turine gore uygun tasiyici solvent, kolon
ve detektor tasarimi yapilmaldir. Kullanilan solventler su, hekzan veya methanol

olabilir.

HPLC‘de kolon uzunlugu 10 ile 30 cm arasinda degisir. GC deki gibi uzun dedgildir.
Kolon ¢aplari ise 4-10 mm arasindadir ve kolon iginde kullanilan dolgu malzemesi
uniform yapida ve c¢api ise 3-10 pm arasindadir. Genelde kullanilan dolgu
malzemesi inert karakterdeki silika turindendir. Sivi  kromatografisini
siniflandirmanin birgok yolu vardir. Eger bu siniflandirma sabit fazin yapisina ve
ayirma prosesine goére yapiirsa HPLC 4 farkli tirde incelenebilir.(Internet,
ChromotagraphyOnline,http://www.chromatographyonline.org/Principles/Introduction.ht

ml )
2.3.2.1.1 Normal Faz Kromatografisi (Normal Phase Chromatography, NPC):

Bu turde 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 orneklerin alikonma sureleri daha az polar olan
orneklere oranla daha fazladir. Bu nedenle 6rnek bilesenlerinden daha polar

olanlar, kolondan daha geg c¢ikarlar ve ayirma gergeklesir.
2.3.2.1.2 Ters faz kromatografisi (Reversed Phase Chromatography, RPC):

Normal faz kromatografisinin tam tersidir. Sabit faz apolar (hidrofobik), surekli faz
ise su ve asetonitril karisimi gibi polar yapidadir. Burada apolar yapidaki 6rnek

bilesenleri kolonda daha uzun kalirlar.


http://www.chromatographyonline.org/Principles/Introduction.html
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2.3.2.2 Buyuklukce Ayirma Kromatografisi (Size Exclusion Chromatography,
SEC):

Kolon, gézenek boyutu ve hacmi kontrol edilebilen partikuller ile doldurulur. Kolona
enjekte edilen 6rnek igindeki bilesenler molekil bayukliklerine gére kolondan filtre
edilirler. Buyuk molekdller hizli bir gekilde kolondan ayrilirken, daha kuguk
molekuller partikullerin gbézeneklerine dogru difuzlenerek kolondan daha geg¢
ayrilirlar.  Bu yonteme jel gecirgenlik kromatografisi (Gel Permetion
Chromatography, GPC) de denir.

2.3.2.3 iyon Degisim Kromatografisi (lon Exchange Chromatography)

Maddelerin iyonik gruplari ile iyon degistiricideki iyonik gruplarin esdeger
miktarlarinin karsilikli yer degistirmesi esasina dayanan kromatografi tipidir. iyon
degisim kromatografisi, kullanilan iyon degistiricinin anyon veya katyon
aktarmasina gore sirasiyla anyon degisim kromatografisi veya katyon degisim

kromatografisi olarak adlandirilir.

Birgok iyon degisim kromatografisi iglemi asagidaki Sekil 2’de sunulan 5 ana
basamagi igerir. (Internet:lon Exchange Chromotography Principles and Methods
Online, http://www.chromotography online.org/ion/chromotography.html)

Sekil 2’de 1 nolu basamak “Baslangic Basamagini”, 2 nolu basamak “Analit
lyonunun Adsorpsiyonu”, 3 nolu basamak “Desorpsiyonun Baslamasi”, 4 nolu
basamak “Desorpsiyonun Sonlanmasi”, 5 nolu basamak ise “Rejenerasyonu’

gOstermektedir.

ilk basamak iyon degistiricinin PH ve iyonik giic anlaminda mobil faz ile dengeye
getirildigi, istenen analit molekiiliin baglanmasini saglayacak basamaktir. ikinci
basamak numune uygulama ve adsorsiyon basamagidir. Bu basamakta yuklu
analit iyonlari matriks maddesindeki yulklere ters badlanarak yuklerin yer
degistirmesi basamagidir. Baglanmayan madde ise eluent yardimi ile sistemden

uzaklastiriimaktadir.
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Sekil 2 iyon degisim kromatografisi bes ana basamagi

Uglincli asamada, sabit fazda bagli olan iyonlarin eluent iyonlari ile yer
degistirmesi yani desorpsiyon basamagidir. Bu basamak elisyonun derisimi ve
PH ile dogrudan etkilenen bir basamaktir. Dérdlincid ve besinci basamaklar ise
elute edilemeyen iyonlarin sabit fazdan uzaklastirimasi ve sistemin tekrar

baslangi¢ kosullarina ulagmasi agamasidir.

IEC'de ayriima farkli molekullerin yuk farkhhdindan, yudklerinin yogunluk
farkhliklarindan ve yuklerin yuzeye dagihmindaki farkliliklarinin neden oldugu iyon
degistirici ile farkh iliski derecelerine sahip olmasi ile elde edilmektedir. Iyon
degistirici ile analit iyonu arasindaki iligki iyonik gu¢ ve PH gibi faktorlerin
degistiriimesi ile kontrol edilebilir. lyon degisim kromatografisinde analist matrikse

baglanan madde ile veya matrikse baglanmayan madde ile ilgilenebilir.

lyon degisim kramotografisi fonksiyonel grup tasiyan dolgu materyalleriyle
yuratuldr. Genel tutunma mekanizmasi sabit fazdaki yukla gruplar R ile mobil

fazdaki Y iyonlari ile 6rnege ait X iyonlari arasindaki basit iyon degisimidir.

X+ RY ———» Y +RX (anyon degisimi)



X+ RY" ———» Y +RX (katyon degisimi)

Anyon degisim kramotografisi igin, X~ 0rnek iyonu mobil fazdaki Y™ iyonu ile iyon
degistirici Gzerindeki R iyonik bolgeleri igin rekabete girer. Ayni sekilde katyon
degisim kromatografisinde X" ornek katyonlari mobil fazdaki Y* iyonu ile iyon
degistirici Gizerindeki R iyonik bolgeleri icin yarisir. iyon degistiriciyle mobil fazin
varliginda zayIf bir etkilegsime giren 6rnek iyonlari kolonda zayif bir sekilde tutunup,
en hizli elusyona ugrarlar. Daha kuvvetli etkilesime giren ornek ise daha geg bir

surede kolondan gikar.

Anyon degisim kramotografisinde dolgu maddesi negatif yUkli olup karsi iyonlar
pozitiftir. Bu tlr iyon degistiriciler negatif iyonlari degistirdiklerinden katyon
degistiriciler olarak adlandirilir. Katyon degisim kramotografisinde ise dolgu
maddesi pozitif gruplarla kimyasal olarak baglanmis olup karsi iyonlar negatiftir.Bu
tur iyon degistiriciler negatif iyonlari degistirdiklerinden dolayi anyon degistiriciler

adini alirlar.

Yapisindaki iyonik gruplarin birbirinden farkli olmasi nedeni ile iki ana gruba
ayrilan iyon degistiricilerden pozitif (+) yUklu olanlar asidik karakterde negatif ( -)
yukli olanlar bazik karakterdedir. Ayrica sahip olunan iyonik grubun iyonik
kuvvetine gore zayif ve kuvvetli iyon degistiriciler olarak iki alt gruba ayrilir.
Kuvvetli asidik veya kuvvetli bazik gruba sahip olan fonksiyonel gruplar ortamin
PH degerinden bagimsiz olarak tam olarak iyonlasir. Ornegin kuaterner amin
gruplari (N*R4) pozitif olarak yiiklenirken siilfonik asit gruplari (SO?s) negatif
olarak yuklenir. Sekil 3'de bir katyon degisim recinesinin sematik gdsterimi
verilmektedir. (Internet: Dowex, Fundamentals of lon Exchange

http  www.dow.com_PublishedLiterature_dh_0032_0901b803800326ca.pdf_filepath=liq
uidseps_pdfs_noreg_177-01837.pdf)



Sekil 3 Bir katyon degisim reginesinin sematik gosterimi

Kuaterner amin grubunun pKg degeri 14 iken sulfonik asit grubunun pKs degeri 1
civarindadir. Zayif bazik karakterdeki iyon degistiricilerin pKg degeri 8-11, zayif

asidik karakterdeki iyon degistiricilerin pKs degeri ise 4-6 civarindadir.

Dolayisiyla zayif anyon degistiriciler PH 8.0’den asagi bir PH araliginda
kullaniimahdirlar. Zayif katyon degistiriciler ise PH 6.0 dan daha yuksek
deg@erlerde kullaniimalidir. Bu PH sinirlari diginda gugli anyon ya da guglu katyon
degistiriciler  kullanilmalidir.  Butun bunlara bagli olarak iyon degisim
kramotografisinde kullanilan partikillerin iyon degistirme kapasiteleri PH ile
degisir. DUsuk PH degerlerinde proton derisiminin artmasi ile katyon degistiriciler
notralize olur. PH degerinin artmasi ile ise anyon degistiriciler benzer sekilde
hidroksil derigiminin artmasi ile notralize olur. Cizelge 1 de yaygin olarak kullanilan

iyon degistirici gruplar goérilmektedir.

R*  + OH » R'OH (anyon degistirici ntralizasyonu)

R+ H* » RH" (katyon degistirici nétralizasyonu)

»

Cizelge 1 Yaygin olarak kullanilan iyon degistirici gruplari ve bunlarin fonksiyonel

gruplar ile karsi iyonlari



Iyonik Gruplar pH Fonksiyonel Grup Karsi
araligi iyon

Zayif anyon degistiriciler

Aminoetil (AE) 2-9 -OCH,CH,NH5" Cr

Dietilaminoetil (DEAE) 2-9 -OCH,CH,N™ H(CH,CH3), Cr

Kuvvetli anyon degistirici

Kuaterneraminoetil (QAE) | 2-10 OCH,CH,N* (C2Hs),CH,CH(OH)CH3 | CI

Zayif katyon degistirici

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

Kuvvetli Katyon Degistirici

Stilfopropil (SP) 2-12 -CH,CH,CH,SO03 Na®

Cizelge 1 Yaygin olarak kullanilan iyon degistirici gruplari ve bunlarin fonksiyonel
gruplar ile kargi iyonlari

lyon degisim kromatografisi, ilk olarak stiren ve divinilbenzen emiilsiyon
kopolimerizasyonu ile elde edilen partikullerin sabit faz olarak kullaniimasi ile
gerceklestiriimistir. Divinilbenzenin kullaniimasi ile (genellikle % 8) olusan g¢apraz
baglanma taneciklerin mekanik dayaniklihgini saglamaktadir. Polimeri iyonlara
karg! aktif hale getirmek icin yapiya asidik veya bazik fonksiyonlu gruplar kimyasal
olarak baglanmigtir. En ¢ok kullanilan gruplar sulfonik asit ve kuaterner amonyum

tuzlandir.

Gecgmiste, gbzenekli polimerik partikiller, amino asit, peptit ve karbonhidratlarin
ayrilmasinda genis bigimde kullaniimigtir. Bu dolgular 10 pm ¢apinda,
mikrogozenekli, poli (stiren-divinilbenzen) poli(S-DVB) kopolimeri formunda ve
fonksiyonel iyonik grubu tagimaktadir. Son yillarda gézenekli silika partikulleriyle
hidrofilik kaplamalar, bluyuk molekullerin iyon degisim kromatografisinde hizl

bicimde ayrilmasina olanak saglamistir.




ik kullanilan iyon degistiriciler sentetik recineler olup suyun demineralizasyonu ve
su kalitesini duzeltme ayrica atiklardan iyonlarin kazaniimasi amaci ile
kullaniimistir. Bu tur ion degistiriciler yiksek ylUk yogunluguna sahip ve kovalent
bagh formda yUkli gruplar tasiyan hidrofobik polimerlerdir. Ancak yuksek yuk
yogunlugu ve polimerlerin hidrofobik olusu 06zellikle ylksek hidrofobik 6zellige
sahip olan proteinlerin (Bovine Serum Albumin ve ovalbumin vb) denatire
olmalarina, protein geri kazaniminin azalmasina ve bant genislemesine neden
olmaktadir. Bu nedenle iyon degistirici dolgu maddeleri genellikle hidrofilik

karakterde sentezlenmektedir.

Biyolojik maddelerin ayriminda ilk kullanilan iyon degistiriciler Peterson ve Sober
tarafindan gelistirilen sellUloz bazli iyon degistiricilerdir.(Peterson and Sober,
1956). Selulozun hidrofilik tabiati nedeni ile proteinleri denatlre etme egilimi
oldukga duslktar. GuUnumuizde kullanimda olan modern iyon degisim
kromatograsifi (IEC) kolonlari, genellikle silika veya polimer bazh bir destek
uzerinde iyon degistirici gruplarin olusturulmasi ile Uretilmektedir. Sabit fazlarda en
yaygin olarak tercih edilen iyonik gruplar, glclu katyon dedgistirici sulfonik asit
(-SO3H), zayif katyon degistirici karboksilat (-COO7), gugli anyon degistirici
kuaterneramonyum ve zayif anyon degistirici dietilamino (-N(CzHs),) seklinde
siralanabilir. Bu gruplari iceren ligandlar ya direk yada bir uzatma kolu (spacer

arm) ile bagh sekilde silika veya polimer bazli sabit faz Gzerine yerlestiriimektedir.
2.3.2.3.1 Polimer bazli iyon degistiriciler

lyon degistirme kromatografisinde kullanilan sabit fazlar ayni zamanda regine
olarak da adlandiriimaktadir. Bu partikuller genelde sentetik organik polimerlerin
kimyasal olarak tlrevlendiriimesi ile Uretiimektedir. ilk sentezlenen polimer bazli
iyon degistiriciler stiren-divinilbenzen (S-DVB) kopolimerizasyonu ya da akrilik

veya metakrilik asitin divinil benzen ile kopolimerizasyonu ile Uretilmislerdir.

Ozellikle poli (S-DVB) bazli iyon degistiricilerin biyomolekdler ile kullaniminda
bayUk sorunlar ortaya ¢ikmistir. Yuzeyde istenmeyen hidrofobik etkilesimler ile
iyon degisimi engellemistir. Son yillarda yapilan bazi ¢alismalarda iyon degistirici
grubun polimerik partikulin ytzeyine tutturulmasi yerine bu grubu tasiyan lineer

polimer zincirleri yuzeye kimyasal olarak baglanmistir. (Viklund et al. 1997; Choi et



al.,, 2003 Unsal et al.,, 2006a; 2006 b). Bdylece sterik engelleme ortadan
kaldirilarak hem kolonlarin hem kolonlarin kromatografik performansi arttiriimis,

hem de protein tird molekullerin denaturasyonu engellenmistir.

Son yillarda yapilan arastirmalarda, iyon degisim kromatografisi ile amino asit,
protein, antibiyotik ve interferon analizinde kullanilabilen esboyutlu polimerik
partiktl bazli gesitli sabit fazlar gelistirilmistir. Frechet ve arkadaslar tarafindan
gelistirilen “gdzenek boyutu bazinda spesifik fonksiyonalizasyon yontemi” (pore
size specific functionalization process) ile Uretilen gdzenekli poli(glisidil metakrilat-
co-etilen dimetakrilat) mikrokureler, ardigik iyon degisim kromatografisi-ters faz
kromatografi ile kompleks o6rneklerin analizinde kullaniimistir. (Smigol et al.,
1994a;1994b). Horvath ve grubu tarafindan geligtirilen presipitasyon
polimerizasyonu yontemi ile Uretilen kuaterner amonyum ve propilsulfonik asit
fonksiyonel gruplarini  tasiyan poli(glisid  metakrilat-divinilbenzen)  bazli
mikrokureler kapiler elektromatografi icin sabit faz olarak kullaniimistir.(Zhang et
al., 2002). Bu calismalarda, polimerik partukile bir uzatma kolu (spacer arm) ile

bagl, molekuler formda iyon degistirici ligandlar kullaniimistir.

Supresorlu iyon degisim kromatografisinde seciciligi etkileyen faktorler sabit faz ve

hareketli faz agisindan incelenmistir. (Pohl et al., 1997)

Yapilan cgalismada iyon degisim segiciligi farkh sabit fazlarin kullanimi ile

incelenmistir.

Sabit faza ait (kolon dolgu maddesi) iyon degisim seciciligini etkileyen faktorler

asagida siralanmaktadir;

a. Kolon dolgu maddesinin kompozisyonu,
b. Kolon dolgu maddesine ait fonksiyonel grup tipi,
C. Kolon dolgu maddesine ait fonksiyonel grubun yapisi.

Hareketli faza ait (mobil fazdaki) faktorlerin ise;
a. Mobil faz iyonunun segimi,

b. Mobil fazin pH degeri,



C. Mobil fazin sicakligi ve
d. Non-iyonik mobil faz katki maddelerinin varligi oldugu belirlenmigtir.

Sabit faz komposizyonu kapsaminda, kullanilan en yaygin ¢ikis maddesi polistiren
(PS), vinil benzil kolorur (VBC) veya glisidmetakrilat (GMA)'dir. Capraz baglayici
secimi temel monomerin yapisina baghdir. Polistiren (PS) ve vinil benzil kolorur
(VBC) gibi aromatik bazli maddeler i¢in c¢ogunlukla divinilbenzen (DVB)
kullaniimaktadir.

Supresorlu IEC’de kullanilan poli(S-DVB) veya poli(VBC-DVB) tipi kolon dolgu
maddelerinde c¢apraz baglayici (DVB) miktari 0.2-5 % aral@gindadir. Yiksek
secicilik icin dusuk c¢apraz baglayicili kolon dolgu maddelerinin kullanildigi
gorulmektedir. Aromatik bazli maddelerde yuksek c¢apraz baglayici icerigi
seciciligin artmasini olumlu yonde etkilememektedir. Aromatik olmayan kolon
dolgu maddeleri igin ¢apraz baglayici tip ve miktar se¢imi daha esnektir. Metakrilat
bazli regineler igin yaygin olarak etilenglikoldimetakrilat (EDM) ¢apraz baglayici
olarak kullaniimaktadir. Metakrilat bazli reginelerde kullanilan g¢apraz baglayici
miktari 8-40 % araligindadir. Bu polimerlerin fonksiyonellestiriimesi Sekil 4’de

gOsterilen 3 ana reaksiyon ile saglanmaktadir.

; sto4—>§@sos-w + H,0

Polistiren

CH,Cl + NR,—> %@CHzﬁﬂg CI-

Vinilbenzilkloriir
9 0
+
C-0- CHy,— CH — CH,+ NRy—> & C—0-CH,— CH—CH, - NR;OH"
N7 OH

Glisidmetakrilat

Sekil 4 PS, VBC ve GMA'nin fonksiyonellestiriimesi



Sekil 4’den gorulecedi Uzere katyon-degisimi igin fonksiyonellestirme genellikle
poli(S-DVB) polimerinin sulfurik asit ile reaksiyonu neticesinde elde edilir. Sulfurik

aside alternatif olarak klorosulfonik asit veya sulfurtrioksid kullanilabilmektedir.

Orto, meta ve para pozisyonlarina yerlesen fonksiyonel gruplar ile aromatik
halkanin tek sullfolanmasi gergeklesir. Sulfolanmis reginelerin iyon-degisim
kapasiteleri, sulfurik asit derigimi reaksiyon suresi ve sicakligina baghdir. (Haddad
et al, 1990)

Parametre Dolgu Dolgu Dolgu
Maddesi (1) | Maddesi (2) | Maddesi (3)
Monomer VBC VBC GM
Fonksiyonel grup TMA TMA TMA
Capraz baglayici DVB DVB EDM
Capraz baglayici kutlece % 5.0% 1.0% 8.0%
Capraz baglayici molce % 5.9% 1.2% 5.9%
Cikis lateks capi 40 nm 39 nm 57 nm
Fonksiyonellestirilmis lateks | 71 nm 98 nm 125 nm
capi
Su igerigi, Kiitlece % 75% 91% 87%
Teorik kapasite orani 1 0.45 0.91
Deneysel kapasite orani 1 0.24 0.7

Cizelge 2 Kullanilan anyon-degistiricilerin kompozisyonu

Kolon dolgu maddesi kompozisyonunun segicilige etkisinin arastirlmasi amaciyla
3 farkli tipte anyon-degistirici sentezlenerek, ¢apraz baglayicinin segicilik Gzerine

etkisi arastinimistir.  Bu anyon-degistiricilerin  kompozisyonu Cizelge 2’de



verilmektedir. Tum kolon dolgu maddelerinde fonksiyonel grup olarak trimetilamin

kullaniimistir.

Cizelge 2’de kompozisyonu verilen 3 farkli tipteki dolgu maddesinin anyonlarin
ayristirlmasi yoninden supresorli iyon degisim kromatografisi performanslari
incelenmis olup s6z konusu kromatogramlar $ekil 5’de verilmektedir. 5% capraz
baglayici iceren VBC lateksi, brom ve nitrat pikleri agisindan diger 2 tip dolgu
maddesinden farkllik gostermektedir. Goruldugu gibi su icerigi fazla olan
recinelerde brom ve nitrat ¢cozunurlukleri yeterli degildir. Trimetilamin fonksiyonel
grubunu iceren reginelerde mobil faz derisimi guglendirilse dahi yukarda anilan

¢ozunurlUklerde bir dizelme gézlemlenmemektedir.
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Sekil 5 Kolon dolgu maddesi kompozisyonunun anyon segiciligi Uzerindeki etkileri,
(a) 5 % capraz baglayici iceren VBC lateksi, (b) 1 % ¢apraz baglayici iceren VBC
lateksi, (c) 5 % c¢apraz baglayici iceren GM lateksi, Mobil faz: 3 mM
Sodyumkarbonat, akig hizi; 2 mil/dak. Anyon karigimi; (1) florar, (2) klorar, (3) nitrit,
(4) brom, (5) nitrat, (6) fosfat, (7) sulfat

Dolayisiyla 1% c¢apraz baglayicili VBC lateksi, 5% c¢apraz baglayicili GMA lateksi
ile hemen hemen ayni performansa sahiptir bunun nedeni ise ayni degerdeki su

icerigine sahip olmalaridir.

Ancak daha hassas bir test probu kullanildiginda, Sekil 6’dan da goérulecegi lzere
bu 2 recine igin segicilik farki daha da belirginlesmektedir. Sekil 6 ayni mobil faz
sartlarinda farkli dolgu maddeleri i¢in iyodur, tetraflorborat, ve tiosiyanata ait

kromotogramlari gostermektedir.



Bu durumda iyodur ve tetraborat Sekil 5a’daki VBC recginesinde mobil faz etkisi
yaratir, fazlaca polarize olabilen anyonlar yuksek su igerigine sahip polimerlerde

anlamli segicilik degisimlerine neden olmaktadir.

lyon degistiriciler, recine yiizeyine baglanmis olan fonksiyonel grup veya polimerik
maddenin yapisina gore siniflandirilirlar. Katyon degisim recineleri genel olarak
kuvvetli ve zayif asit tipine gore, anyon degisim recineleri ise kuvvetli baz zayif baz
tipine gore siniflandirihr. Kuvvetli asit (0rn. sulfonik asit) ve kuvvetli baz
(kuaterneramin) ile fonksiyonellestiriimis recgineler genis bir pH araliginda

aktivitelerini strdurebilirler.

1% XL VBC _ 5% XL GM
1,2

(a) (k)

Sekil 6 Kolon dolgu maddesi kompozisyonunun anyon segiciligi Uzerindeki etkileri,
(@) 1 % capraz baglayici igceren VBC lateksi, (b) 5 % capraz baglayici iceren GM
lateksi (1) iyodur, (2) tetrafloroborat, (3) tiosiyonat

Ancak zayif asit ( 6rn. Karboksilik veya fosfonik asit ) zayif baz (6rn. tGguncul ve
ikincil aminler) ile fonksiyonellestiriimis regineler  sinirh bir pH araliginda

aktivitelerini surdurebilirler. (Romano et al., 1992)

Cizelge 3 (a) ve (b)'de sirasiyla anyon ve katyon degistiriciler i¢in ticari olarak

supresorli IC kolonlarda kullanilan fonksiyonel grup o6rnekleri gorilmektedir.



(Internet: http://www.dionex.com/en-us/index.html). Cizelge 3 (a) 'da gorllecegi

uzere tipik olarak supresorlu 1C’de kullanilan anyon-degistiriciler kuaterneramin
recineleridir. Bu fonksiyonel gruplara, fonksiyonel grup tipinden ziyade reginenin
polimerik yapisinda degisiklik yapilarak segicilik varyasyonlari kazandirilmaktadir.
Cizelge 3(b)de goérilecegi uzere katyon degistiricilerde kullanilan fonksiyonel
gruplar daha cesitlidir. Katyon degisim reginelerinde farkli tipte fonksiyonel
gruplarin kullanimi ile segicilik varyasyonlari kazandiriimaktadir.

Kolon Tipi Latex Latex Capraz | Kolon kapasitesi Fonksiyonel grup
capi (nm) | baglayici (%) (nequiv)
lonPac AS4A 180 0.5 20 Alkanol kuaterner amin
lonPac AS4A-SC 160 0.5 20 Alkanol kuaterner amin
lonPac AS5 120 1.0 20 Alkanol kuaterner amin
lonPac AS7 530 5.0 100 Alkil kuaterner amin
lonPac AS9-SC 110 20° 30-35 Alkil kuaterner amin
lonPac AS9-HC 90 18° 190 Alkil kuaterner amin
lonPac AS10 65 5 170 Alkanol kuaterner amin
lonPac AS11 85 6 45 Alkanol kuaterner amin
lonPac AS12A 140 0.2 52 Alkanol kuaterner amin
lonPac AS14 N/A® N/A® 65 Alkil kuaterner amin
OmniPac PAX-100 | 60 4.0 40 Alkanol kuaterner amin

Cizelge3(a) Supresorli IC kolonlarda anyon degistirici olarak kullanilan

fonksiyonel grup érnekleri



http://www.dionex.com/en-us/index.html

Kolon Tipi Latex ¢ap1 | Latex Capraz Kolon kapasitesi Fonksiyonel grup
(nm) baglayici (%) (Mequiv)
lonPac CS3 300 5 100 Silfonik asit
lonPac 140 10 20 Sitilfonik asit
CS5A
76 2 40 Alkil kuaterner amin

lonPac CS10 200 5 80 Silfonik asit
lonPac | e | e 2800 Karboksilik asit ve
CS12A fosfonik asit
lonPac CS14 |  ————— | e 1300 Karboksilik asit
OmniPac 200 5.0 120 Silfonik asit
PCX-100

Cizelge 3(b) Supresorli IC kolonlarda katyon degistirici olarak kullanilan

fonksiyonel grup oérnekleri

Fonksiyonel grup tipinin segicilige etkisi, 3 farklh katyon-degistirici igin,
kromatografik performanslarin kiyaslanmasi suretiyle, ayni tip polimerik partikile
eklenen farklh fonksiyonel gruplarin degistiriimesi yolu ile arastiriimistir. (Pohl et
al., 1997). Kullanilan fonksiyonel gruplar; potasyum stirensulfonat, vinilfosfonik
asit, ve stiren-maleik anhidrit’dir. Fonksiyonel gruplarin yapisi Sekil 7’de, kullanilan
iyon degistiricilerin detaylari ise Cizelge 4’de verilmektedir. Bu ¢alismada regineler,
fonksiyonel gruplarin etilvinilbenzen-DVB polimerine kimyasal grafting yontemi ile
baglanmasi neticesinde elde edilmigtir. Grafted filmler, kaplama latekslerle

kiyaslandiginda genellikle 1-5 nm araliginda, son derece incedir.
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Sekil 7 Fonksiyonel gruplarin segicilik Uzerindeki etkisinin arastiriimasi igin

kullanilan fonksiyonel gruplar

Degisken Graft1 Graft2 Graft3
Fonksiyonel KSS @ VPA® S-MA®
Monomer

Kolon kapasitesi, | 75 350 2500
(Heq.)

Ortalama pKa degeri | 0.7 24ve 7.7 3.8ve 5.6

(a) potasyum stirensulfonat, (b) vinilfosfonik asit, (c) stiren-maleikanhidrit

Cizelge 4 Fonksiyonel gruplarin segicilik Gzerindeki etkisinin arastirilmasi igin

kullanilan iyon degistiricilerin 6zellikleri

Bu deger genellikle kaplanmig lateksler i¢cin 10-2000 nm araligindandir. Sonug¢
olarak yeterli iyon degisim kapasitesine ulasabilmek i¢in yuksek ylzey alanina

sahip recineler kullaniimalidir.



Cizelge 4’den de gorulecegi Uzere fonksiyonel grubun asitlik degeri arttikca
elektrostatik etki nedeni ile graft etkinligi azalmaktadir. Stiren silfonat grubu en
dusuk iyon degisim segicilik kapasitesine sahipken stiren maleik anhidrit oldukca
yuksek iyon degisim segcicilik kapasitesine sahiptir. 3 farkli reginede 6 katyon igin
farkh derisimlerdeki metansulfonik asit mobil fazi kullanilarak yapilan iyon degisim
seciciligi arastirmasinin alikkonma suresine iligkin verileri Cizelge 5 de

sunulmaktadir.

5 mM’lik metansufonik asit mobil fazi ile, 3 kolondan sadece monovalent katyonlar
ayrilabilir olup, segicilik farkhliklari da gézlenmektedir. Karboksil gruplu regine igin
amonyum piki sodyumun yaninda goézlenmistir. Sulfolanmis recinelerde ise
potasyum pikinin yaninda gozlenmigtir. Reginlerin nominal kapasitelerinde buyuk
farkhliklar olmasina ragmen, bu kosullarda monovalent katyonlar igin etkin
kapasite 3 kolon malzemesi icin hemen hemen aynidir. Bu sunu géstermektedir ki,
her iki zayif asit recginelerindeki fonksiyonel gruplar disuk eluent pH’inda belli bir

dereceye kadar proton alabilmektedir.

Mobil faz derisimi 10mM’e c¢ikarildiginda divalent katyonlar karboksil gruplu
recineden ayrilabilirken, fosfat gruplu reginede ¢6zinurlik duasuktir. Monovalent

katyonlar ise s6z konusu mobil fazda tamamen ¢6ézliinememektedirler.

25 mM’lik mobil fazda divalent katyonlar, fosfat gruplu regineden elute olabilmekte,
monovalent katyonlar ise ¢ozinmemektedir. Monovalent katyonlar bu derisimde
¢6zlinmez iken divalent katyonlari sulfo gruplu recinede ayirabilmesi 100 mM’lik

mobil faz derisimi ile mimkun olmustur.

Diaminopropionik asitin mobil faza eklenmesi ile, sulfo grup iceren katyon degisim
reginesinde kalsiyum ve magnezyumun alikonma sureleri azaltilabilirken, alkali ve
alkali metallerinin ayrilmasi karboksil gruplu veya karboksil/fosfat karisimi iceren

sabit fazlarda gergeklesmektedir. (Jensen et al., 1993)



T, (min)

Metansiilfonat Mobil | Katyon Lityum | Sodyum | Amonyum | Potasyum | Magnezyu Kalsiyum
Fazi derigimi (mM) degistirici m
5 KSS-Graft | 11.7 13.8 19.8 23.1 Elute Elute
1 edilemedi edilemedi
VPA-Graft | 4.4 4.4. 5.7 52 Elute Elute
2 edilemedi edilemedi
S—-MA- 5.0 6.3 7.2 9.8 Elute Elute
Graft 3 edilemedi edilemedi
10 KSS-Graft | 5.5 6.4 8.2 9.3 Elute Elute
1 edilemedi edilemedi
VPA-Graft | 3.0 3.0 3.6 34 Elute Elute
2 edilemedi edilemedi
S—-MA- 2.8 3.3 3.5 4.2 6.5 7.6
Graft 3
25 KSS-Graft | 3.1 3.6 4.4 5.0 Elute Elute
1 edilemedi edilemedi
VPA-Graft | 2.5 2.5 2.7 2.7 9.7 13.2
2
S—-MA- 2.2 2.5 2.5 2.7 2.7 2.7
Graft 3
100 KSS-Graft | 2.2 2.2 2.4 24 13.2 22.8
1
VPA-Graft | 2.2 2.2 2.2 2.2 2.7 2.9
2
S—-MA- 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.4
Graft 3

Cizelge 5 Mobil faz derisiminin segicilik Uzerindeki etkisi




Anyon ve katyon degistiricilerdeki farkli fonksiyonel gruplarin secicilige etkisi
arastinimistir.(Pohl et al., 1997) Calismada yapilari Sekil 8'de verilen trimetilamin
(TMA), dimetiletilamin (DMEA), dimetilalilamin (DMAA) ve dimetilaminopropen
(DMAP) fonksiyonel gruplar kullaniimigtir

CH,
|

TMA N — CH,
|
CH,

CH,
|

DMEA N — CH,CH,
|

CH,

CH,
|
DMAA N — CHCH = CH,
CH,

CH,
|
DMAP N — CH,C = CH
|

CH,

Sekil 8 Trimetilamin (TMA), dimetiletilamin (DMEA), dimetilalilamin (DMAA) ve

dimetilaminopropen (DMAP)’ 1n molekuler yapisi

Calismada kullanilan 4 farkh amin gruplu fonksiyonel grup iceren sabit faz
kompozisyonlari Cizelge 6’da, bu sabit fazlar icin kullanilan 3 mM sodyum
karbonat mobil faz ile 2 ml/dak akig hizinda elde edilen kromatografik

performanslar Sekil 7’ de verilmektedir.

Bu 4 farkli sabit fazin c¢apraz baglayici miktarlari  ve su igerikleri aynidir.
Dolayisiyla hidrofobik gruplar iceren sabit fazlar icin su igeriginin sabit faz seciciligi

uzerinde bir etkisi bulunmadigr kaydedilmistir.



Parametre Dolgu Dolgu Dolgu Dolgu
Maddesi Maddesi Maddesi Maddesi

(1) (2) (3) (4)

Monomer VBC VBC VBC VBC

Fonksiyonel amin | TMA DMEA DMAA DMAP

grubu

Capraz baglayici DVB DVB DVB DVB

Capraz baglayici, | 5 5 5 5

kitlece %

Cikig lateks ¢api (nm) | 40 40 40 40

Aminli lateks ¢api (nm) | 71 73 77 75

Su, kutlece % 75 76 79 77

Cizelge 6 4 farkh fonksiyonel grup iceren sabit faz kompozisyonlari

Sekil 9(a) ve (b) kiyaslandiginda bir metil grubunun bir etil grubu ile degistiriimesi
ile bromar ve nitrat piklerinde gecikme oldugu ve piklerin fosfat pikinin gozlendigi
noktaya kadar kaydigi gozlenmektedir. Sekil 9(c)'de alilamin igeren grup igin
bromur ve nitrat piklerinin biraz ge¢ goézlendigi ve fosfattan daha sonra elute
oldugu gozlenmistir. 9(d)'de goruldugu Uzere ise propren grubunun yapiya
eklenmesi ile bromur ve nitratin fosfattan daha erken kolondan ayrildigi

g6zlenmistir.

Sonug olarak alkil grubundaki hidrojenler, sabit faz ile polarize olabilen anyonlar,
bromur ve nitrat gibi, arasindaki iliskide onemli rol oynamaktadir. Genel olarak
amin grubunun hidrofobitesinden bagimsiz olarak, fonksiyonel grubun buyukluGgu

arttikga hidrofilik polivalent anyonlarin, sulfat gibi, alikkonma slresi azalmaktadir.
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Sekil 9 Cizelge 6 kapsaminda sentezlenen 4 farkli tipteki anyon degistiricinin

kromatografik performanslari

Dusuk yuk yogunlugu nedeni ile buyuk fonksiyonel grup ile analit iyonlar
arasindaki cekimde azalma olmaktadir. Hidrofilik monovalent anyonlar, klorur gibi,
fonksiyonel grubun boyutundan daha az etkilenmektedir. Fonksiyonel grubun
bayuklugu arttikga bu tip anyonlarin alikonma suresi de belli belirsiz artmaktadir.
Daha fazla polarize olabile anyonlarin, bromdar, nitrat ve iyodur gibi, ayrilmasi sabit
fazin hidrasyonu 0Ozelligine baglidir. Sabit faz hidrofobik ise alikkonma suresi

artmakta, hidrofilik ise azalmaktadir.

IEC’yi ters faz sivi kromatografisinden ayiran en o6nemli nokta mobil fazi
degistirmekle segicilikte sadece belli oranda degisiklik elde edebilmektir.
Supresorlu IEC’de segicilik farki sabit faz degisikligi ile elde edilebilmektedir. Bu
durum genellikle stpresorlu IEC’de genis aralikta segicilik farkliligi olusturabilmeye
olanak saglar. Supresorli IEC’de seciciligi etkileyen ve mobil faza ait 4 6nemli
faktor;

a. Mobil faz iyonunun secimi
b. Mobil faz derisimi, pH degeri

C. iyonik olmayan mobil faz dizenleyicilerin kullanimi



d. kolon sicakligidir.

Yukarida tanimlanan (1) nolu denklemdeki iyon degisim seciciligi katsayisi; sabit
faz ile mobil faz iyonunun yer degistirebilme arahigini belirler. Dolayisiyla alikonma
suresi ve segicilik, mobil faz iyonu ve sabit faz arasindaki iliski degistikce degisim

gOsterecektir. Bu iligskiyi nedeni ile segiciligi etkileyen ana faktorler;
1. Hidrasyon entalpisi

2. Hidrasyon entropisi

3. Polarize olabilme

4. Valans degeri

5. Mobil faz iyonunun buyukliga ve yapisini igerir.

Dolayisiyla supresorli IEC’de mobil faz se¢imi mobil faz iyonlarinin stpresérden

gegtikten sonra baskilanmasi nedeni ile sinirlanmaktadir.

Anyonlarin analizinde, mobil faz anyonu zayif iletken asit olugturmaya hazir olmall,
bu anyon mobil fazin baskilanmasi neticesinde siipresérden gelen H* ile yer
degistirebilir oldugu surece sabit fazdan gelecek analit anyonunu elute

edebilmelidir.

Katyon analizinde bu durumun tam tersi gecerlidir. Mobil faz katyonu zayif iletken
baz olusturmaya hazir olacak sekilde hidroksil gruplara sahip olmali, bu katyon
supresdrden gelen OH ~ ile yer degistirebilir oldugu slre iginde sabit fazdan
gelecek analit katyonunu ayirabilmelidir. Hidroksit, borat, bikarbonat, karbonat
iyonlarini ayrigtirmada kullanilacak ve bu sartlari kargilayan mobil faz katyonunun
sodyum oldugu belirtiimektedir. (Weiss, J.,1995)



Karbonat ve bikarbonat karisimlarinin da stpresorit IEC’de siklikla kullanildidi
bildiriimektedir. Katyonik analitler igin siklikla kullanilan mobil fazlar; nitrik asit,

sulfirik asit veya metansulfonik asit gibi kuvvetli asitlerdir.

Anyon degistiriclerde mobil faz dedistiriimesinin segicilik Uzerindeki etkisi
incelenmistir. (Jensen, 1993) Sekil 10°’da karbonat/bikarbonat mobil fazina p-
siyanophenol’'in eklenmesinin anyon secicilik Uzerindeki etkisi gorulmektedir.

Calismada Dionex PAX-100 kolonu kullaniimigtir.

14 14, 45

us 1

dk
(b}
(a) p-siyano-fenol icermeyen 3mM sodium carbonate—4 mM sodium bicarbonate eluenti
(b) 1.0 mM p-siyanophenol iceren 3mM sodium carbonate—4 mM sodium bicarbonat eluenti

Sekil 10 Karbonat/bikarbonat eluentine p-siyanophenol’'iin eklenmesinin anyon

secicilik Gzerindeki etkisi

p-siyanophenol, hidrofobik iyon, mobil faza eklenmesinin hidrofilik anyonlarin
(florar, klorur, fosfat ve sulfat gibi) alikonmasi Uzerinde ¢ok zayif bir etkisi oldugu
gozlenmigtir. Ancak p-siyanophenol’'in varligi nitrit, bromadr ve nitrat anyonlari
uzerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Mobil faza hidrofobik iyonlarinin eklenmesi bu
anyonlarin daha etkin bir bigimde yer degistirmesiyle sonuglanmaktadir, nitrat

iyonu p-siyanophenol’in varligindan en fazla etkilenen anyon olarak gézlenmistir.



Nitrat'in VBC-DVB bazlh reginelerde alikonma stresi artmaktadir, bu durum
nitratin 1 elektron bulutlar ile polimerik yapinin aromatik halkasi arasindaki ozel
iliski ile aciklanmaktadir. (Slingsbye et al., 1988) Aromatik p-siyanophenol 1T
orbitalleri ile nitrata gore daha fazla iliskiye girebilir, sonug olarak nitratin alikonma

suresi nitrit ve bromure gore daha da azalmistir.

Mobil faz derisimi ve pH degerinin segicilik Uzerindeki etkisi de bir ¢alismada
incelenmistir. (Christofer et al., 1997) Mobil faz derigimi, (1) nolu denklemden de
gorulecedi Uzere, iyon degisim dengesi Uzerinde etkili yaratarak alikonmayi
etkiler. Mobil faz iyon derigimi arttikga, mobil faz sabit fazdaki analit iyonlari ile
daha etkin bir bicimde yer degistirir ve elisyon suresini kisaltir. Sekil 11’de mobil
faz olarak kullanilan karbonat/bikarbonat derisiminin anyon segiciligi Uzerindeki
etkisi gortulmektedir. Yapilan calismada Dionex AS4ASC kolonu kullaniimistir.
Eluent akis hizi; 2 ml/dak olup, anyon karisimi; (1) flortr, (2) klortr, (3) nitrit, (4)
bromdir, (5) nitrat, (6) fosfat, (7) sulfat icermektedir.

Sekil 11'de sunulan kromatogramlarda goruldugu Uzere; mobil faz iyonik gucu
arttikca tum analiz alikonma slresi azalmaktadir. Ancak mobil fazin iyonik glcu
arttikga divalent anyonlarin (nitrat/fosfat ve nitrat/sulfat) segiciliginde o6nemli
degisiklikler gozlemlenmektedir. Ayirmada mono ve divalent anyonlarin
seciciliginin degistiriimesinde mobil faz derisiminin degistiriimesi stratejisi 6zellikle
IEC’de uygulanmaktadir. Bu durumun o6zellikle hidroksit mobil fazlarinin
kullaniminda gecerli oldugu bildiriimektedir. (Rocklin et. al., 1987, Toofan et al.,
1997)

Bir bagka calismada eluent derisiminin anyon segiciligi Uzerindeki etkisi
arastinimistir. (Barron et al.,, 1984 ) IEC ile yapilan galismada lonPac AG22,
AS22, 4 mm kolon kullaniimistir. Mobil faz olarak EGC-II
sodyumkarbonate/elektrolit pH dizenleyici (EPM) kullaniimigtir. Her iki analizde de
ayni sabit faz kullaniimig, mobil faz derigimleri degistirilmistir. Calisma; mobil faz
akis hizi 1.2 mbL/min, sicakhk: 30 °C, Analit hacmi: 25 puL kosullarinda

gerceklestiriimistir. Elde edilen kromatogramlar Sekil 12’de sunulmaktadir.
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(a) 1.8 mM sodyumkarbonat—1.7 mM sodyumbikarbonat,
(b) 2.7 mM sodyumkarbonat —2.6 mM sodyumbikarbonat,
(c) 3.6 mM sodyumkarbonat —3.4 mM sodyumbikarbonat,
(d) 4.0 mM sodyumkarbonat —1.5 mM sodyumbikarbonat,

Sekil 11 Mobil faz olarak kullanilan karbonat/bikarbonat derisiminin anyon

seciciligi Uzerindeki etkisi
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Pikler: 1. Florur, 2. Klorur, 3. Nitrat, 4. Karbonat, 5. Fosfat 6. Sulfat
Eluentler: (A) 4.5 mM Sodyumkarbonat/ 0.5 mM Sodyumbikarbonat

(B) 4.5 mM Sodyumkarbonat / 3.5 mM Sodyumbikarbonat
Sekil 12 Eluent (mobil faz) derigsiminin anyon segiciligi Uzerindeki etkisi

Mobil faz pH’inin artmasi ile karbonat pikinin alikkonma suresi azalmis oldugu ve
klorlr ile nitrat pikinin arasindan goézlendidi ayrica fosfat ve siulfat segiciliginin

arttigi, fosfatin alikonma suresinin de azaldigi bildiriimektedir.

2.3.2.4. iyon Degisim Kromatografisi Uygulama Alanlari

(Internet: Dowex, Fundamentals of lon
Exchangehttp_ www.dow.com_PublishedLiterature_dh_0032_0901b803800326ca.pdf f
ilepath=liquidseps_pdfs_noreg_177-01837.pdf)

2.3.2.4.1. Su yumusatma

Ozellikle kalsiyum ve magnezyum iceren sert sularin birgok olumsuz ydénleri vardir.

Sert su bir katyon degisim reginesinden gegirilir ve yumusatilir;
2RNa*+Ca®* __ | R,Ca? +2Na'(2)

Recinenin rejenerasyon iglemi 8-12% sodyum klortr g¢ozeltisinin regineden

gecirilmesi ile saglanir;
R,Ca** +2Na* ___ | 2RNa*+Ca? (3)
2.3.2.4.2. Dealkalizasyon

Birgok endustri proseslerde kullanmadan 6nce suyun alkalinite ve sertliginin
giderilmesini gerektirir. Dealkalinizasyon igleminde iyon degisim prosesini iceren 2

ana proses mevcuttur,;

a. Ham su bir zayif asit reginesinden gegcirilerek ham suda ¢ézunmus katilarin

uzaklastiriimasi saglanir.



b. Klorar anyonunun dealkalinizasyonu ise ham suyun anyon degisim
reeginesinden gegirilmesi suretiyle klorlr iyonunun uzaklastiriimasi iglemi ile

saglanir.
2.3.2.4.3.Deminerilizasyon

lyon degisim deminerilizasyon islemi hem anyon hem katyon recinelerinin
kullanimini gerektiren 2 agsamali bir prosestir. Ham su dncelikle kuvvetli asit katyon
degisim recginesinden gegirilir;

RH* +K* —— » RK+H" (4)

K*; Na*, Ca %, Mg % gibi ortak katyonlari temsil etmektedir. Bu katyon karisimi
bir anyon degisim recinesinden gegcirilir ve katyonlarin OH" iyonlari ile yer

degistirmesi saglanir;
ROH +A° — 3 RA+OH (5)
A’;Cl~, S04 ve NO 3 gibi ortak anyon karisimini temsil eder.

Katyon degisim recinesinden gelen H® anyon recinesinden gelen hidroksit

iyonlarini notralize eder;

H* + OH — » HO (6)
Sonug saf su eldesidir.
2.3.2.4.4.Ultra saf su eldesi

Ultra saf su ihtiyaci 6zellikle “yari iletken endustrisinin” ihtiyacidir. Tek kolonlu veya
iki kolonlu sistemler ayrica ters osmos prosesi ultra saf su eldesinde

kullaniimaktadir.
2.3.2.4.5.Nitrat Uzaklastirma

Nitrat icerigi fazla olan kirli sularin saflastirilmasinda kullanilir. Bu amag igin klorur
iyon formunda c¢alisan kuvvetli baz anyon dedistirici regineler basariyla

kullaniimaktadir.



2.3.2.4.6.Atik Aritimi

Nukleer guc fabrikalarinda c¢evreye salinbilecek ve atik suda eser miktarda

bulunan Radyoaktif atiklarin aritiminda kullaniimaktadir.
2.3.2.4.7.Saflagtirma

lyon degisim yontemi kirletme 6zelligine sahip asitlerin, alkalilerin, tuzlarin veya
organik maddelerin uzaklastirlmasi amaciyla da kullaniimaktadir. Buna 50%
formaldehit ¢ozeltisinden formik asitin uzaklastirilmasi, metanolden aminlerin

ayristiriimasi iglemleri érnek verilebilir.
2.3.2.4.8.Kurutma

lyon degisim recinelerinden 6zellikle kuru haldeki kuvvetli asit katyon degistiricileri
kurutucu  olarak  kullanilabilmektedir.  Ozellikle  hidrofobik  solventlerin
kurutulmasinda kullanimlari basarihdir. Seker ayirma ve saflastirma islemlerinde

de recine uygulamalari mevcuttur.
2.3.2.4.9.Kromatografik Ayirma

Ozellikle seker endustrisinde sakros, glukoz, fruktoz, sorbitol ve manitol gibi
bilesenlerin saflastiriimasinda kullaniimaktadir.Ayrica gliserolden tuz ayirma ve

amino asit ve ¢esitli organik asitlerin saflastirlmasinda da kullaniimaktadir.
2.3.2.4.10. ilag ve Fermentasyon

lyon degisim recineleri ilacin tasinmasi ve yavas salinim islemlerine de
uygulanmaktadir. Ayrica birgok fermentasyon ve biyoteknolojik islemlerde
uygulanmaktadir ki buna; antibiyotiklerin isolasyon ve saflastirma igslemlerini 6rnek

verebiliriz.
2.3.2.5.iyon Degisim Kromatografisi (IEC) Sistemleri

IEC sistemleri; mobil faz, pompa, analit enjeksiyon kanali, 6n kolon, ayirma
kolonu, supresor, detektor, veri toplama ve analiz birimlerinden olusmaktadir.
(Statler, 2001) Analitin sisteme enjeksiyonu 6ncesinde standart bir c¢ozelti ile

sistemin  kalibrasyonu vyapilir. Standart ¢oOzelti ve analitin  verilerinin



kargilastiriimasi ile analit igerigi saglikl bir bicimde degerlendirilir. Veri toplama ve
analiz sistemi ki bu uygun yazilimin kullanildigi bir bilgisayardir, zamana kargi
iletkenlik degerini veren bir kromatogram olusturur. Asagida bu sisteme ait

birimlerin detayli agiklamasi verilmektedir.

a. Mobil Faz: Mobil faz analit iyonlarini ayiran ve analiti sistem boyunca tasiyan
sivl bir maddedir. Deneylerin yapildigi ICS 1000 iyon Degisim Kromatografisinde
kullanilan mobil faz isokratik tagsima sistemidir, yani sistem caligtigi strece mobil
faz komposizyonunda ve derisiminde herhangi bir degisim sb6z konusu

olmamaktadir.

b. Pompa: Mobil fazin sistem boyunca hareket etmesini saglayan alt sistemdir.

c. Analit Enjeksiyon Kanali: Analitin sisteme manuel veya otomatik olarak

verildigi kisimdir.

d. On-Ayirma Kolonu: On kolon ayirma kolonunu kirletebilecek safsizliklarin
analit ve mobil fazdan ayrilmasini saglayan kisimdir. Ayirma kolonu ise mobil faz
ve analitin iyon degisimi ile iyonlarinin ayristigi kisimdir. Kolon igindeki sabit
fazdaki fonksiyonel gruplar ile analit ve mobil faz iyonlari arasinda iyon degisiminin
gerceklestigi bolumdir. Pompa yardimi ile tasinan mobil faz 6n ve ayirma

kolonlarina ulasir.

e. Supresor: Mobil faz iletkenliginin baskilandigi, analit iyonlarinin iletkenliginin

algilanmasinin artirlmasina neden olan kisimdir.

f. Dedektor: Analitin fiziksel ve kimyasal yapisina bagli olarak analit iyonlarinin

olusturduklari elektrik iletkenligini olger ve bir iletkenlik hicresi ihtiva eder.

g. Veri Toplama ve Analiz: iletkenlik hiicresi iletkenlik sinyalini veri toplama
sistemine iletir. Veri toplama sistemi, iyonlarin pik alanlari ve pik yukseklikleri
temelinde alikonma surelerini, ¢cozunurltklerini ayni zamanda kolon yuksekligini,

kolon tabaka sayisini vb tespit eder ve kromatogramlari olusturur.



lyon degisim kromatografisinde en yaygin olarak kullanilan iyon tespit sekli
supresorlu iletkenlik dlgimudur. Stpresorun temel fonksiyonu mobil fazin iletkenlik
dedektorune ulagsmadan 6nce mobil fazin iletkenliginin indirgenmesi ve boylelikle

analite ait iletkenlik sinyallerinin arttirimasidir. (Haddad et al., 2003)

Supresorsuz iletkenlik metodlari da siklikla kullaniimaktadir. Bu tur sistemlerde
mobil faz olarak genellikle benzoat, fitalat veya diger kismi olarak iyonlasabilen
turler kullaniimaktadir. IEC sistemlerindeki gelismelere paralel olarak metodoloji ve
enstrumentasyonda da birgok gelisme gergeklesmektedir. IEC sistemlerinde
kullanilan iletkenlik dedektérleri inorganik anyon analizine 2 temel avanta;
getirmektedir. ilki tim iyonlarin elektrik iletken olmalari nedeni ile bu dedektérlerin
tum iyonlara cevap verebilir nitelikte olmasi ikincisi ise uretim ve kullanimlarinin

basit olmasidir.

iletkenlik siipresdrlerinin calisma prensibinin anlagilmasi igin; tamamen iyonize
olabilen bir mobil faz ve analit disunuldiginde mobil fazin analiti tagimasi

esnasinda olusan iletkenlik asagidaki formullerle tanimlanmaktadir.

_ (Ag+ +Ag ) Ce )
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Gg: Mobil faz iletkenligi
Ge:Kolon ¢ikis iletkenligi
AG: Kolon ¢ikis esnasindaki iletkenlik degisimi

Bu denklemlerde; Mobil faz E* E~ ile tanimlanmakta, analit anyonu ise S~ ile

tanimlanmaktadir.



A s-, A g+, A g analit iyonlarinin iyonik iletkenliklerini tanimlamaktadir. Cs ve Cg
analit ve mobil faz iyonlarinin derigimini tanimlamaktadir. K iletkenlik htcre sabiti

olup birimi cm ™.

AG = GElution - GBzckgmur_d
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Analitin elisyonu esnasindaki iletkenlik degisimi (4) nolu denklem ile
tanimlanmaktadir. Bu denkleme gore iletkenlik sinyali analit derigsimi (Cs) ile

orantilidir ve analitin mobil fazdaki iyonlagsma derecesi (Is) arttikga artmaktadir.

(4) nolu denklemden gorilecedi tzere analit ve mobil faz ayni oldugunda iletkenlik
farki sifirdir. Stpresorsuz iyon degisim sistemlerinde dedektor sinyali, Ie azaldikga,
artmaktadir. Dolayisiyla az iyonlagabilen mobil fazlar, kuvvetlice iyonlasanlara
gbre daha hassas tespit edilebilirler. (Gjerde et al., 1979) Yapilan calisma
sonucunda benzoik asit mobil fazlarinin potasyum benzoat mobil fazlarina gére

daha hassas bir sinyal verdigi kanitlanmigtir.

Bir analitin kolonda taginmasi esnasindaki iletkenlik degisimi 4 nolu denklem ile
hesaplanmaktadir. Stpresorlerin fonksiyonlarini agiklama amaciyla asagidaki
ornegdi incelenmigtir; (Haddad et al., 2003) 10 mg/lt CI" ¢ozeltisi IEC sistemine
enjekte edildiginde ¢ozelti beste bir oraninda seyrelmektedir. Boylece CI™ derigimi
2 mgl/ltye dismektedir. Dedektdr icin 10 cm ' degerinde bir hiicre sabiti
varsayilmigtir, iletkenlik degisimi 3 farkli tipte mobil faz i¢cin hesaplanmistir. Mobil
faz derigimleri sirasiyla 1mM potasyum benzoat, 1 mM sodyum bikarbonat ve 1
mM sodyumhidroksit olarak belirlenmistir. Her mobil faz icin iletkenlik degisimi

hesaplanmis olup sonuglar Cizelge 8’ de sunulmaktadir.

Elde edilen sonuglara gére benzoat mobil fazi en uygun sonucu vermektedir.
Karbonat mobil fazi en dislik cevabi vermektedir. Hidroksit mobil fazi ylksek bir
iletkenlik degisimi gostermekte ancak negatif bir sonu¢ vermektedir. Boylelikle
benzoat mobil fazi direk iletkenlik 6lcumu igin uygundur ki bu mobil fazin
supresorsiz sistemler icin uygun oldugu gorilmektedir. Hidroksit mobil fazi dolayli
iletkenlik  6lcimu icin  uygundur, hidroksit stpresorsiz IC sistemlerde

kullanilmaktadir, bikarbonat eluenti ise en dusuk degeri vermektedir.



Mobil Faz iletkenlik Dedektér Modu
iletkenligi (uS) ° degisimi, (AG),
Mobil Faz Tipi Siipresyon
(uS)
1 mM KBz ? yok 10.6 0.25° Direk
1mM NaOH yok 24.8 -0.86° Dolayh
1 mM NaHCO; yok 9.5 0.18° Direk
1mM NaOH var 0 24° Direk
(stpresorll)
1 mM NaHCO; var 0.4 24° Direk
(sUpresorli)

a [

Bz: benzoat anyonu, ° (1) nolu denklemden hesaplanmistir.,
hesaplanmistir, d (9) nolu denklemden hesaplanmistir.

(3) nolu denklemden

Cizelge 7 10 mg/lt CI" ¢ézeltisinin farkll eluentler karsisindaki iletkenlik degisim degerleri

Hidroksit mobil fazlarinda hidroksit iyonlari suya, bikarbonatli mobil fazlarda ise
bikarbonat iyonlari zayif iletkenlikli karbonik asite donlUsmektedir. Boylelikle
Cizelge 8'de gosterildigi Uzere mobil fazin iletkenligi baskilanmis olur. Mobil faz
baskilamanin en uygun sekli mobil fazi hidrojen formundaki bir katyon
degistiriciden gecirmektir. Sipresordeki mobil faz reaksiyonu (5) Nolu denklemde

verilmektedir., Analitteki CI" reaksiyonu ise(6) Nolu denklemde verilmektedir.,

Regine -H* + Na* HCOy Regine- Na® + H,CO3  (5)
Recine -H* +Na* +CI <~ Recine-Na* +H" + CI'  (6)

(5) ve (6) nolu reaksiyonlarin sonucu olarak, mobil faz iletkenligi azalirken analit
iletkenligi sodyum iyonlarinin (A + = 50 S cm? equiv ') hidrojen iyonlari(A + = 350 S
cm? equiv ") ile yer degistirmesi neticesinde artmaktadir. Boylelikle analitteki CI

iyonunun tespiti oldukg¢a kolaylagmaktadir.




lyon degisim kolonu éncesinde yer alan ve mobil faz iletkenliginin indirgendigi
kolonlar gerceklesen reaksiyonlar supresyon reaksiyonlari olarak

adlandirilmaktadir.

3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda kuaternum fonksiyonel gruba sahip monodispers ve gozenekli
polimerik partikuller iceren iyon degisim kromatografisi kolon dolgu maddeleri
gelistirimistir. Bu calisma kapsaminda gelistirilen partikiiller iyon degisim
kromatografisi (IEC) modunda anyon degistirici kolon materyali olarak basariyla

kullaniimistir.

Tez iki bolimden olusmaktadir. ik bélimde iyon degisim kramotografisi igin
kullanima ydénelik monodispers ve gozenekli partikiiller sentezlenmistir. ikinci
bolimde ise bu partiklllerin iyon degisim kromatografisindeki performanslari

arastiniimistir.

Deneysel calismalar kapsaminda Dionex ICS 1000 kodlu Iyon Degisim
Kromatografisi Cihazi kullaniimistir. Sistemde veri toplama ve degerlendirme igin
Chromeleon yazihmi kullaniimistir. Sekil 13’de sisteminin sematik gosterimi

verilmektedir.

Veri analizi | Iletkenlik

Hiicresi
F §
Eluent Supresor >
Ayirma Kolonu
Pompa [
On Kolon
\ 4 »
Analit Enjeksiyon
Kanal

Sekil 13 Iyon Degisim Kromotografi (IEC) Sisteminin Sematik Gosterimi



Cizelge 8de deneysel calismalarda kullanilan 1CS-1000 Ilyon Degisim
Kromatografisindeki pompa, dedektor ve iletkenlik hicresine ait teknik 6zellikler,

Sekil 14, 15 ve 16’da ise deneysel galismalarda kullanilan sistem fotograflari

verilmektedir.

Sekil 14 Deneysel calismalarda kullanilan 1CS-1000 lyon Degisim Kromatografi

Sistemi

Sekil 14’den gorulecedi Uzere sistem bir bilgisayar ve panel sisteminden
olusmaktadir. Panelin 6n ve arka goruntusu ile paneli olusturan pargalar Sekil 15
(a) ve (b) ve Sekil 16’da verilmektedir.



LIt

LED

GG 1t

Enjeks=ivan
anal

Sekil 15 (a) Panel 6n gorintusu
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Sekil 15 (b) Panel arka goruntisu
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Sekil 16 Paneli olusturan parcgalar

1975'de Small ve arkadaslarinin iyon kromatografisini kegiflerinden (Small et al.,
1975) bu yana inorganik iyonlarin kalitatif ve kantitatif analiz sekilleri de gelisim

gOstermektedir.



Pompa

Tipi Cift pistonlu, degisken hiz, 100 pyL/devir
Akis Hizi 0.0 ila 5.00 ml/dak araliginda,

1.0 Optimum calisma aralgi; 0.4-2.0 ml/dak
Akis dogrulugu Optimum kullanim araliginda; < %1

Operasyon basinci

35 Mpa (5000psi), max.

Yuksek Basing Limiti

0.7-34.4 Mpa (100- 5000 psi)

Dusuk Basing Limiti

0.0-33.7Mpa (0-4900 psi)

Gecikme hacmi < 800 pL

Dedektor

Calisma araligi 0-15000uS

Temperature %17/ C

Compensation

Cell Drive 8 kH

Lineerlik % RSD<% 5’den 800 uS’e kadar

Is1 Degistiricili iletkenlik Hiicresi

Hucre govdesi PEEK

Elektrodlar 316 paslanmaz celik, passivated
Aktif Hacim 1.0 uL

Operasyon sicakligi |30 C-55 C

Maksimum Basing 2 Mpa (300psi)

Cizelge 8 Deneysel calismalarda kullanilan ICS-1000 lyon Degisim Kromatografisi
sistemine ait teknik 6zellikler

3. 1. lyon Degisim Kromatografisi icin Kolon Materyallerinin Uretimi
Bu kapsamda oncelikle gok basamakli mikrosuspansiyon polimerizasyonu yontemi

GMA c¢ikis

edilmistir. Bu partikullerin sentezinde kullanilan yontem asagida detayli olarak

kullanilarak monodispers ve poli(glisidilmetakrilat), lateksi elde

aciklanmaktadir.
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) kullaniimigtir. Baslatici olarak 2-2’-
azobisizobiitironitril (AIBN, BDH Chemicals LTD., ingiltere) kullaniimistir. AIBN
kullanilmadan once etanol ile kristalize edilmistir. Sterik stabilizor olarak da
polivinilprolidon K-30 (Mr:40000, PVP K-30, Sigma Chemical Co., ABD)
kullaniimistir. Monomer olarak kullanilan GMA (GMA, Yarpet , Kocaeli, Turkiye)




vakumda distile edilip saflastiriimis ve polimerizasyonda kullanilincaya kadar

buzdolabinda bekletilmistir.
3.1.1.2. Cikis Lateksinin Uretim Yéntemi

GMA c¢ikis lateksi dispersiyon polimerizasyonu ydntemiyle Uretilmistir. Agzi
sizdirmaz cam kaplarda gergeklestirilen polimerizasyonda, dagitma ortami olarak
etanol-su ¢ozeltisi (60/40 mL/mL) kullaniimigtir. PVP K-30 dagitma ortaminda
¢ozulmustur. Uygun hacimdeki GMA monomeri ve baglatici olarak kullanilan
AIBN’de dagitma ortamina eklenmistir. Polimerizasyon 70°C sicaklikta 24 saat
sureyle, 120 cpm calkalama hizinda gergeklestirilmistir. Poli(GMA) c¢ikis lateksi
sentezi icin kullanilan polimerizasyon kosullari Cizelge 9da verilmigtir.
Polimerizasyon sonrasinda urun oda sicakligina sogutulmustur. Elde edilen ¢ikis
lateksi 5000 rpm’de yaklasik 5 dakika boyunca santrifljlenmistir. Santrifij sonrasi
sivi kisim atilmis ve ¢oken partiklller Uzerine distile su eklenerek, partikuller sulu
ortamda dispers edilmigtir. Elde edilen yeni dispersiyonla santrifijleme-

dekantasyon islemi 3 kez tekrar edilmistir.

Bilesen Miktar
Etanol (ml) 30
PVP K-30 (g) 0.4
GMA(mI) 3
AIBN (g) 0.24

Polimerizasyon Kosullari

Sicaklk (°C) 70
Polimerizasyon suresi (saat) 24
Calkalama hizi (cpm) 120

Cizelge 9 Monodispers formda poli(GMA) cikis lateksi sentezi i¢in dispersiyon

polimerizasyonu kosullari




Son santrifij basamaginda c¢oken partikiller yaklasik 100 ml su igerisinde
dagitilarak ve ortalama partikil boyutu 2,5 pm olan monodispers poli (GMA) ¢ikis
lateks partikulleri elde edilmigtir. .

3.1.2. Cok basamakh mikroslispansiyon polimerizasyonu yontemi ile
monodispers gozenekli 3, kloro-2, hidroksil propil metakrilat-co-etilen glikol
dimetakrilat (poli (HPMA-Cl-co-EGDMA) mikrokiirelerin sentezi ve

fonksiyonellestirilmesi

Bu sentezde monomer olarak (HPMA-CI) ¢apraz baglayici olarak ise EGDMA
kullaniimaktadir. Calismada c¢ikis materyali olarak, dispersiyon polimerizasyonu
ile sentezlenen 2.5 ym boyutunda monodispers poli(glisidiimetakrilat), poli(GMA)
lateks partikuller kullaniimaktadir. Monodispers poli(GMA) partikuller ilk basamakta
su bazli emdllsiyon ortami igerisinde solvent igeren bir organik faz ile
sisiriimektedir. Takiben ayni ortamda partikiller monomer ve ¢apraz baglayiciyi
iceren organik faz ile sisiriimekte ve sonraki basamakta ise monomer fazi sismis
partikuller icerisinde polimerize edilerek, monodispers ve gozenekli formda poli
(HPMA-CI-co-EGDMA) partikullerin eldesi saglanmaktadir.

Turevlendirme basamaginda ise poli(HPMA-CIl-co-EGDMA) partikuller trietilamin
(TEA) ile fonksiyonellestiriimistir. Poli(HPMA-CI-co-EGDMA) partikullerin
sentezine ait reaksiyon Sekil 17°de, poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) partikullerin
trietilamin (TEA) ile fonksiyonellegtiriime reaksiyonu ise Sekil 18’de verilmekte olup

yontemin detayi ise asagida sunulmaktadir.

CH, 0 O
H-C
H, GJ\H/O\/\Q)JYCHE + 2 ﬁ)LO/Y\C
o) CH; CH OH
Etilendimetakrilat, 3-klor-2-hidroksipropilmetakrilat,
EGDMA 1 HPMACI

‘—CHZ— cl

Poli(HPMACI-co-
EGDMA)

Sekil 17. Poli (HPMA-CI-co-EGDMA) partikillerin sentezine ait reaksiyon



Hg,‘::W THF

—CH,—Cl  + — —CH,N* -

‘ 2 N\/CHS 40°C ‘de 24 CHZN (CH3)3CI
saat

CH, Poly(HPMACI-co-EGDMA)-TEA
Trietilamin, TEA

Sekil 18 Poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) partiklllerin  trietilamin  (TEA) ile
fonksiyonellestiriime reaksiyonu

3.1.2.1. Materyal

Cok basamakli polimerizasyon yonteminde ilk basamakta organik ajan olarak
etilbenzen (EB, Aldrich Chemical co., ABD) kullaniimistir. Anyonik emdulsiyon
yapicl madde olarak sodyum dodesil sulfat (SDS, Sigma Chemicals Co., ABD)
kullaniimistir. Polimerizasyonda monomer ve ¢apraz baglayici olarak sirasiyla 3-
kloro-2-hidroksipropilmetakrilat (HPMA-CI, Aldrich Chemicals Co., ABD) ve
etilenglikoldimetakrilat (EGDMA, Aldrich Chemicals Co. ABD) kullaniimistir.
Basglatici olarak kullanilan benzoilperoksit (BPO, Aldrich Chemicals Co., ABD)
kullanilmadan once etanol ile kristalize edilmigtir. Stabilizor olarak polivinil alkol
(PVA, MA: 87000-146000, %87 hidrolize , Aldrich Chemicals Co., ABD)
kullaniimistir. Batin deneylerde distile su kullaniimigtir. S6z konusu partikuller 3

basamakli sentez yontemi ile Uretilmistir.

3.1.2.2.Monodispers gozenekli poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) mikrokurelerin

uretim yontemi

Monodispers go6zenekli poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) mikrokureler 3 basamakl
polimerizasyon yontemi ile sentezlenmistir. Bu yontem ile sentezlenen 6 farkli tip
partikile ait kolon numaralari ile partikil sentezinde kullanilan kimyasallar ve

miktarlari Cizelge 10’ da verilmektedir.



Kolon | Poli(GMA) | EB | HPMA-CI | EGDMA %25 SDS BPO | PVA
No cikis (ml) (ml) (ml) Cozeltisi (ml) | (g) | (g)
lateksi (g)
1 0.3 25 25 2.5 50 0.3 0.8
2 0.2 25 25 2.5 50 0.3 0.8
3 0.3 2 25 25 50 0.3 0.8
4 0.3 3.0 25 25 50 0.3 0.8
5 0.3 25 2.0 3.0 50 0.3 0.8
6 0.35 25 25 25 50 0.3 0.8

Cizelge 10 6 farkh tip partikile ait kolon numaralari ile partikil sentezinde

kullanilan kimyasallar ve miktarlari

Poli(HPMA-CI-co-EGDMA) mikrokUrelerin 3 basamakli  Uretim ydntemine ait
detayl bilgi agsagida verilmektedir.

1. Basamak

Organik ajan olan etilbenzen (EB) %25’lik sodyum dodesil sulfat (SDS, Sigma
Chemicals Co., ABD) sulu faz icinde ultrasonikasyon yoluyla dispers edilmigtir.
Elde edilen emdilsiyona 2.5 um boyutunda monodispers poli(GMA) partikiller
eklenmistir. Sonug dispersiyon diluent iceren organik fazin partikullere transferi
amacl ile oda sicakhdinda 24 saat sureyle manyetik olarak 250 rpm hizda

karistiriimistir.
2. Basamak

HPMA-CI, EGDMA ve BPO igeren organik faz 50 ml %25’lik sodyum dodesil
sulfat (SDS) sulu fazi icinde dispers edilmistir. Elde edilen bu dispersiyon ilk
basamakta elde edilen dispersiyona eklenerek monomer fazinin poli(GMA) cikis

lateksi icine difizyonu saglanmistir.




3. Basamak

2. basamak bitiminde sismis partikuller icerisinde polimerizasyon, stabilizor olarak
PVA eklenmesi ile galkalamali su banyosunda 24 saat siireyle 70 °C’de 120 cpm

¢alkalama hizinda yapilmistir.

3.1.2.3.Monodispers go6zenekli poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) mikrokiirelerin

trietilamin (TEA) ile fonksiyonellestiriimesi

3. basamak sonunda elde edilen monodispers gozenekli poli( HPMACI-co-
EGDMA) 25 ml hacimce % 30 TEA igeren, TEA-THF c¢ozeltisine eklenerek
40°C’de, 24 saat, 120 cpm calkalama hizinda karistiriimistir. Elde edilen partikdller
sirasiyla THF, etanol ve su ile yikanmistir. Bu islem sonunda poli(HPMA-CI-co-
EGDMA)-TEA kolon dolgu maddeleri elde edilmigtir.

3.1.3.Monodispers Gozenekli Partikullerin Karakterizasyonu
3.1.3.1.Taramal Elektron Mikroskobu (Scanning Electron Microscope, SEM)

Monodispers ve gozenekli partikullerin ortalama partikul boyu ve boy dagilimi
taramali elektron mikroskopu (Scanning Electron Microscope, SEM) (JOEL, JEM
1200EX, Japan) ile tayin edilmistir. Bu amagla 0.1 ml partikdl dispersiyonu, ornek
diski Uzerine konularak, vakum ortaminda 50°C’de kurutulmustur. Partikuller
vakum altinda yaklasik 150 angstrom kalinhginda altin ile kaplanmig, 4000X ve
25 000X buyutme ile SEM cihazinda fotograflanmistir.

3.1.3.2. BET yuzey alani ve gézenek boyutu ol¢liim cihazi

Branauer-Emmet Teller (BET) cihazi (Quantachrome, Nova 2200E, ingiltere) ile
yapilan 6élcimler icin asagidaki yontem izlenmistir. Oncelikle partikiller 90°C’de 10
saat sureyle etivde vakum altinda kurutulmaktadir. Cihaz hicresine yerlestirilen
partikiller, BET sisteminde 90°C’de 3 saat sure ile vakumlanmaktadir. Her bir
analiz yaklasik 0.1 g kuru partikiil ile yapilmistir. Olgimler sivi azot igerisine
yerlestirilen érnek hicrelerinde gergeklestirimektedir. Olcim prensibi, partikiiller
uzerinden gegirilen azot gazinin partiktller tzerine adsorblanmasi ve adsorblanan
miktarin azot gaz basincindan hesaplanmasi temeline goéredir. YUzey alani

Olciminde BET adsorpsiyon izoterm ydntemi kullaniimistir.



3.1.3.3. FTIR-FTIR/DRS

Monodispers ve gozenekli partikuller, TEA ile fonksiyonellestiriimeden 6nce ve
TEA ile fonksiyonellegtiriidikten sonra yapiya TEA fonksiyonel grubun
baglandiginin tespiti amaciyla FTIR analizine tabi tutulmustur. Analiz partikdl

yuzeyi ve yigin yapi igin yapilmistir.
3.1.3.4. Ortalama gozenek boyutu ve gézenek boy dagilimi

Monodispers ve gozenekli partikullerin ortalama gbézenek boyutu ve gozenek boy
dagihmi ters-buyuklikge ayirma kromatografisi ile bulunmustur. Bu amagla
poli(HPMA-CL-co-EGDMA) partikllleri iceren 300x7.8 mm boyutlarina sahip
paslanmaz c¢elik kolon ve mobil faz olarak THF kullaniimistir. 700-2.000.000
molekul agirligr araliginda polistiren standart enjeksiyonu ile elde edilen piklerin
allkonma hacimleri kullanilarak, lietratirde tanimli bir algoritma ile ortalama

g6zenek boyutu ve boy dagilimi tayin edilmistir. (Tuncel, 2004)
3.2.Kromatografik Caligmalar
3.2.1.Kromatografik kolonlarin doldurulmasi

Anyonik liganda sahip monodispers gozenekli poli(HPMA-Cl-co-EGDMA)-TEA
partikiller distile su icerisinde dispers edilmis ve oda sicakhdinda saklanmistir.
Calismada orijinal IEC kolonu olarak bilinen 4 mm i¢ capina ve 250 mm uzunluga
sahip kompozit kolonlar (Dionex, ABD) kullaniimigtir. Bu kolonlarin dolumu sadece
distile su kullanimi ile yaklasik 200 atm basing altinda gergeklestiriimigtir. Dolum
islemi sonrasinda kolonlar yaklasik 1’er saatlik siUre ile analizlerde kullanilacak

mobil faz ile yikanmistir.
3.2.2. Kromatografik performans testleri

U¢ basamakli dispersiyon polimerizasyonu ile sentezlenen, Cizelge 10’da verilen
6 farkh tipteki kolon dolgu maddelerini iceren kolonlarin performanslari iyon

degisim kromatografisinde incelenmistir.

IEC sisteminde iyon degisim kromatografisi ile farkli karbonat/bikarbonat mobil faz

akis hizlarinda kromatografik performanslar degerlendirilerek mobil faz optimum



iletkenlik s

(bS)

akis hizi belirlenmistir. Ayrica farkli derisimdeki mobil fazlarin ve farkli mobil faz
tiplerinin kromatografik performanlari, supresorli ve suUpresorsuz kosullarda
iletkenlik  dedektorl

kaydedilmistir. Anyon analizi amaciyla yapilan testlerde Cizelge 11’de verilen

incelenmigtir. Kromatogramlar sistemde bulunan ile

anyon karigimi kullaniimigtir.

F (ppm) Cl'(ppm) NO2(ppm) | Br ™ (ppm) | NO;(ppm) | SO4 (ppm)

10 10 40 20 40 60

Cizelge 11 Anyon analizi amaciyla yapilan testlerde kullanilan anyon karigimi

Bu karisim literatirde iyon degistirici kolonlarin kromatografik performanslarinin ve
tayininde kullanilan standart bir karisimdir. Kromatografik deneylerde stpresorli
calismalarda mobil faz tipi olarak tetraborat 22 mM-borik asit 22 mM tamponu pH:
4 ve 10mM sodyum tetraborat ve farkli derigsimlerde NaHCO3/NaCOs3 ¢ozeltileri
kullaniimistir. Mobil faz derigiminin incelenmesi amaciyla NaHCO3/Na,CO3; mobil
0.1/0.4

deneylerde ise 0.9 ml/dak akis hizinda ftalik asit, tris (hidroksimetil aminometan)

fazi derisimleri ile 3/9 mM araliginda degistiriimistir. Slpresoérsiz

tamponu, pH: 4 kullaniimigtir. Elde edilen piklerin tanimlanmasi amaciyla
anyonlar tek tek analize tabi tutulmustur. Daha sonra karigim halindeki pikler ile

kargilastiniimistir. Sekil 19’da elde edilen kromatogram ile pikler tanimlanmistir.

L R (R 2 T AT 2R T L (B T 1 L
00 120 #0680 80 00 20 M0 H) 240

Zaman (dak)




Sekil 19 Poli(HPMACI-TEA) 1 nolu kolonda anyonlarin tek tek analize tabi
tutularak pik tanimi yapildigi, 1.7/1.8mM NaHCO3/NaCO3; mobil faz derigimi ile
izokratik modda ayirma davranigi. Kosullar: Kolon boyutu: 250 x 4.5 mm Mobil faz
akis hizi: 0.9 ml/dak, Stipresor akimi: 11mA, Dedektér: iletkenlik, Hiicre sicakligi:
35°C,

3.2.3. Kromatografik Parametrelerin Tayini

Her analizde sisteme enjekte edilen ornek karigimindaki tum bilesenler igin
alikonma suresi, pik ¢ozunurligu, teorik tabaka yuksekligi ve teorik tabaka sayisi

hesaplanmigtir. Asagida bu buyukliklerin tanimi sunulmaktadir.
3.2.3.1. Allkonma Faktorii/ Kapasite Faktoru (Retention Factor)

Kolon igerisinde yer alan partikul ile mobil faz igindeki analitin arasindaki etkilesimi
ifade etmektedir. Akis hizi, kolon boyutu, partikil ¢api ve go6zenekliliginden
badimsiz, boyutsuz bir parametredir. Aikonma faktéri asagidaki ifade yardimi ile

hesaplanmaktadir.
k = (tR-to)/ to (6)

Bu ifadede tr herhangi bir bilesenin herhangi bir mobil faz ile bulunan alikonma
suresini ty ise referans (void-marker) ile elde edilen alikonma slresini

gOstermektedir.

3.2.3.2. Pik Gozunurlugu (Resolution)

Pik ¢ozunurliga ardisik iki pikin birbirinden ne kadar iyi ayrilabildigini
gOstermektedir. Elde edilen kromatogramlarda belirli bir bilesen igin pik ¢ozunurlu-
gu, R(n+1/n), denklem (7)'ye gore hesaplanir. Burada R(n+1/n), segilen pik (n+1)
ile bir onceki pik (n) arasindaki ¢ozunurlugu ifade etmektedir. t,+1 ve t, ise
enjeksiyon noktasindan itibaren, sirasiyla pik n+1 ve pik n i¢in alikonma surelerini
gostermektedir. Wn+1) ve W, sirasiyla pik n+1 ve pik n icin taban genigligini ifade

etmektedir.

R(N+1/n) = 2( tae1 - tn) / [ Winaty + Weny ] (7)



3.2.3.3. Teorik tabaka sayisi (Theoretical plate number, N) ve Teorik tabaka

yuksekligi (Theoretical plate height, h)

Teorik tabaka sayisi damitma prosesindeki benzerlikten gelir. Kolonun verimli
calismasinin énemli bir gdstergesidir. Teorik tabaka sayisi kolon ayirma verimini
ifade eden ve en yaygin olarak kullanilan buyukliklerden biridir. Bazi ¢alismalarda
ise kolon verimi yine teorik tabaka sayisi yardimi ile hesaplanan teorik tabaka
yuksekligi ile ifade edilmektedir. Teorik plaka sayisi, N (8) nolu denklem ile

bulunur;
N =5.54 x (t/ W 1,)? (8)

Burada t; bilesigin alikonma suresini, W; bilegik pikinin taban genigligini ve W +, pik
yuksekliginin yarisindaki taban genigligini ifade etmektedir. Bir kolonda teorik
tabaka sayisi ne kadar ylksekse kolonun verimi o kadar yluksek demektir. Kolon

boyu arttikga teorik tabaka sayisinda da artis gézlenir.

Teorik tabaka yuksekligi h ile gosterilir. Kolonun ne kadar hizli ve etkili ¢alistigini
gosterir. N ile ters orantilidir. Bir kolonda N deg@eri ne kadar buyukse yani h degeri
ne kadar kugukse kolonun verimi o kadar yuksektir. Daha dusuk teorik tabaka
yuksekligi ve daha fazla teorik tabaka sayisi kisa surede kromatografik sonuglarin
geniglemesine neden olur. h degeri asagidaki sekilde hesaplanir. Burada h; teorik

tabaka yuksekligi, L; kolon boyudur.
h=(L/N) 9)
3.2.3.4. Tekrarlanabilirlik (Reproducibility)

Kromatografik sistemlerde tekrarlanabilirik 6nemli bir parametredir. Analiz
kosullarindan, kromatografik sistemden veya kolon dolgu materyalinin kendisinden
kaynaklanabilecek nedenlerden o6turl analizlerde meydana gelebilecek
tekrarlanabilirlik sorunlari analize goélge dusurir. Tekrarlanabilirlik ayni gun
icerisinde analizden analize tekrarlanabilirlik (run to run reproducibility) veya farkh
gunlerde yapilan analizlerin tekrarlanabilirligi (day to day reproducibility) olmak
uzere iki farkh sekilde ifade edilmigtir. Tekrarlanabilirlik bagil standart sapma
(relative standart deviation, RSD) ile ifade edilir ve her iki tir igin de %2’nin altinda

olmasi istenir. RSD asagidaki ifade yardimi ile hesaplanir;



RT,=3X NiRT; / N; (10)

SD =3 N; (RTi - RTn)?/ (11)

4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda iyon degisim kromatografisi i¢cin monodispers gézenekli partikil
bazli yeni sabit faz tarleri gelistiriimigtir. Asagida yeni gelistirilen ve en lyi
kromatografik performans gosteren 1 nolu kolonda dolgu materyali olarak
kullanilan poli(HPMA-CI-co-EGDMA) partikullerin karakterizasyonu ve geligtirilen

tum sabit fazlarin kromatografik performanslari veriimektedir.

4.1. Monodispers ve gozenekli poli(HPMA-Cl-co-EGDMA)partikillerin tretimi

ve karakterizasyonu

Tez kapsaminda sentezlenen polar yapidaki poli(HPMA-Cl-co-EGDMA)

partikullere ait taramali elektron mikroskop fotograflari Sekil 20’de verilmektedir.
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Sekil 20 Poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) partikillerin, 4000X ve 25 000X buyutmede
boy dagilimi ve yuzey morfolojisini gosteren SEM fotograflari. (A) (B) 1 nolu kolon,
(C) (D) 2 nolu kolon, (E) (F) 3 nolu kolon, (G) (H) 4 nolu kolon, (I) (J) 5 nolu kolon,
(K) (L) 6 nolu kolon




1 nolu kolonun Poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) partiklllerinin  (A)daki SEM
fotografindan poli(HPMA-CI-co-EGDMA) partikulinin monodispers bir dagilim
gosterdigi, (B)'deki fotograftan ise ylzeyin gézenekli bir yapiya sahip oldugu agik
olarak gorulmektedir. Sekil 20’de sunulan SEM fotograflarina ait ortalama partikil

boyutu ve boy dagilimi Cizelge 12’de sunulmaktadir.

Kolon No Dort (M) Standart Sapma, Degisim
SD(u) Katsayisi, CV
1 5.56 0.49 8.90
2 6.00 0.81 13.49
3 5.05 1.14 22.64
4 5.80 1.50 25.80
5 5.81 0.85 14.60
6 5.30 1.35 25.44

Cizelge 12 Farkl kolonlara ait poli(HPMA-CI-co-EGDMA) partikullerinin ortalama
partikul boyutu ve ortalama partikul boy dagilimi

Partiktl 6zgll yuzey alani BET yontemi ile bulunmustur. BET yonteminde diusuk
molekdl agirhkli bir 6lcim araci (azot gazi) kullaniimakta ve mikro-gézenek
fraksiyonuna duyarli olmasi sebebiyle tum gozeneklerin 6zgul yluzey alanina
katkisi saglkh bir sekilde tespit edilebilmektedir. BET analizi poli(HPMA-CI-co-
EGDMA) partikullerine ve TEA ile fonksiyonellestirilmis poli(HPMA-CI-co-EGDMA)
partikillerine uygulanmistir. Yapilan BET analizinde (HPMA-Cl-co-EGDMA)
partikilli 6zgiil ylizey alani 19.45 m?/qg olarak, TEA ile fonksiyonellestirilmis
poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) partikiilii 6zgiil yiizey alani ise 21.73 m?%g olarak
bulunmustur. Bu sonu¢ TEA ile fonksiyonellestirme sonrasi, gbzenek yapisinda

onemli bir degisimin olmadigini gostermektedir.




Sekil 21 (A)da BET cihazi ile elde edilen (HPMA-CI-co-EGDMA) partikullerine ait
hacim-bagil basing dagihmi  grafigi, Sekil 21 (B)de ise TEA le
fonksiyonellestiriimis  poli(HPMA-CIl-co-EGDMA) partikullerine ait hacim-bagil

basing dagilimi grafigi sunulmaktadir.
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Sekil 21 (A) BET cihazi ile elde edilen (HPMA-Cl-co-EGDMA) partikillerine ait

hacim-bagil basing dagilhmi grafigi
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Sekil 21 (B) BET cihazi ile elde edilen TEA ile fonksiyonellestirilmis (HPMA-CI-co-
EGDMA) partikullerine ait hacim-bagil basing dagilimi grafigi



Monodispers ve gozenekli partikiller, TEA ile fonksiyonellestirimeden 6nce ve
TEA ile fonksiyonellegtiriidikten sonra yapilya TEA fonksiyonel grubun
baglandiginin tespiti amaciyla FTIR ve FTIR-DRS analizine tabi tutulmustur. Sekil
22 (A) ve (B)de FTIR spektrumlari Sekil 23 (A) ve (B)de ise FTIR-DRS

spektrumlari sunulmaktadir.
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Sekil 22 (A) (HPMA-CI-co-EGDMA) partikullerine ait FTIR spektrumu
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Sekil 22 (B) TEA ile fonksiyonellestiriimis (HPMA-Cl-co-EGDMA) partikullerine ait
FTIR spektrumu
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Sekil 23 (A) (HPMA-CI-co-EGDMA) partikullerine ait FTIR-DRS spektrumu
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Sekil 23 (B) TEA ile fonksiyonellestiriimis (HPMA-Cl-co-EGDMA) partikullerine ait
FTIR-DRS spektrumu

Poli(HPMACI-co-EGDMA) ve TEA bagl poliHPMACI-co-EGDMA) partikiller igin
yigin ve yuzey vyapilarini tanimlamak amaciyla alinan FTIR spektrumlarinda
normal ve turevlendirilmis partikuller icin dnemli bir farkllik gézlenmemistir. Bunun

en onemli nedeni biitiin spektrumlarda yaklasik 3500 cm™ degerinde gdzlenen



hidroksil bandinin igerisine, turevlendirilmis partikuller igin gozlenmesi gereken

—N-C- bandinin girmesidir.

Ortalama partikil gbézenek boyutu GPC analizine bulunmustur. Sekil 24’de
Poli(HPMACI-co-EGDMA) partikillerine ait GPC analiz grafigi sunulmaktadir.

Pore size distribution=
100 {dve/Vp)idiogDp
E 8 & 8 8 ¥

—
=

15
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Sekil 24 Poli(HPMACI-co-EGDMA) partiktillerine ait GPC analiz grafigi

Sekil 24’de 2 bimodal gozenek dagilimi gozlenmigtir. Ortalama partikil gozenek

capl; 160 A ve 645 A olarak belirlenmistir.
4.2. lyon degisim kromatografisi performans testleri

Sentezlenen farkli dolgu maddelerine ait deney kosullari Cizelge 9'da
verilmektedir. Uretilen kolonlar Cizelge 11’de sunulan 6 anyon igeren anyon
karisimi analit olarak kullaniimak Uzere izokratik modda test edilmistir. Oncelikle
batin kolonlar 0.9 ml/dak akis hizinda, standart analit karisimi kullanilarak test
edilmistir. Farkh kolonlar ile 0.9 ml/dak akis hizinda elde edilen iyon
kromatogramlari Sekil 25°'de bu kromatogramlar yardimi ile hesaplanan ¢ozunurluk
degerleri ise Cizelge 13’de verilmektedir. Farkli kolonlar igin florir anyonu temel

alinarak cizilen teorik tabaka sayisi-kolon no grafigi ise Sekil 26’da verilmektedir.



Cizelge 10 de komposizyonlari verilen 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 nolu kolon dolgu maddeleri
sentezlenmis ve 0.9 ml/dak mobil faz akis hizinda1.7/1.8 mM NaHCO3/Na,COs;

mobil fazi ile kolon performanlari belirlenmistir. 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 nolu kolon ile

elde edilen kromatogramlar Sekil 25’'de verilmektedir.
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Sekil 25 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 nolu kolonda anyon karigiminin analit olarak kullanildigi
durumda 1.8 x 1.7mM NaHCO3/Na,CO3; mobil fazinin izokratik modda ayirma
davranisi. Kosullar: Kolon boyutu: 250 x 4.5 mm Mobil faz akis hizi: 0.9 ml/dak, ,
Dedektor: elektrik iletken dedektor, Hucre sicakligi: 35°C (A) 1 nolu kolon (B) 2

nolu kolon (C) 3 nolu kolon (D) 4 nolu kolon (E ) 5 nolu kolon (F) 6 nolu kolon

Cizelge 13 ‘de 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 nolu kolonlarin ¢ézinurlik degerleri, 0.9 ml/dak
1.8 x 1.7mM NaHCO3/Na,CO3; mobil fazinin izokratik modda ayirma davranigi.
kargilastirmali olarak verilmektedir.

Kolon No R21 R32 R43 R54
1 2,20 2,58 1,94 1,69
3 P [ O
3 0.35 0.57 0.32 0.34
4 0.50 0.81 0.88 0.50
5 0.67 0.50 0.45 0.30
6 1 0.65 0.80 0.50




Cizelge 13 Poli(HPMACI-TEA) 2, 3, 4, 5 ve 6 nolu kolonda anyon karisiminin
analit olarak kullanildigi, 1.8 x 1.7mM NaHCO3/Na2CO3 mobil faz derisiminde,0.9
ml/dak mobil faz hizinda izokratik modda ¢ozunurlik degerleri Kosullar: Kolon
boyutu: 250 x 4.5 mm Mobil faz akis hizi: 0.9 ml/dak, , Dedektor: elektrik iletken
dedektdr, Hucre sicakligi: 35°C
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Sekil 26 Farkli kolonlar icin florur anyonu temel alinarak cizilen teorik tabaka

sayisi-akis hizi grafigi

Cizelge 13 ve Sekil 26 degerlendirildiginde en ylksek ¢ozunurlik ve en yuksek
teorik tabaka sayisi deg@erlerinin 1 no’lu kolon ile elde edildigi gorulmektedir. Bu
nedenle deneysel c¢alismanin bundan sonraki kisminda 1 no’lu kolonun

kullanilmasi kararlastiriimistir.
4.2.1. Mobil Faz Akis Hizinin Etkisi

Cizelge 10'da komposizyonu verilen poli(HPMA-Cl-co-EGDMA)-TEA dolgu
maddesi igceren 1 nolu kolonda anyon karigiminin analit olarak kullanildigdi
durumda farkli mobil faz akis hizi igin izokratik modda ayirma davranigi
incelenmistir. 250 x 4.5 mm boyutunda kolon kullaniimis ve mobil faz derigimi 1.8/
1.7mM NaHCO3/NaCO3; degerinde tutulmustur, Stpresor akimi; 11mA degerine

ayarlanmisg, iletkenlik dedektorl kullanilmigtir. Hucre sicakligi; 35°C olup mobil faz



akis hizi 0.5-1.2 ml/dak araliginda degistirilmistir. Sekil 27°de farkh mobil faz akis

hizlarina ait kromatogramlar verilmektedir.
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Sekil 27 Poli(HPMA-CIl-co-EGDMA -TEA) 1 nolu kolonda anyon karisiminin analit
olarak kullanildigi durumda farkl mobil faz akis hizi igin izokratik modda ayirma
davranisi. Kosullar: Kolon boyutu: 250 x 4.5 mm Mobil faz: 1.8 x 1.7mM
NaHCO3/NaCO3; , Supresor akimi: 11mA, Dedektor: elektrik iletken dedektor
Hucre sicakhgr: 35°C, Elusyon sirasi: 1. Florur, 2. Klortr, 3. Bromur 4. Nitrit,, 5.
Nitrat , Mobil faz akis hizi (ml/dak): (A) 0.5 (B) 0.7 (C)0.9(D)1(E) 1.2

Farkli mobil faz akis hizlarinda elde edilen kromatogramlar kullanilarak
hesaplanan ¢ozunurluk degerleri Cizelge 14’de verilmektedir. Buradan goruldagu
gibi en ylksek ¢cozunurluk degerleri 0.9 ml/dak akis hizi ile elde edilmigtir. Tespit
edilen 0.9 ml/dak optimum mobil faz akis hizindan daha dusik ve daha ylksek
akis hizlarinda analit iyonlari yeterli derecede ayrilamamakta dolayisiyla Cizelge
14’den gorulecegi Uzere c¢Ozunurlikleri azalmaktadir. Mobil faz akig hizinin
artamasi ile analit anyonlarinin alikonma sureleri azalmakta ve analiz toplam
suresi da kisalmaktadir. Farkli mobil faz akis hizinda elde edilen
kromatogramlardan, analit igerigi her bir anyon i¢in teorik plaka yuksekligine kargi
mobil faz akis hizi grafigi ¢izilerek optimum akis hizi degerinin 0.9 ml/dak oldugu
tespit edilmistir. Teorik plaka sayisina karsi mobil faz akis hizi grafigi Sekil 28'de,

teorik plaka yuksekligine kargi mobil faz akis hizi ise Sekil 29’da verilmektedir.
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Sekil 28 Teorik plaka sayisina kargi mobil faz akis hizi grafigi
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Sekil 29 Teorik plaka yuksekligine karsi mobil faz akig hizi grafigi

Farkli akis hizlarinda elde edilen pik ¢ézunurlikleri Cizelge 13’de sunulmaktadir.



Akis Hizi R21 R32 R43 R54
0,5 1,82 2,21 1,57 1,64
0,7 1,68 1,93 1,43 1,41
0,9 2,20 2,58 1,94 1,69
1,0 1,45 1,72 1,32 1,19
1,2 1,32 1,55 1,22 1,12

Cizelge 14 Farkli akis hizlarinda elde edilen pik ¢gozunurltkleri

4.2.2. Mobil Faz Derisiminin Etkisi

6 anyon igeren anyon karisimi belirlenen 0.9 ml/dak optimum akis hizinda farkli
NaHCO3/Na,CO3; mobil faz derigsimlerinde analiz edilerek optimum mobil faz
derisimi belirlenmistir. Farkli mobil faz derisimlerinde elde edilen kromatogramlar
Sekil 31’de sunulmaktadir

Farkli mobil faz derigimlerinde elde edilen kromatogramlardan, analit icerigi her bir
anyon ic¢in teorik plaka sayisina kargi mobil faz derisimi grafigi gizilerek optimum
mobil faz derisimi degerinin 1.7/1.8 mM NaHCO3/NaCO; oldugu tespit edilmistir.

Teorik plaka sayisina karsi mobil faz derisimi grafigi Grafik Sekil 30°'da
verilmektedir.
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Sekil 31 PoIi(HPMACI-Z'FEa,&ﬁdaI? nolu kolonda anyon karisiminin analit olarak
kullanildigi durumda farkli mobil faz derisimleri icin izokratik modda ayirma
davranisi. Kosullar: Kolon boyutu: 250 x 4.5 mm Mobil faz akig hizi: 0.9 ml/dak,
Supresor akimi: 11mA, Dedektdr: elektirk iletken dedektor Hicre sicakligi: 35°C,
Elusyon sirasi: 1. Florur, 2. Klorur, 3. Bromur, 4. Nitrit, 5. Nitrat, NaHCO3/NaCO3;
mobil faz derisimi (mM) : (A) 0.5/1.7 (B) 0.5/2.2 (C) 1/3.2 (D) 1.5/3.2 (E) 1.6/1.5
(F) 1.8/1.7 (G) 2.0/1.3 (H) 3.0/9.0 (1) 1.7/1.8 (J) 2.2/2.8 (K) 3.4/3.6 (L) 4.0/1.0

Sekil 31’de sunulan kromatogramlarin farkli mobil faz derigimindeki ¢gozunurltkleri
Cizelge 15de sunulmaktadir. Elde edilen ¢dzunurlik degerleri de en uygun

NaHCO3/NaCOg3 derisimlerinin 1.7/1.8 mM oldugunu gdstermektedir.

Mobil Faz Derisimi | R21 R32 R43 R54
(mM NaHCO3/NaCOs)

0.5/1.7 1.36 1.18 0.44 0.33
0.5/2.2 1.41 1.11 0.39 0.33
1/3.2 1.1 0.88 0.43 0.39
1.5/3.2 1.33 1.04 0.47 0.46
1.6/1.5 1.0 0.88 0.27 0.23
1.8/1.7 1.2 1.42 0.45 0.41
2.01.3 1.0 0.93 0.43 0.35
3.0/9.0 0.93 1.05 0.49 0.5
1.7/1.8 1,57 2,1 2,0 1,43
2.2/2.8 0,57 2,13 1,35 1,41
3.4/3.6 0,96 2,52 1,05 1,66




4.0/1,0 1,08 2,53 1,44 1,40

Cizelge 15 Farkli mobil faz derisimlerinde elde edilen pik ¢ozunarlikleri

4.2.3. Mobil Faz Tiiriniin Etkisi

Deneysel ¢alismalarin bu béluminde 6 anyon iceren anyon karisiminin analizinde
0.9 ml/dak mobil faz akis hizinda 2 farkh tip mobil faz kullaniimigtir. Kullanilan ilk
mobil faz 22mM, pH:5 olan tetraborat-borik asit tamponudur. Bu mobil faz ile elde

edilen kromatogram Sekil 32'de sunulmaktadir.
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Sekil 32 (A) PoliHPMACI-TEA) 1 nolu kolonda anyon karigiminin analit olarak
kullanildigi durumda 22mM, pH:5 olan tetraborat-borik asit tamponu mobil fazinin
izokratik modda ayirma davranigi. Kosullar: Kolon boyutu: 250 x 4.5 mm Mobil faz
akis hizi: 0.9 ml/dak, Supresor akimi: 150mA, Dedektor: elektrik iletken dedektor
Hucre sicakligi: 35°C (B) Poli(HPMACI-TEA)1 nolu kolonda anyon karisiminin
analit olarak kullanildigi durumda 10mM sodyum tetraborat mobil fazinin izokratik
modda ayirma davranigi. Kosullar: Kolon boyutu: 250 x 4.5 mm Mobil faz akis hizi:
0.9 ml/dak, Supresor akimi: 55 mA, Dedektor: elektirk iletken dedektdr Hicre
sicakhgi: 35°C

Kullanilan her 2 mobil fazda anyonlara ait pikler gdézlenmemis olup ¢ézinurllik
elde edilememistir.



4.2.4. Siipresorsuz Modun Etkisi

Deneysel calismalarin bu boéluminde slUpresoérsiz modda kromatografik
performans incelenmistir. Mobil faz olarak pH: 4 olan ftalik asit-tris (hidroksimetil
aminometan) tamponu kullaniimis olup 0.9 ml/dak mobil faz akis hizinda
cahisiimigtir. Bu mobil faz ile elde edilen kromatogram Sekil 33'de sunulmaktadir.

lletkenlik
(uS)

Zaman (dak)

Sekil 33 Poli(HPMACI-TEA) 1 nolu kolonda, suUpresdrsuz modda, anyon
karisgiminin analit olarak kullanildigi durumda pH: 4 olan Ftalik asit, tris
(hidroksimetil aminometan) tamponu mobil fazinin izokratik modda ayirma
davranisi. Kosullar: Kolon boyutu: 250 x 4.5 mm Mobil faz akis hizi: 0.9 ml/dak, ,
Dedektor: elektrik iletken dedektor, Hucre sicakligi: 35°C

Supresorsiuz modda sadece florlr ve klortr pikleri gézlenmistir. Bu modda mobil
faz iletkenligi baskilanmadigi igin flortr ve klortre gore iletkenligi disuk olan;
bromur, nitrit ve nitrat iletkenlikleri mobil faz tarafindan baskilanmistir. Bu nedenle

bu modda bromur nitrit ve nitrat pikleri gézlenmemistir.

4.2.5. Tekrarlanabilirligin incelenmesi



Calismanin bu bdéliminde analize tabi tutulan kolon igin glinden gine (day to
day) tekrarlanabilirlik testleri yapilmistir. Bunun ic¢in her bir anyon derisimi gunde
10 kez 1 hafta boyunca kolona enjekte edilmis ve analitlerin alikonma sureleri
kaydedilmistir. izokartik kosulda yapilan analizler sonucunda elde edilen giinden
gune bagil standart sapma degerleri (RSD) Cizelge 16’da sunulmaktadir. Bu
sonuglar sentezlenen dolgu materyalinin basarili bir bigimde iyon degisim
kromatografisinde kullanilabilecegini gostermektedir.

Kolon Analit Tekrarlanabilirlik
Giunden giine RSD (%)
Florar 0.67
Klorar 0.73
1 Bromdar 0.69
Nitrit 0.41
Nitrat 0.50

Akis hizi: 0.9 ml/dak, Mobil Faz: 2.2/2.8 mM NaHCO,/NaCOs3;, Kolon Boyutu: 250 x
4 mm i.d. Pik sirasi: (1) Florur, (2) Klorar, (3) Bromur ,(4) Nitrit, (5) Nitrat

Cizelge 16 Cok basamakli mikrosispansiyon polimerizasyonu ile elde edilen
Poli(HPMACI-TEA) bazli iyon degigstiricilere ait bagil standart sapma (RSD)

degerleri

5. SONUGLAR

Sentez ve Karakterizasyon

e Monodispers ve gozenekli formda poli (glisidmetakrilat) poli(GMA)
partikuller geligtirilen “gok basamakli mikrostuspansiyon polimerizasyonu”
yontemi ile sentezlenmigtir. Boylece iyon degisim kromatografisi i¢in kolon

sentezinde ¢ikis materyali olarak kullanilan partikiller elde edilmigtir.




e Ayni yontem monodispers ve gozenekli poli(3-klor-2-
hidroksipropilmetakrilat-etilenglikoldimetakrilat)  poli(HPMACI-co-EGDMA)
partikillerin sentezine de uygulanmis bdylece iyon degisim kromatografisi
icin kolon sentezinde c¢ikis materyali olarak kullanilan partikiller elde

edilmistir.

e Calismalarimiz kapsaminda tasarlanan iyon degisim kromatografisinde

kullanilan iyon degistirici kromatografik dolgu materyali, cok basamakli

mikrosispansiyon polimerizasyon teknidi kullanilarak uretilen ilk

kromatografik dolgu materyali olma &zelligine sahiptir. Onerilen yéntem iyon

degisim kromatografisi i¢cin uygun ve fonksiyonel gruba sahip yeni bir tir

“sabit faz” sentezine imkan vermistir.

Kolonlarin Kromatogqgrafik Karakterizasyonu

o Sekil 29 (B)den gorilecedi Uzere iyon degisim kromatografisi ile yapilan
kromatografik ¢alismada ¢ikis partikilunin (GMA) miktarinin azalmasi (2 nolu
kolon) , alikonma suresini arttirmakta oldugunu gostermektedir. Elde edilen
kromatogramlar 1 nolu kolon materyaline goére disik GMA igeren dolgu
maddesi ile hazirlanan kolonun kromatografik performans ortaya koyamadigini

gOstermektedir.

Bunun nedeni GMA partikil miktarinin azalmasi ile dusuk poli(HPMA-CL-co-
EGDMA) yluzey alani dolayisiyla dusuk poli(HPMA-CL-co-EGDMA)-TEA yuzey
alani olugsmasi bu nedenle optimum suUrede gerceklesmesi gereken toplam

analiz suresinin elde edilememesidir.

o Sekil 29 (C)de gobrulen 3 nolu kolon dolgu materyalinin sentezinde
etilbenzen miktari azaltimigtir. Etilbenzen partikile gozeneklilik o6zelligi
kazandiran bir materyaldir. Etilbenzen miktarinin azalmasi ile partikdl
g6zenekliligi azalmis ve anyonlar yeterince elue olamamistir. 1 nolu pikden de
gorulecegdi Uzere florar ve klorur birlikte elue (co-elue) olmustur. Bu nedenle 1
nolu kolona gore c¢ozunurliklerde de azalma gozlenmistir. Analitin alikonma
sureleri kisalmakta, elde edilen ¢ozunurluk degerleri ve teorik kademe sayilari
1 nolu kolon materyaline gore daha dusuk bir kromatografik performans elde

edildigini gostermektedir.



e Sekil 29 (D )'de gorulen ¢apraz baglayici degerinin artmasi ile (4 nolu kolon)
Klorir ve nitratin ¢dzUnurligunan azaldidi, klortr, bromdr, nitrit ve nitratin

alikonma surelerinin azaldidi, florGrin ¢ozUnUrlGgunun ise arttigi gérulmastur.

e Sekil 29 (E)de goérilen HPMA-CI miktarinin azalmasi ve EGDMA
miktarinin artmasi ile (5 nolu kolon) 1 nolu kolon materyaline gore, nitrit
¢6zUnurltgunun énemli dlgtide azaldigi bunun yani sira florar ¢ézUnurligundn
arttig1 tim anyonlarin alikonma surelerinin azaldigi gézlenmistir. HPMA-CI
monomerinin yapl i¢erisinde yuk yogunlugunu arttirdigi bilinmekle birlikte ikincil
secicilik iligkilerini de kontrol ettigi bilinmektedir. EGDMA yapi i¢inde ¢apraz
baglayici olarak goérev yapmaktadir.Dlislik c¢apraz baglayicih reginelerde
yuksek su icerigi beklenmektedir. Bu nedenle EGDMA miktarinin arttiriimasi su
icerigini azaltacaktir. Bu durum hidrofilik anyonlarin (flortr, klorar) ilgisini de
etkileyecektir. Dolayisiyla 1 nolu kolona goére ¢ozunurlUkleri azalacak, alikonma

sureleri de azalacaktir.

e GMA c¢ikis partikil miktarinin artmasi ile (6 nolu kolon) florur
¢6zUnurlGgunun arttigi, klortr ¢ézunurlagunin azaldigi ve anyonlarin alikonma

surelerinin de azaldigi gozlenmistir.

e Farkli mobil fazin etkisinin incelenmesinde, 22mM, pH:5 olan tetraborat-
borik asit tamponu ve 10mM sodyum tetraborat mobil fazi incelenmistir. Ancak
her iki mobil fazin anyonlari elue edemedigi gorilmis 1 nolu kolon dolgu
materyali ve florur, klortr, bromur, nitrit ve nitrat anyonlari igin en uygun mobil
fazin 1.8 x 1.7mM NaHCO3/Na,CO3 oldugu belirlenmistir.

e Kromatografik performansin supresorsuz moddaki incelemesinde; florur ve
klorur piklerinin gozlendigi ancak bromur, nitrit ve nitratin gézlemlenemedigi
tespit edilmistir. Florir ve klortire gore dusuk iletkenlik degerine sahip olan
bromur, nitrit ve nitratin mobil faz iletkenligi baskilanmadigi i¢in mobil faz
iletkenliginin bu 3 anyonun iletkenligini baskiladigi gorulmus dolyisiyla bu 3

anyona ait herhangi bir pik gbézlenmemisgtir.

e Elde edilen ¢ozunurluk degerleri ve teorik kademe sayilari, sentezlenen 1

nolu kolon materyalinin iyi bir kromatografik performans ortaya koydugunu

gOstermistir.



e 1 nolu kolon materyali kullanilarak hazirlanan kolonun, 1.8 x 1.7mM
NaHCO3/Na,CO3 derisimindeki ve 0.9 ml/dak mobil faz akis hizinda flordr,
klortr, brom0r, nitrit ve nitrat anyonlarinin ayristiriimasinda iyi bir kromatografik

performans ortaya koydugunu gostermistir.
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