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OZET

MOLEKULER ZiNCiR TASIYAN MONODISPERS PARTIKULLERIN
SENTEZI VE BIYOTEKNOLOJIK UYGULAMALARI

EMRE ARSLAN
Yuksek Lisans, Kimya Muhendisligi Bolumu
Tez Danigmani: Prof. Dr. S. Ali TUNCEL
Ocak 2014, 72 sayfa

Tez kapsaminda Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) igin Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP) teknigi
ile hidrojel formunda, reaktif, monodispers makro gozenekli yeni kolon materyalleri
geligtiriimigtir. Cok basamakli mikrosispansiyon polimerizasyonu yontemi ile
sentezlenen kloropropil grubuna sahip polimerik hidrojeller, daha sonra Atom
Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP) teknigi ile poli(SPM)
(poli(sulfopropilmetakrilat)) iceren gugli katyon degistirici forma donusturtlmagstir.
Elde edilen partiklllerin boyut Ozellikleri ve ylzey yapisi Taramali Elektron
Mikroskobu (Scanning Elektron Microscope, SEM) ile incelenmis ylzey alani ise BET
(Brunauer-Emmett-Teller) sistemi ile 59,97 m?%g olarak tayin edilmistir. 5,2 pm
boyutlarinda sentezlenen partikullerin ligand icerigi potansiyometrik titrasyon
yontemiyle 0,43 g poli(SPM)/g partikul olarak belirlenmigtir. Ardindan bu partikuller
yuksek basing altinda 300mm(boy) x 2mm(i¢ ¢ap) boyutlarindaki c¢elik HPLC
kolonuna doldurulmus ve iyon etkilesim kromatografisi ile alkol homologlarinin
ayrilmasi islemindeki performansi incelenmistir. Mobil faz derisimi, sicaklik ve akis
hizinin kromatografik performansa etkisi incelenmigtir.Elde edilen kromatogramlar ve

hesaplanan teorik tabaka sayilari degerlendirildiginde en iyi kromatografik



performansin 70 °C de, 0.001 N H,SO,igceren mobil faz ortaminda ve 200 pl/s akis

hizi ile elde edildigi gorulmustur.

Anahtar Kelimeler: Yuksek Performansli Sivi KramotografisiHPLC), Cok Basamakli
MikrosUspansiyon Polimerizasyonu, Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu(ATRP),
lyon Etkilesim Kramotografisi (IEC) , Monodispers gozenekli partikiller, Katyon

degistirici,Kolon materyalleri, Alkol ayirimi.



ABSTRACT

SYNTHESIS AND BIOTECHNOLOGICAL APPLICATIONS OF
MOLECULAR BRUSH CARRYING MONODISPERSE PARTICLES

EMRE ARSLAN
Graduate Degree, Department Of Chemical Engineering
Supervisor : Prof. Dr. S. Ali TUNCEL
Janurary 2014, 72 pages

In this study, reactive novel column materials with monodisperse-macroporous
structure in hydrogel form were developed for High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) using living controlled polimerization technique, Atom
Transfer Radical Polimerization (ATRP). Polymeric hydrogels, that have chloro-propyl
group were synthesized by a multi-step microsuspension polymerization method,
were  converted to a strong cation exchanger that includes
poly(SPM)(poly(sulfopropyl  methacrylate)) using Atom Transfer Radical
Polimerization (ATRP) technique. Morphological properties of particles were
investigated by using Scanning Electron Microscopy (SEM) particles. The surface
area of particles was determined using BET (Brunauer-Emmett-Teller) method as
59.97 m?/g. The ligand content of synthesized particals with 5,2 ym diameters was
determined by potentiometric titration method as 0,43g poly(SPM)/g dry
particles.Then, these particles were packed into stainless steel columns (300mm X
2mm) under high pressure and their chromatographic performance was tested for the
seperation of alcohol homologs by ion-exclusion chromatography. The effects of
mobile phase, temperature and flow rate on the chramotographic performance were

analyzed. By the evaluation of chromatograms and theoretical plate numbers, it was



found that the best chromatographic results were obtained at 70 °C temperature at

the flow rate of 200ul/s and with a mobile phase containing 0.001 N H2SOs..

Keywords:High Performance Liquid Chromatography (HPLC), Multi Step
microsuspension Polimerization, Atom Transfer Radical Polimerization (ATRP), lon
Exclusion Chromatography (IEC) , monodisperse porous particles, cation

exchanger,column materials, alcohol separation.
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1. GIRIS

Kromatografik ydontemlere bakildiginda en yaygin kullanima sahip olan tdrin
Yuksek Performansli  Sivi  Kromatografisi (High  Performance Liquid
Chromatography,HPLC) oldugu goérulmektedir. HPLC uygulamalarinda kolon
dolgu materyali olarak genellikle silika bazli malzemeler kullanilsa da [1], [2] son
yilllarda Ozellikle polimerik yapida olan malzemeler Gzerindeki arastirma
calismalari yodunlasmistir. Bunun sebebi  polimerik partikillerin silika bazli
olanlara gore bazi avantajlara sahip olmasidir. Bu avantajlari siralarsak; polimerik
partiktllerin kuresel, gozenekli ve monodispers formda kolayca sentezlenebilir
olmalari, genis bir pH aralhginda kararli olmalari ve turevlendirme proseslerinin

daha cesitli ve kolay olmasi olarak 6zetlenebilir.

Polimerik yapida olan 5-20 pm boyut arahgindaki partikaller HPLC kolon
materyalleri olarak uzun sudredir kullaniimaktadir. Ancak bu partikuller genellikle
suspansiyon polimerizasyonu teknigiyle Uretilen, monodispers olmayan
partiktllerdir. Polidispers partikullerin bazi dezavantajlari sebebiyle son yillarda
monodispers kolon dolgu materyalleri dnem kazanmistir. Monodispers dolgu
materyali iceren HPLC kolonlarinda daha iyi bir kromatografik davranis, dizenli bir
akis profili ve daha disuk basing dederleri gbzlenmektedir. Bu tir yapilar da genel

olarak ¢ok basamakli polimerizasyon yontemleri ile sentezlenmektedir[3], [4], [5].

Monodispers partikiller son yillarda énem kazandidi halde literatirde hidrofilik
formdaki reaktif 6zellige sahip partikillerin sayisi olduk¢a sinirlidir. Bu amacla en

¢ok kullanilan partikal poli(glisidil metakrilat-co-etilen dimetakrilat) kopolimeridir.

Bu calismada kolay turevlendirilebilir formda olan ve hidrojel 6zelligine sahip,
ayrica HPLC igin kullanilabilecek kolon materyallerinin sentezi amaglanmigtir.
Sentezlenecek partiklllerde direkt tlrevlendirilebilme imkanini elde edebilmek igin

terminal klor grubunun kullaniimasi planlanmigtir.

Bu amaca yonelik olarak, Tez calismamin birinci basamaginda turevlendirilebilir

formda hidrojel partikullerin sentezi amaciyla 2-kloro-3-hidroksipropil metakrilat

1



(HPMA-CI) ve etilenglikol dimetakrilat (EGDMA) monomerlerinin
kopolimerizasyonu cok basamakl mikrosuspansiyon yontemi ile
gerceklestiriimistir. Devam eden basamakta ise son vyillarda geligtirilen bir
polimerizasyon yontemi olan, “Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu” (Atom
Transfer Radical Polymerization, ATRP) monodispers ve gozenekli partikuller igin
yuzey turevlendirme yontemi olarak kullaniimistir. Sentezlenen Poli(HPMA-CI-co-
EGDMA) partikilleri glgli katyon degistirici ligandin baglanmasi amaciyla ATRP
yontemi kullanilarak sulfopropilmetakrilat ile etkilestiriimis ve partikial yluzeyinde
asidik gruplarin olusumu saglanmistir. Bu yontemin en oOnemli Ozelligi
polimerizasyon sirasinda olusan polimerin molekul agirhiginin ve molekul agirligi
dagiliminin duyarh bir sekilde kontroline imkan vermesi ve ¢ok dar bir boy
dagilimiyla istenilen molekul agirhgina sahip polimerin eldesini saglamasidir. Tez
kapsaminda yeni bir ylzey turevlendirme yontemi olarak ATRP kullanimi ile
monodispers gozenekli partikil yizeyinde polimerik formda iyon degistirici ligand
sentezi yapilmistir. Bu nanoteknolojik yaklasim kullanilarak baglanan SPM
monomerleri sayesinde iyon-etkilesim kromatografisi sirasinda kolonda ayrilacak
analitler ile sterik ve elektrostatik engeller olmaksizin etkilesebilecek ve uygun akis
kosullarini saglayabilecek makromolekuler formda iyon-etkilesim
kromatografisinde kullanilabilecek bir ligand igeren yeni bir kolon tlrtnin eldesi
saglanmistir.

Calismanin Gguncu kisminda, poli(sulfopropil metakrilat), poli(SPM) bagh
poli(HPMA-CI-co-EGDMA) partikuller, 300mm (uzunluk) x 2mm (ic c¢ap)
boyutundaki celik kolonlara doldurularak iyon etkilesim kromatografisi ile alkol
homologlarinin ayrilmasi igsleminde kullaniimistir.  Bu amacla, kromatografik
kosullar (akis hizi, mobil faz derisimi, analiz sicakli§i) degistirilerek kolonlarin bu
degisimlere verdigi cevaplar belirlenmigtir.  Alinan kromatografik cevabi
tanimlamak icin teorik tabaka sayisi, tabaka ylUksekligi, allkkonma faktori ve

¢ozunurlik degerleri hesaplanmistir.



2. GENEL BILGILER

Polimerler, ayni molekullerin devamli olarak birbirini takip etmesi sonucu olusan
uzun zincirli makro bilesiklerdir. Ayni monomerlerin olusturdugu polimerlere
homopolimer, en az iki farkli tip monomerden olusan polimerlere ise kopolimer
denir. Bir kimyasal tepkimede polimer olusumuna, polimerlesme denir.
Polimerlerin molekdl agirliklari yidksektir. Ekzotermik olan polimerizasyon

reaksiyon prosesleri bes temel baslik altinda incelenmektedir;

1. Dispersiyon Polimerizasyonu
2. Emulsiyon Polimerizasyonu
3. Suspansiyon Polimerizasyonu
4. Cozelti Polimerizasyonu

5. Y1gin Polimerizasyonu

Bu calismada cikis lateksi sentezlenmesinde dispersiyon polimerizasyonu yontemi

kullanilmigtir. Bu yontemin detaylari asagida verilmektedir.

2.1. Dispersiyon polimerizasyonu

Dispersiyon polimerizasyonu, mikrometre(1-10um)  boyutunda monodispers
polimerik partiktllerin uretimi igin kullaniimaktadir. Dispersiyon
polimerizasyonunda monomer fazi, dagitma fazinda c¢ozinmekteyken polimer
dagitma fazinda ¢déziinmemektedir. Polimerizasyon reaksiyonunun baslatiimasiyla
birlikte homojen olan bu yapi olusan hizli ¢ekirdeklenme sonucunda polimer ve
dagitma ortamini igeren iki fazli bir yapiya donusmektedir [6]. Dispersiyon

polimerizasyonunun basamaklari sekil 2.1 de gosterilmigtir.

Dispersiyon polimerizasyonu ile ilgili yapilan birgok c¢aligmada monodispers
partikil Uretimine cesitli parametrelerin etkisi incelenmistir. Bu konudaki ilk
calismayi Ugelstad ve grubu baslatmislardir. Levy tarafindan galisilan deneylerde

ise 1-6 ym arahginda monodispers polistiren partikuller Gretilmigtir [7].
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Sekil 2.1. Dispersiyon polimerizasyonunun basamaklari [8]

Dispersiyon polimerizasyonuyla sentezlenen partikullerin molekul agirligi, boy ve
boy dagilimi ile monomer déntisimu asagidaki faktérlere baghdir [6] :

. Polimerizasyon sicakligi

. Stabilizor tlrl ve derigimi

. Monomer dagitma ortami hacimsel orani

. Baslatici turu ve derigimi

. Karistirma hizi ve sekli

o o A W N PP

. Dagitma ortaminin tard ve bilegimi

Farkli sicakliklarda yapilan polimerizasyon deneylerinde 55-80°C araliginda
artan polimerizasyon sicakligi ile ortalama partikul boyutu ve boy dagiliminin
arttigi fakat polimerin molekil agirhginin azaldigi gortlmustir [9]. Dagitma
ortaminin turd ve bilesimi de dispersiyon polimerizasyonunda ortalama boy ve
boy dagilimini etkileyen bir diger faktordur. Dispersiyon polimerizasyonunda
istenen monomer ¢oézunurligunun yuksek fakat polimer ¢ozinurliguinun duasuk
oldugu dagitma ortamlaridir [10], [11]. Monomer ¢OzunurlGgunun yuksek, olusan
polimer ¢ozunurlGgunun ise dusuk oldugu sistemler ideal olarak kabul edilmistir
[10], [11]. Belirli bir seviyeye kadar monomer/dagitma ortami hacimsel orani olusan
partikil boyu ile dogru orantiidir. Bu oranin ¢ok artmasi durumunda ise boy

dagilimi da artmaktadir.



Yapilan deneylerde stabilizor derigiminin artmasiyla polimerik  partikullerin
boyutlarinin  kiguldigu goézlemlenmistir [10], [11]. Monomer fazinda ¢dzinen
baglatici  miktarindaki artigin da olugsan partiktllerin  boy dagiliminda bir

genisleme ve reaksiyon hizinda bir artis meydana getirdigi gdzlemlenmistir [12], [3].

2.2. Fonksiyonel grup iceren monodispers partikiil sentezi

Monodispers polimerik partikullerin yuzeyinde  fonksiyonel gruplarin
istenmesinin  sebebi ligand baglanmasi veya biyolojik molekullerin
immobilizasyonu gibi uygulamalar igin gerekli olmasidir. Literatirde monodispers ve
fonksiyonel polimerik partiklllerin sentezini amaclayan cesitli kopolimerizasyon
yontemleri bulunmaktadir. Bu yontemler genellikle stiren gibi hidrofobik monomer
ile  fonksiyonel grup iceren akrilat bazli polar bir komonomerin

kopolimerizasyonundan olusmaktadir [13], [14].

Literatirdeki bir c¢alismada polidimetilsiloksan , dimetilaminoetiimetakrilat,
hidroksietilakrilat, metil metakrilat, metakrilik asit ve akrilamid gibi cesitli
fonksiyonel monomerler ile stiren monomeri, dispersiyon polimerizasyonu
yontemiyle kopolimerize edilmigtir. Bu polimerizasyonlarda dagitma ortami
olarak etanol, AIBN baslatici ve polivinilpirolidon ise stabilizor olarak
kullaniimistir. Bu sekilde 2,4-3,7 ym boyut araliginda monodispers mikrokureler
tek basamakli bir proses ile elde edilmistir. Bu c¢alismanin sonucunda
partiktllerin ortalama boy ve boy dagiiminin komonomer tura ile degistigi

gOrulmektedir [13].

Yapilan bagka bir galismada ¢ok basamakli mikrostuspansiyon polimerizasyonu
yontemiyle de gbézenekli, monodispers ve fonksiyonel grup tasiyan partikil
uretimi gergeklestiriimistir [14]. Bu yontemde c¢ikis lateksini sentezlemek igin
dispersiyon polimerizasyonu yontemi kullaniimigtir. Monodispers 6zellikteki ¢ikis
fonksiyonel lateksi monomer , fonksiyonel komonomer ve baslatici igeren bir organik
faz ile emulsiyon ortaminda oda sicakliginda sisirilmistir. Daha sonra sismis durumda
olan c¢ikis partiklllerinin icerisinde fonksiyonel gruba sahip komonomerin
polimerizasyonu gergeklestirilmistir. Polimerizasyon sirasinda fonksiyonel
gruba  sahip monomerin mikrokure yapisina girdigi saptanmistir. Bu yontemde

kullanilan fonksiyonel monomerin su igindeki ¢6zUnUrligunidn elde edilen



partiklllerin gbzenek boyutu ile dogru orantili oldugu gézlenmistir.

2.3. Monodispers ve gozenekli partikul eldesi amaciyla kullanilan ¢gok

basamakli mikrosuispansiyon yontemleri

Son yillarda polimerik partikiller Yuksek Performansh Sivi Kromatografisi (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC) uygulamalarinda silika bazli
partikillere gore dncelikli hale gelmigstir. Clnkud polimerik yapilarin gézenekli formda
sentezi ve tlrevlendiriimesi kolaydir. Kimyasal kararliliga sahip olmalar
nedeniyle kromatografi ¢alismalarda kullanim igin daha uygundur. Ayrica HPLC
uygulamalarinda polimerik partikller kolon dolgu metaryalleri olarak kullanildiginda
daha yuksek teorik tabaka sayisi ve daha yuksek pik ¢ozunurligu elde edildigi
gOralmastar [15], [19], [5].

ik olarak Ugelstad monodispers ve gézenekli monodispers polimerik partikiillerin
sentezi ile ilgili calismalar yapmistir [15]. Calismasinda emdulsiyon polimerizasyonu
yontemiyle 1-100 pm boyut aralhigindaki gézenekli monodispers partikiller elde
etmistir. Sentezlenen polistiren partikiller ilk olarak dodesil klorir ya da
dibutilftalat gibi disik molekul agirhigina sahip bir organik ajan ile sisirilmistir. Takip
eden basamakta sisirme prosesi monomer ve c¢apraz baglayici igeren
monomer faz emulsiyonunda yapilmigtir. Polimerizasyon reaksiyonu 80°C* de ve
Na,S,0g" in baslatici olarak kullanildigi ortamda gercgeklestiriimistir. Ortalama
boyutu 5 ym olan monodispers partikiller inert organik bilesen ve monomer fazinda
sisirilen polistiren partikil yapisi icinde polimerizasyon gerceklestirilerek elde

edilmistir.

Cok basamakli polimerizasyon yontemi kullanilarak monodispers ve gozenekli
formda partikil sentezleyen bir diger bilim adami da Chengdir [16], [17].
Cheng'in yéntemi dért temel basamaktan olusmaktadir. ilk olarak gikis lateksi
sentezlenmis; daha sonra ¢ikis lateksi, stiren, divinilbenzen ve n-heptan iceren
organik faz ile sulu emdulsiyon ortaminda sisiriimistir. AIBN bu organik fazda
gOzulerek, ikinci kademe polimerizasyonunda baslatici olarak kullaniimistir.
Organik fazin sulu ortamda dagitiimasi igin, polivinilprolidon, aerosol-MA ve
Polywet  KX-3 dagiticilarini igeren bir emdulsiyon yapici madde karigimi

kullaniimistir. Sisirme orani disuk tutulmasi amaciyla partikullerin ikinci basamak



polimerizasyonu sonucunda kremlesmeleri ve koagule olmalarini engellenmistir.
Sisirme islemi galkalamali sistemde ve oda sicakhginda gergeklestiriimistir. Bu
islemi ikinci basamak polimerizasyon iglemi takip etmistir. Polimerizasyon,
70°C sicaklikta ve azot atmosferinde yapilmistir. Son olarak monodispers
polimerik partikuller, metilen klorur ile ekstrakte edilerek gdzenekli formda elde
sentezlemistir.

Okubo ve arkadaslar ise iki basamakh dinamik sisme adi verilen bagka bir
polimerizasyon yontemi kullanarak c¢apraz bagli formda monodispers ve buyuk
boyutlu partiktller elde etmistir [18]. Bu yontemde ilk olarak dispersiyon
polimerizasyonu ile 1,9 um boyutunda monodispers polistiren partikuller
uretilmistir. Sisirme islemi homojen formda olan ve divinilbenzen igeren etanol-su
ortaminda baslamaktadir. Sisirme ortamina sabit hizla su beslemesi yapilarak
dagitma ortaminin polaritesi zamanla artiriilmaktadir.  Divinilbenzenin dagitma
ortamindan ayrilmasi ile  monodispers partikillerin gecisi saglanmaktadir.
Dinamik sisme yonteminde su besleme hizi ayarlanabilmektedir. Boylece
monodispersite  korunmak  suretiyle partikullerin  divinilbenzenle  sismeleri
saglanmaktadir. Sisirme isleminden sonra ikinci basamak polimerizasyonunda
divinilbenzen partiklller icinde polimerlestirilerek 4,3 ym boyutunda ve c¢apraz
baglh partikuller elde edilmektedir. Bu proseste stabilizor olarak polivinil alkol ve
baslatici olarak benzoil peroksit kullaniimaktadir. Bu islem 24 saat sureyle, 70°C

sicaklikta ve calkalamali reaktorlerde gergeklesmektedir.

Frechet ve arkadaslari ise kromatografik uygulamalarda kullanmak amaciyla
makrogozenekli monodispers partikillerin sentezi i¢in farkli bir ydontem 6nermigstir
[19], [5]. 1,1 um boyutundaki monodispers polistiren c¢ikis lateksi bu yontemde
emulsiyon polimerizasyonu ile Uretilmigtir. Frechet'in yontemi iki basamaktan
olusmaktadir. ilk basamakta cikis partikilleri lauril siilfat iceren sulu ortamda
emdulsifiye edilmis, dibutil ftalat ile oda sicaklidinda sisiriimistir. Takip eden basamak
olan ikinci sisirme isleminde ise dncelikle hacimce %350 stiren ve %50 divinilbenzen
iceren monomer karigimi dibitil ftalat ile birlikte yine lauril silfatin sulu
¢coOzeltisinde dagitilmistir. Bu monomer karisiminda olusan repolimerizasyonda
baglatici olarak kullanilan benzoil peroksit de vardir. Birinci basamak sisme
isleminde elde edilen ve dibdtil ftalat iceren polimerik partikiller ikinci ve son

basamakta hazirlanan emulsiyon ile tekrar oda sicakliginda etkilestirilir.
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Tum organik fazin partikillere transferinin ardindan olugsan  suspansiyon
ortamina stabilizér olarak polivinil alkol ve ikinci basamak polimerizasyonunda
yeni partikll olusumunu engellemek igin suda ¢ézlinen inhibitér 6zellikli sodyum
nitrat eklenmistir. Dillent ortamindaki partikuller iginde monomer karisiminin
polimerizasyonu sonucu 7,4 um boyutundaki monodispers partikiller gapraz bagl
formda sentezlenmistir. Partikuller toluen ile ekstrakte edilerek gozenekli yapinin
olugmasi saglanmigtir.

Sentezlenen partikillerin - monodispersitesini 6lgmek amaciyla sayica ortalama
partikil c¢aplari ve standart sapma degerleri Egitlik 2,1. ve 2,2." de sirasiyla
veriimektedir. Degisim katsayisi (Coefficient of Variation, CV) degerleri de esitlik

2.3.'de gosterilen formul ile hesaplanmaktadir.

D, = ' 2.1.
n Nl
SD NiD, 2.2
-_— Ni [ [
%CV = 5D 2.3
0 — D D,

Bu esitliklerde; Dy; sayica ortalama partikul capini, SD; standart sapmayi,

CV; degisim katsayisini, Ni; partikdl sayisini, Di ; i no’lu partikil ¢apini ifade
etmektedir.

2.4. Canli ve kontrolli radikal polimerizasyon teknikleri

Klasik radikal polimerizasyonunun yaygin olarak kullanilmasinin baglica nedeni
bircok monomerin bu yontemle polimerlestirilebilmesi ve bu
polimerizasyonlarinin ihmh kosullarda yapilabilmesidir. Fakat bu yontemin

belli bagl dezavantajlari bulunmaktadir. Bunlar; polimer mimarisinin ve  molekul

agirhginin kontrol edilememesi ayrica genis bir molekal agirhd dagihimina

ayrica genis bir molekdl agirligi dagihmina sahip polimerlerin Gretilmesidir [23].
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Son yillarda molekul agirhgi kontrol edilebilen, molekuler mimarisi denetlenebilen
ve dusuk molekul agirligi dagihmina (polidispersite) sahip polimerlerin Gretimi,
kontrolli radikal polimerizasyon teknikleri ile Uretilebilir hale gelmistir [20], [21],
[22], [23], [24]. Belli bagh  canh-kontrolli radikal polimerizasyon teknikleri
(Living/Controlled Radical Polymerization Techniques): Nitroksit aracihgi ile
polimerizasyon (Nitroxide-Mediated Polymerization, NMP), Atom Transfer Radikal
Polimerizasyonu(Atom Transfer Radical Polimerization, ATRP) ve Tersinir
Katiimali  Ayrismali  Zincir Tansfer Polimerizasyonu (Reversible Addition
Fragmentation Chain Transfer Polymerization, RAFT) bashklari altinda
siralanabilir.  Bu polimerizayon teknikleri ile istenilen molekuler sekilde,
“istenilen  molekil agirhginda olan ve dar molekil agirligi dagilimina sahip
polimerler kontrolli olarak ve tekrarlanabilir sekilde Uretilebilmektedir.
Kontrolli radikal polimerizasyon teknikleri ile sentezlenebilen molekuler
yapilara ornek olarak firga (brush), yildiz (star), petek (comb), kurtguk (worm)
veya graft mimariye sahip polimerler gosterilebilir [25], [26], [27], [28], [29], [30], [31],
[32].

Sawamoto ve grubu [35] ile Matyjaszewski ve grubu [21] ise ATRP yontemini
birbirlerinden bagimsiz olarak gelistirmiglerdir. Bu yontem olaganustu bir bulus
olarak kabul edilmis olup ve bircok grup tarafindan bu yontem gelistirildiginden

bu yana gesitli monomerlerin polimerizasyonunda kullaniimigtir.

2.4.1 Atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP)

Matzasyewski ve grubu [21], [34] ile Sawamoto ve grubu [35] tarafindan
geligtirilen yeni bir canli-kontrolli radikal polimerizasyon teknigi olan atom
radikal transfer polimerizasyonu (ATRP) yonteminin 0Ozelligi, istenilen
molekul agirligindaki polimerlerin ¢ok dar bir molekul agirhgr dagilimi ile
uretilebilmesidir.  Yontemin bir “canli  polimerizasyon” yOntemi olarak
adlandirilmasinin sebebi sentezlenen polimerin kendisinin bir "makro baslatici"
olarak  davranmasidir. Bunun anlami, polimerizasyon tamamlandiktan sonra
ortama yeni veya ayni turde olan monomerin eklenmesiyle polimerizasyon tekrar
baglatilabilmekte ve kontrolli olarak polimerik zincir istenildigi miktarda
uzatilabilmektedir. Bu yontemle sentezlenen polimerlerin, polidispersite

indeksleri genellikle 1.5 degerinin altindadir. Ayrica bu teknikle kosullarin



ayarlanmasi ile polimerizasyon sirasinda molekul agirhg iyi  kontrol
edilebilindigi icin hedeflenen molekul agirhigina batun polimer zincirleri yaklasik
ayni uzunlukta olacak sekilde sentezlenebilmektedir [24], [25]. Polimerik ylzeylerin
turevlendiriimesi (surface derivatization) amaciyla da kullanilan bu yéntem [36],
[37], [38], [39] ile partikul veya membran formundaki polimerik yuzeyler Uzerinde
ayni uzunlukta polimer zincirlerinden olusan “molecular brush” formunda kovalent
baghh polimer zincirleri olusturulabilmektedir. Ylzeye baglanan polimer
uzunlugunun molekul sayisi dizeyinde ayarlanabildigi ve yuzeydeki polimerik
kaplama kalinhginin "nanometre” boyutunda kontroli dugsinuldigunde ATRP
teknigi yuzey turevlendirme amaciyla kullanilan “nanoteknolojik bir ydntem”
olarak adlandirilabilir [40]. Sekil 2.2’de verilen ve Matyjaszewski ve grubu
tarafindan onerilen ATRP mekanizmasina bakildiginda metal kompleks (katalizor)
varliginda alkil halojenur tersinir redoks tepkimesi ile aktive edilerek
polimerizasyonu baslatacak radikali olusturur (R’). Olusan bu radikale
monomerin ilavesi sonucu buyuyen polimerik radikal (P,) aktivasyon sirasinda
yukseltgenerek olusan metal kompleksi tarafindan tersinir bir reaksiyon ile
deaktivasyona ugratilir.  Bu aktivasyon ve deaktivasyon dongusu sirasinda
olusan polimer zincirleri birbirlerine cok
yakin hizlarda bliyimeye devam eder. Aktivasyon/deaktivasyon hizlari
kiyaslandiginda aktivasyon hizinin deaktivasyon hizina gore dusuk oldugu
bilinmektedir. Bu sebeple ortamda buyudyen polimerik radikallerin (Pn) derigimi
daha dusik olmakta ve polimerizasyonun kontrol0  saglanmaktadir P,
radikallerin kendi aralarinda birleserek sénimlenmesi de bu sebeple minimuma
indigi dasunulmektedir. Bu sekilde canli polimer korunabilmekte, istenildigi
zaman bu polimer Uzerinden tekrar polimerizasyon(lar) yuratilebilmektedir [26],
[33], [34] ,[42].
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Sekil 2.2. ATRP polimerizasyon tekniginin genel mekanizmasi.
2.5. Sivi kromatografisi

Kromatografi, ayni karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz
olmak Uzere birbirleriyle karismayan iki fazli bir sistemde birbirlerinden ayriimasi
ile istenen maddenin saflastirilmasi yontemidir. Cesitli maddelerin sabit faz
Uzerinde, hareketli faz yardimiyla belli sebepler dogrultusunda degisik hizlarla
hareket etmeleri veya siiriiklenmeleri esasina dayanir. ilk kez Rus botanikgci
Mikhail Tswett (1903) tarafindan gelistirilien kromatografi yontemi bitki
pigmentlerinin renkli bilesenlerinin (klorofil A, B ve ksantofil) ayriimasinda
kullaniimistir. Kullanilan kolonda renkli bandlar olustugu i¢in bu ayirma yontemine
kromatografi adini verilmistir. Hareket eden faza hareketli faz, bahsedilen
gbzenekli ortama ise adsorban veya sabit faz denir. Hareketli faz sivi veya gaz
olabilirken, sabit faz bir kati ya da kati bir destek Uzerine emdirilmis bir sivi fazdan
olusur. Eger hareketli faz sivi ise yontem sivi kromatografisi, gaz ise gaz

kromatografisi olarak adlandirilir.
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Sivi kromatografisi 1900' lu yillarin baglarinda ve “klasik kolon Kromatografisi”
adiyla ortaya cikmigtir. Sivi-sivi kromatografisinde sabit faz, dolgu maddesi
Uzerinde yayillmis bir sivi filmden olusmaktadir.Ayrilmak istenen bilesenler, sabit
ve hareketli faz arasindaki farkli dagilma egilimlerine gére birbirlerinden ayrilirlar.
Bu teknikte hem sabit faz, hem de hareketli faz birbiriyle karismayan ve farkli
polaritedeki farkh iki sividir. Sabit faz, bir sivi ile kaplanmamis kati dolgu maddesi
ise yontem, sivi-kati kromatografisi olarak adlandirilir. Sivi kromatografisi ayirma

yontemine gore alti ayri alt gruplara ayrilir:

Adsorbsiyon Kromatografisi

e Dagilma Kromatografisi

e Kagit Kromatografisi

e ince Tabaka Kromatografisi

e Iyon Degistirme Kromatografisi

e Yuksek Basingl Sivi Kromatografisi

Adsorbsiyon kromatografisinde bilegenlerin ayrilmasi kati yuzeydeki farkli
adsorbsiyon ilgilerinden dolay! gerceklesir. Bu metotla ayirmalarin birgcogunda,
analiz edilecek ¢ozeltide bulunan bilesenler (iyonlar ve molekiller), sabit faz olarak
adlandirilan dolgu maddesi ile doldurulmug bir kolondan gegirilir ve uygun bir
¢Ozucu (hareketli faz) ile kolonun basindan sonuna kadar surlUklenerek tasinir.
Tasima esnasinda bilesenler sabit fazda adsorbe edilir. Her bilesenin kolonda
adsorbe edilme hizi farkli oldugundan, bilesenler kolonda farkli tabakalarda
kalirlar. Kolonun Ustlinden devamli ilave edilen ¢dzicu hareketli faz yardimiyla,
en zayif adsorbe edilen bilesen en 6nde olmak Uzere bilesenler birbirlerinden

ayrilarak farkli kaplara toplanirlar.

Dagilma kromatografisinde, sabit fazin Uzerinde , sabit faz tarafindan adsorbe
edilmis olan ince film seklinde bir sivi tabaka bulunmaktadir. Cézeltide bulunan ve
ayrilmasi istenen bilesikler, bu iki tabaka arasinda farkh yerlerde dagilirlar.
Cozeltide eger iki bilesen varsa, biri sabit fazda kalirken, digeri hareketli fazda

suruklenir ve kolondan disari atilir.
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Kagit kromatografisi 1940' larda ortaya ¢ikmistir. Ayirnmi gergeklestirimek istenen
karigim suzge¢ kagidina emdirildikten sonra kurutulur. Daha sonra suyla
doyurulmus organik bir ¢oztcu igerisine daldirilir. Suyla doyurulmus bu ¢dzelti kagit
uzerinde yukselirken beraberinde karigim igindeki maddeleri de yukseltir ve karigimin
bilesenleri kagit Uzerinde farkl noktalarda leke seklinde belirir. Bu lekelerden her
biri farkli bir maddeyi belirtmektedir. Maddeler renkliyse lekeler daha kolay
gozlemlenir. Renksiz bilesenlerse bir ayracgla renklendirililer. Bu amacla pek

cok degisik ayrag¢ kullanilir.

Kagit kromatografisinin farkh ve yeni bir versiyonu olan ince tabaka
kromatografisinde, sabit faz bir plaka Uzerine yayllmis alumina(Al,O3) veya silika
jel(SiO,) tabakasidir. Ayrilmak istenen karisim bu tabakaya ¢ok az miktarda
emdirilir. Hareketli faz olarak uygun bir ¢ézliciu kullanilarak bilesenler plaka
Uzerindeki sabit fazda farkli yerlerde toplanmis ve birbirinden ayriimis olur.
Bu kromatografi yonteminde farkli iyon degistirme recineleri tarafindan iyonlar
ayrilir ve tayin edilir. Anyonlari ayirmak amaciyla anyon degistirme recineleri,
katyonlari ayirma amaciyla da katyon degistirme recineleri kullanilir. Kati bir
maddenin yapisinda bulundurulan bu iyonlarin, temasta oldugu ayriimak istenen
¢Ozelti icindeki ayni cins yuklu olan bagka iyonlarla bir dengeye gore degistiriimesi
Ozelligine dayanir. Kullanilan bu kati maddeler, ¢ozelti ortaminda ¢ézinmezler. Bu
yontemin kagit kromatografisine gére daha avantajli yonleri vardir; Bu yontem ile
miktarca daha az olan maddelerin de ayirimi mimkin olmaktadir. Ayrica sonuglar

cok daha kisa suUrede ve daha net olarak elde edilir.

2.5.1. Yuiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Sivi  kromatografisinin  en yaygin ve en modern uygulama turu
olan yuksek performanshi sivi kromatografisi (High Performance Liquid

Chromatography, HPLC) sivi fazda ¢6zinebilen ve ayrilmak istenen bir kimyasal
karisimi kolay ve hizli bir sekilde bilegsenlerine ayirabilen ve oldukga duyarli bir
yontemdir (LC Applications). Bu ydntemde uygun ¢ozicu yardimiyla ¢ozilen
Oornek karnigimi (analitler), yuksek basing altinda sabit faz ile doldurulan kolondan
gegirilir ve burada bilesenlerine ayrilir. Bilegenlerin birbirinden ayrilip ayriimamasi

ve bunun derecesi (resolution), analitler ile sabit faz arasindaki etkilesime baglhdir.
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2.5.2. Mikro sivi kromatografisi (Mikro LC)

1967 yilinda Horvath ve grubu 0.5-1 mm i¢ ¢api olan paslanmaz celik dolgulu
kolonlarla ribonUkleotid ayrimi gerceklestirerek ilk defa mikrokolon kullanilan
yuksek basing sivi kromatografisini tanitti. 1970’lerde ise Ishii ve grubu dolgulu
teflon mikrokolonlar kullanarak yuksek basingli sivi kromatografisi tarihinde bir
yenilige kapi agmistir. Daha sonra Scott ve g¢alisma grubu 1 mm i¢ capindaki
dolgulu kolonlar1 kullanarak, etkin ve ylksek hizda ayrim gerceklestirmistir. Bu
gelismeler 1g1ginda yuksek basing sivi kromatografisinin minimalize edilerek dunya

genelinde yayginlasmaya baslamistir.

Bu teknik kromatografik ayirmada, konvensiyonel ylksek performans sivi
kromatografisinin yarigamadigr minimal mobil faz, ¢6zucu ve 6rnek kullanimi, daha

az bant genislemesi gibi avantajlara sahiptir [43].

2.5.3. Mikro LC sistemleri

Mikro LC sistemi, klasik sivi kromatografinda bulunanlarla ayni ekipmanlari
icermektedir. Bu ekipmanlar; pompa, enjektor, kolon, detektdr ve bilgisayar
birimleridir. Kromatografik analiz, ayrilmak istenen analit ¢ozeltisinin sisteme
pompa vasitasiyla enjeksiyonu ile baslar. Bu enjeksiyon Unitesi mikro LC’ de
genelde otomatik olarak yapilir. Analit, hareketli faz aracihigiyla kolona pompalanir
ve kolon igerisinde homologlarina ayrilmaya basglar. Ayrilan bilesenlerin detektor
ile verdikleri sinyaller bilgisayara aktarilir. Bilgisayara aktarilan bu sinyallere

kromatogram adi verilir. Klasik bir Mikro LC sistemi Sekil 2.3’teki gibidir.
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Sekil 2.3. Mikro LC sistemini olusturan birimler.

2.5.3.1. Sabit faz

Kromatogram

Bilgisayar

Dedektor

o

Modern HPLC sabit fazlar genis ylzey alanina sahip, kuguk, rijit yapidaki

partikullerdir. Temel sabit faz 6zellikleri sunlardir [45] :

* 3-10 ym gapinda partikl boyutu

*  Mumkin oldugunca esboyutlu (x % 10 partikil boy dagilimi)

+ 70-300 A civarinda gdzenek boyutu

+  50-250 m%g arasinda yiizey alani

* Sabit faz ylzeye tutturulan ligand tlrine bagli olarak, normal faz (-OH, -NH,)

veya ters faz (C8, C18, fenil) hatta anyon (NH,) ya da katyon (-COQ") degistirici

tUrinde olabilir.

2.5.3.2. Surekli faz (Hareketli faz )

HPLC uygulamalarinda ayrilmasi istenen o6rnek hareketli faz ile kolondan

gegcirilerek bilesenlerine ayrilir. Kullanilacak surekli fazin, érnegi bilesenlerine

ayirmak amaciyla kolon igerisindeki sabit faz ile mimkin olan en verimli ve en

hizli sekilde etkilesmesi istenir. Bu nedenle hareketli faz secilirken genel olarak su

Ozellikler goz 6nunde bulundurulmahdir:
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o Surekli fazin ornedi c¢Ozebilmesi icin inert olmasi yani Ornekle kimyasal
reaksiyona girmemesi gerekir.

e Daha dusuk basinca neden olacagi ve kutle aktarimi da daha hizli olacagi igin
dusuk viskozitede olmalidir.

e Eger kirilma indisi dedektoru kullaniliyorsa, analiz edilecek ornekle hareketli
faz arasindaki kirilma indisleri arasindaki fark mimkuin oldugunca fazla olmalidir.

e Eger UV dedektor kullaniliyorsa, hareketli fazin caligilacak olan dalga
boyunda saydam olmasina dikkat edilmelidir.

e Calisilan sistem sicakligina ¢ok yakin olmayan kaynama noktasina sahip
hareketli faz segilmemelidir.

o Maliyetinin duguk olmasi da 6nemlidir.

Surekli fazin polaritesi ayirma isleminde dnemli rol oynar. iki farkli ellisyon tiri
hazirlanabilir; izokratik Eliisyonda kolona sabit bilesimdeki hareketli faz
pompalanirken hareketli fazin polaritesi sabit oldugu icin kolona ¢ok fazla ilgi duyan
bilesenleri kolondan atmak zorlasir ve elisyon suresi uzar. Maddelerin molekal
bayukligune goére tayini de bu elusyon tuard ile gergeklesir. Gradiyent
ellisyonunda ise hareketli faz bilesimi analiz boyunca degisir. Hareketli fazdaki
elientin polaritesi zamanla degistirilerek orneklerin partikil yltzeyine afinitesi

degigtirilir ve ayirma saglanir.

2.5.3.3. Pompa

Pompa HPLC sistemlerinde olusturdugu basing farkiyla kolon dolgu materyali olarak
uretilen partikullerin  kolon igerisine doldurulmasini ve uygun ¢odzucude ¢o6zlinen
ornegin bu sabit faz ve surekli faz yatagiyla etkilesmesini saglar. Kullanilan
partikallerin boyutu kigukse uygulanan basincin yliksek olmasi gerekmektedir. Fakat
kuguk partikullerin yuksek ornek yukleme kapasitesi, yuksek ¢ozunurlik ve hizli analiz
gibi avantajlari  bulunmaktadir. Pompanin performansi, analitik sonuglardaki
tekrarlanabilirligi, nicel degeri, gozlenebilme siniri gibi degerlere blyuk oranda etki
eder. Bu sebeple modern pompalar % 1'den fazla yukari ¢gikmayan 0.01-10
mL/dk arasinda akis hizina ve 5000 psi’ya kadar ¢ikabilen maksimum basin¢ degerine
sahip olmaldir.
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2.5.3.4. Dedektor

Kolondan ayrilan maddelerin varligini tespit edip monitére bununla ilgili sinyal
gonderen kisma dedektor adi verilir . Monitorde, kromatogrami meydana
getiren pikleri olusturur. Sabit fazin hemen bitiminde yer alir. lyi bir dedektdrde

bulunmasi gereken 06zellikler sunlardir:

¢ Akis hizindan ve sicaklik degisiminden mimkin oldugunca az etkilenmesi

e Yuksek duyarlihga sahip

e Dusuk sinyal gurultisu olan

¢ Genis bir lineer cevap alani igeren

e Tum kimyasal yapilara duyarllik gostermesi, en azindan tahmin edilebilir bir

segcicilige sahip olmasi

HPLC’de kullanilan detektor cesitleri UV (ultraviyole), IR (kirilma indeksi, refraktif
indeks), FD (flioresan dedektdr), iletkenlik(CD), elektrokimyasal(EC) , MS (kutle

spektrofotometri) dir.

UV (ultraviyole) detektorleri, ornegin 1181 farkh dalga boylarinda absorblama
oranini Olger. Bu dedektorle 190 ile 600 nm dalgaboyu araliginda analiz
yapmak muimkin olmaktadir. Tek bir dalga boyunda calisan dedektorler
kullanilabildigi gibi bir monokromatér ile gesitli dalgaboylarini segerek galisan
dedektorler de vardir. Sivi kromatografisinde en ¢ok kullanilan dedektor

cesididir.

IR (kirlma indeksi, refraktif indeks) detektorleri, ornekteki molekullerin 1913
yansitma oranini tespit eder. Bu yansitma orani, maddenin refraktif indeksini verir.
Bu dedektorlerin duyarlhiigi dusuk fakat guvenilirlikleri yuksektir. Bu dedektoérler
akis hizindan etkilenmezler ve her madde i¢in kullanilabilirler. Kirilma

indisinin sicaklikla degismesi sebebiyle sicaklik kontrolu ¢ok iyi olmalidir.

FD(flioresan) detektorleri, bilesigin farkli dalga boylarindaki 1131 absorblama ve
tekrar yayma oranini saptayarak calisir. Floresans Ozellikleri tasiyan bilesenlerin
analizinde spektrofotometrik dedektoérlere oranla daha duyarli olan floresans

dedektorlerin  kullaniilmasi 6nerilir. Bu dedektor ile 10-11 g/mL civarinda
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gozlenebilme sinirlarina inilebilmektedir Bu dedektorlerde uyarici kaynak olarak
civa lambasi, isinlari suizmek amaci ile de filtre kullanilir. Gelismis cihazlarda ise

uyarici olarak ksenon ark lambalari ve monokromatdrler kullaniimaktadir.

iletkenlik(CD)  dedektorleri kolondan c¢lkan iyonik haldeki bilesenlerin
iletkenliklerinin dlcimu prensibi ile ¢alisir. Bu dedektorler icin sivi sistemler daha

¢ok uygunken organik sistemler pek uygulanabilir degildir.

Elektroliz sonucu akim oOlgulmesi ilkesine gore calisan elektrokimyasal dedektorler
oldukga duyarhdir. Bu dedektdrde olgulen akim, ornek maddesinin elektrolizi

sonucu olustugu igin kullanilan ¢ozucunun elektrik akimi vermemesi gerekir.

MS (katle spektrofotometri) detektdrlerinde ise molekiller iyonize edilir ve kitle

analizatérinden geger, bulunan iyonlar tespit edilir.

2.5.3.5. Enjektor

Enjektor, sirekli faz kolona gdnderiimeden 6nce 6rnedin slrekli faza enjekte
edilmesi amaciyla kullanilir. Elle kumanda edilen manuel enjektérlerin yaninda

bilgisayar kumandali otomatik enjektorler de bulunmaktadir.

2.5.3.6. Kolon

Kromatografide en dnemli pargalardan biridir. Analizin dodru yapilmasi uygun
kolonun segilmesine baghdir. HPLC uygulamalarinda genellikle ylksek basinca
ve kimyasal korozyona olan dayanikli olmalari sebebiyle paslanmaz celikten
uretilen kolonlar kullanilir. Genel olarak kullanilan kolonlarin i¢ ¢api 2-5 mm
arasinda degisir. Daha az mobil faz tiketimine neden olmasi ayirimin daha hizlh
olmasi ve pik ¢6zUnurliginun daha iyi olmasi sebebi ile mimkin oldugunca
klgUk capta kolonlar tercih edilir. Eger sabit faz olarak kullanilan partikilin boyutu
10 ym veya daha kugukse genellikle 5-25 cm arasindaki uzunluklarda kolonlar
kullanilir. Uzun olan kolonlarda ornek bilesenlerinin ayirrmi daha iyi olmakta fakat
daha ¢ok kolon dolgu materyali kullaniimakta ve dolayisiyla daha ¢ok mobil faz
harcanmaktadir. Dolayisiyla yuksek bir teorik tabaka sayisina ulagsmak igin

kullanilan kolonun boyunu uzun tutmak yerine mumkudn oldugunca daha kuguk
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uretilen dolgu materyallerini daha kisa bir kolon icin kullanmak tercih edilmelidir.
Kolonun iki ucuna gézenek c¢api partikil c¢apindan kiguk olan fritler
takilmalidir. Fritlerin standart gozenek c¢api 2 um olmakla beraber daha kiguk
captaki partikillerin dolgu materyali olarak kullanildigi durumlarda frit capi da

degisiklik gosterir.
2.5.3.7. Kolon dolgu materyalleri

HPLC sistemlerinde kolonda gergeklestirilen ayirmanin performansi, secilen kolon
dolgu maddesine baglidir. lyi bir kolon dolgu maddesi hem hareketli faz
¢Ozuculerine hem de 6rnek ¢dzeltilere karsi inert olmalidir,kararh olmalidir ve genis
ylzey alanina, dizgun olarak dagiimis ve hareketli faza kolay erisebilir agik yapisal

yuzeye sahip olmalidir. YUksek basing ve yuksek akis hizlarinda kararl kalmalidir.

Genellikle silikajel ya da polimerik yapidaki mikro partiktller HPLC uygulamalarinda
dolgu materyali olarak kullaniimaktadir. Literatlirde yapilan ¢alismalarda genellikle
silika bazli kolon materyalleri tercih edilse de [1], [2] son yillarda Ozellikle
polimerik yapida olan HPLC kolon materyalleri Uzerindeki arastirmalar
yogunlasmigtir. Polimerik partikullerin silika bazli olanlara gore belirgin avantajlara
sahiptir. Polimerik partikiller kiresel, go6zenekli ve monodispers formda
daha kolay sentezlenebilir ve daha cgesitli ve kolay olarak turevlendirilebilirler.

Ayrica polimerik partikuller genis pH araliginda kararl kalabilmektedir.

2.5.3.8. Kolon verimliligi

lyi bir ayirmin gdézlendigi kromatogramlarda pikler keskin ve simetriktir. Bu da
kolonun ne derece verimli oldugunu gosterir. Kolon verimliliginin belirlenmesi
amaciyla pik genisligi, teorik tabaka sayisi, indirgenmis plaka yuksekligi ve

¢Ozunurluk gibi parametreler hesaplanir.

Pikin genigligi, pikin keskinligini ve kolon verimini gosteren parametrelerden
biridir. Bununla birlikte pik genigligi kolonun uzunluguna, akis hizi ve partikul
bayuklugu gibi birgok parametreye de baglidir. Ayni kolonda yapilan analizlerde
akis hizi degistirilebilecek tek parametre olmasi sebebiyle, akis hizi kolon

verimliliginin en iyi olacagi degerde secilmelidir.
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Sekil 2.4. Kolon verimi hesaplanirken kullanilan pik ve parametrelerin gosterimi

Teorik tabaka sayisi kolonun hizli galismasinin ve veriminin 6nemli bir
gostergelerinden biridir. Kolonun boyu ile dogu orantiidir. Elde edilen
kromatografik piklerin keskinliginin nicel dlgtistdir ve N ile gdsterilmektedir. Teorik

tabaka sayisi asagidaki gibi hesaplanir:

N =5.54 x (tR/Wy,) 2 (2.4)

Burada tRr, bilesigin allkonma suresini, Wy, , yari pik yuUksekligindeki taban
genisligini ifade etmektedir. indirgenmis tabaka yiiksekligi h ile ifade edilir. N ile
ters orantiidir. Kolonun ne kadar hizli ve etkili calistiginin ifadesidir. Bir
Kolonda h degeri ne kadar klglkse kolonun verimi de o derece yuksekitir.
Daha fazla teorik tabaka sayisi ve daha disuk indirgenmis tabaka yuksekligi kisa
surede kromatografik sonuclarin elde edilmesi anlamina gelir. h degerinin
baylumesi kolon veriminin dusuk pik genislemesinin fazla olmasi anlamina gelir. h

degeri asagidaki gibi hesaplanir.
h=(L/N) (2.5.)

Bu esitlikte h; indirgenmis tabaka yuksekligini, L; kolon boyunu ifade etmektedir.

Pik ¢6zunurlGgu iki pikin birbirinden ayrilma derecesi anlamindadir ve R ile ifade

edilir. iki pikin birbirinden tamamen ayrildi§ini kabul etmek igin R = 1 olmasi
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gerekir ve bu ¢ozunurlik degeri iki bandin birbiri ile % 2 oraninda ortustugu
anlamina gelir. Bu oran % 1.5 ten kugUk ise pikler tamamen ayriimis demektir.

Cozunarluk esitlik 2.6 ile hesaplanir:

RG+1y () = 2 X (ti+1 - ti) / (Wi+ Wis1) (2.6.)
Burada;
ti; i nolu bilesenin alikonma suresi,

ti1;  i+1 nolu bilesenin alikonma suresi,
Wi;  inolu bilegen igin taban genisligi,

Wi.1; i+1 nolu bilesen igin taban genigligidir.

2.5.3.9. Kromatografide kullanilan HPLC turleri

HPLC uygulamalarini sabit fazin yapisina ve ayirma prosesine gore

siniflandirirsak 6 kisimda inceleyebiliriz.

2.5.3.9.1 Normal faz sivi kromatografisi

Normal faz sivi kromatografisinde sabit faz silika jel gibi polaritesi yuksek
yapida bir madde iken, hareketli faz ise n-hekzan gibi apolar yapidadir. Bu
yontem, analiz edilecek 0&rnegin icerisindeki polaritesi fazla olan
bilesenlerin kolondaki alikonma surelerinin fazla olmasina dolayisiyla kolondan

daha ge¢ ¢cikmasina dayanmaktadir.

2.5.3.9.2. Ters faz sivi kromatografisi

Bu kromatografi yontemi normal faz sivi kromatografisinin tam tersidir. Bu yontemde
hareketli faz asetonitril ve su karigimi gibi polar bir yapida iken sabit faz apolar
yapidadir. Bu yontemde ise daha apolar olan ornek bilesenleri kolonda daha uzun

sure kalirlar ve kolondan daha geg ¢ikarlar.

2.5.3.9.3. Buyiiklukge ayirma kromatografisi

Jel gecirgenlik Kromatografisi (Gel Permeation Chromatography, GPC) adiyla

da bilinen bu yontem adindan da anlasildigi gibi molekulleri tanecik boyutlarina

21



gore ayrigtiran bir kromatografik yontemdir ve polimerlerin molekul agirhgr ve
molekul agirligi dagilimi analizinde hizli ve kesin sonug¢ almak igin kullanilir.
Kolon, gbézenek boyutu ve hacmi degistirilebilen ve kontrol edilebilen partikiller
ile doldurulur. Kolona enjekte edilen 0Ornek igerisindeki bilesenler molekl
bayuklUklerine gore kolonu ayri zamanlarda terk ederler. Blyuk molekuller
kolondan daha hizli bir gekilde ayriirken, daha kiguk olan molekiller,

partikillerin gbzeneklerine difizlenmeleri sebebiyle kolondan daha ge¢ ¢ikarlar.

2.5.3.9.4. Hidrofilik etkilesim kromatografisi

Bu yontemde kullanilan sabit faz ve hareketli faz polar yapidadir ancak hareketli
fazin polaritesi sabit faza gore daha dusuktur. Hareketli fazda bulunan polar
analitler yine polar bir kati destek ylzeyi ile farkli derecede etkileserek kolonu
farkl surelerde terk ederler ve bu sayede kromatografik ayirnm saglanmis olur.
Hareketli faz, polar olan sabit bir faz ylzeyinde suyla zengin bir tabaka olusturur
ve analitler hareketli faz ile sabit faz ylizeyi arasinda ayrilirlar. Polaritesi yuksek

bilesikler sabit sulu tabaka ile daha gugclu etkilesim gosterirler.

2.5.3.9.5. iyon degisim kromatografisi

lyon degisim kromatografisi, karigimdaki maddelerin iyonik gruplari ile iyon
degigtiricide bulunan iyonik gruplarin esdeger miktarlarinin  karsihkh  yer
degistirmesi esasina goére calisir. Bu yontemde sabit faz, érnek bilesenleri
Uzerinde yer alan iyonik yapinin tersi yoninde yuklenmistir. Bu sekilde iyonik
olan veya iyonlasabilen o&rneklerin analizi yapiimaktadir. Sabit fazla guglu
etkilesime giren drneklerin kolondaki allkonma suresi fazla olur ve kolondan ge¢

cikar.

2.5.3.9.6. iyon etkilesim kromatografisi

lyon etkilesim kromatografisi genel olarak noniyonik bilesikleri iyonik olan
bilesiklerden ayirmada kullanilir. Bu yontem, recine tanecikleri ve sulu c¢evre
arasindaki iyonik bilegikler ve noniyonik bilegiklerin ¢ézunurligundeki farklihgi

temel alarak galisir. ilk olarak Wheaton ve Bauman bu teknigi kullanmislardir [44].
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lyon etkilesim kromatografisinde iyon degistirici reginenin ayrigan kisminin elekiriksel
yuku ile Ornekteki iyonik bilesigin elektriksel yukundn ayni olmalidir. Yani negatif
yuklU iyon igeren ornekler, anyonik fonksiyonel gruplu katyon dedistiriciler ile
ayrilabilirler. Bu gruplara en genel drnek sulfonik asit gruplaridir. Ayni sekilde,
pozitif yuk iceren  oOrnekler de  fonksiyonel grubu  katyonik  olan
tetraalkilamonyum gibi anyon dedgigstirici regineler ile ayrilabilirler. Bu yontemde
iyon degisimi olmadidi icin recine rejenerasyon gerektirmez. Sekil 2.5' de bu

kromatografik ydontem sematik olarak gosterilmistir.

Sabit
Faz
Mobil
H, O
2
s -~ Faz
recine > &
.
eluent H,0
= NO3- +
/SO; H?O - H
- - \‘ H?O
~_H \QJ
g - SNis H,O
so; " /™%
i 3 CH,COOH
o 805 0*, - cHcoO0 e
N HO — coziinen
H?O SO3
Y| Hzo

Sekil 2.5. iyon etkilesim kromatografisi.

2.5.3.10. HPLC kullanim alanlari

HPLC tanimlama, saflastirma, derisim tayini ve bir karnigimi bilesenlerine ayirma
gibi islemlerde yaygin olarak kullaniimaktadir. HPLC' nin yaygin olarak kullaniimasinda
duyarlihginin yuksek olmasi, analiz suresinin kisa olmasi, kiginin becerisine daha
az bagh olmasi ve tekrarlanabilirliginin yUksek olmasi gibi sebepler

siralanabilir.
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Saflastirma : Bu islemde amag saflagsmasi istenilen maddenin diger madde veya
atiklardan temizlenmesidir. Saflastirma igleminde istenilen madde kolon
cikisinda toplanir ve diger maddelerden izole edilir. Bu ise sadece surekili
fazin dogru secilmesiyle mimkin olmaktadir. Saflastirmanin mimkin olmasi igin
istenilen maddenin kolondan ¢ikis suresinin herhangi bir safsizlik ya da istenmeyen

bir maddenin karigmasini engelleyecek dlgtide kisa olmaldir.

Bilesen ayirma : HPLC'de her maddenin belirli sabit ve surekli fazlarda ¢ikis
suresinin farkli olmasindan yararlanilarak bilesen ayirma yapilabilir. Ayirmanin ¢ok
iyi olmasi igin pik ¢ézUnirliginin gok iyi olmasi gerekmektedir. iki bilesenden biri
kolonu tamamen terk etmeden digeri de kolondan ayrilmaya baglarsa ayirma
yluzdesi azalir. Bu sebeple ayirmanin derecesi de sabit faz ve hareketli faz

secimiyle buyuk degisiklik gosterir.

Tanimlama : Bu islemde tanimlamasi istenen maddenin pik alikonma sdresinin
standarda ait allkonma suresiile cakistinimasiyla HPLC'de madde tanimlanmasi
gergeklestirilir. Tanimlamasi istenen maddenin segilen dedekior ve analiz
kosullarinda kabul edilebilir bir ¢ikis suresi ve belirgin bir piki olmahdir. Kolon,
hareketli faz ve akis hizi segimleri bu islemde olduk¢ga Onemlidir. Kesin bir

tanimlama icin alikonma suresi bilinen bir 6rnegin kullaniimasi gerekmektedir.

Derigim tayini : Bu islemde, HPLC 'de tanimlanmis bir maddenin sivi ¢ozeltisi
farkli konsantrasyonlarda sisteme enjekte edilmesi ile elde edilen piklerin
altindaki alanlar hesaplanir. Hesaplanan bu alanlarin derigsime kargi grafigi
cizildiginde elde edilen grafik kalibrasyon egrisini verir ve bilinmeyen derisime ait pik

alani hesaplandiktan sonra bu egri kullanilarak derisimi bulunur.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda yapilan calismalar Ug¢ kisma ayrilmaktadir. Calismanin birinci
kisminda tlrevlendirilebilir formda hidrojel partiklllerin  sentezi, 2-kloro-3-
hidroksipropil metakrilat (HPMA-CI) ve etilenglikol dimetakrilat (EGDMA)
monomerlerinin ¢ok basamakli mikrostspansiyon kopolimerizasyonu yontemi
ile gergeklestirilmigtir.

Takip eden basamakta partikiller gugli katyon degistirici ligandin baglanmasi
amaciyla monodispers partikile ATRP teknigi kullanilarak sulfopropil metakrilat
(SPM) baglanmistir. Partikullerin boyut ozellikleri ve yuzey yapisi  Taramali
Elektron Mikroskobu (Scanning Elektron Microscope, SEM) ile, yuzey alani BET
(Brunauer-Emmett-Teller) ile tayin edilmistir. Partikillerin ligand icerigi ise
potansiyometrik titrasyon yontemiyle tayin edilmistir.

Calismanin  Gguncu ve son kisminda ise kuvvetli katyon degistirici formda
sentezlenen bu partikiller, 300(uzunluk)x2 mm(i¢ ¢ap) boyutundaki paslanmaz
celik kolonlara yuiksek basing altinda dolgulanmistir. Calismada elde edilen asidik
Ozellige sahip hidrojel formundaki kolon dolgu materyali alkol formundaki
analitlerin  kromatografik ayrimi amaciyla kullaniimistir. Yapilan testlerle,
sentezlenen kolonlarin ayirma basarisi teorik tabaka sayisi, teorik tabaka
yuksekligi, pik ¢ozunurlikleri ve alikonma faktérlerinin hesaplanmasi ile
belirlenmistir. Asagida, sentezlenen polimerik partikullerin uretim,
karakterizasyon ve  kromatografik  performanslarinin  belirlenmesinde

kullanilan yontemler detayh olarak anlatiilmaktadir.

3.1 Es boyutlu gézenekli polimerik partikiillerin sentezlenmesi

Partikul sentezinin ilk basamaginda ilk dnce dispersiyon polimerizasyonu teknigiyle
poli(glisidilmetakrilat) (poli(GMA)) c¢ikis lateksi sentezlenmistir. Daha sonra
sentezlenen partikiller sisirme islemine tabi tutulmustur. Sisirme isleminde, cikis
lateksi dusuk molekul agirlikli ve c¢ikis lateksini ¢ozebilen bir organik ajan ve
monomer, ¢apraz baglayici ve baslaticiyl iceren monomer fazi ile sisirilmistir. Sigirme

isleminden sonra partikdl icerisinde monomer fazin polimerizasyonu
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gerceklestiriimistir ve sonugta godzenekli ve monodispers yapida poli(3-kloro-2-
hidroksipropil metakrilat-co-etilen glikol dimetakrilat) (poli(HPMA-Cl-co-EGDMA))
partikiller elde edilmistir. Anlatilan yontemin sematik gosterimi sekil 3.1 de

verilmektedir.

]
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Sekil3.1. Cok basamakli mikrosuspansiyon yoéntemiyle monodispers-makro

gbzenekli partikullerin sentezinin sematik gosterimi

3.1.1 Cikis lateksinin lretimi

3.1.1.1 Materyal

Cikis lateksinin sentezi amaciyla dispersiyon polimerizasyonunda monomer
olarak glisidil metakrilat (GMA, Sigma Chemicals. Co., ABD) dagitma ortami
olarak mutlak etil alkol (Et-OH, Merck A.G., Almanya), sterik stabilizér olarak
polivinilprolidon K-30 (Mr: 40000, PVP K-30, Sigma Chemical Co.,
ABD), baslatici olarak ise 2-2" -azobisizobutironitril (AIBN, Acros
OrganicsABD ) kullaniimigtir. AIBN kullaniilmadan 6énce kristalize edilmistir.

3.1.1.2 Cikig lateksinin tiretim yontemi

Monodispers makrogdzenekli partikullerin ~ Gretiminin ik basamag! olan
monodispers formda c¢ikis lateksinin sentezinde; glisidil metakrilat monomeri

dispersiyon polimerizasyonu yontemiyle, Cizelge 3.1' de belirtilen kosullarda
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polimerlestiriimesi sonucunda yaklasik 2 um boyutunda monodispers ¢ikis lateksi

elde edilmistir.

Kullanilan Kimyasallar Kullanilan Miktarlar
Etanol 30 mL
GMA 3mL
PVPK-30 0,45¢g
AIBN 0,249
Polimerizasyon Kosullari
Sicaklik 70 °C
Polimerizasyon suresi 24 saat
Calkalama hizi 120 cpm

Cizelge 3.1. Monodispers formda poli(GMA) cikis lateksinin sentezi icin

dispersiyon polimerizasyonu kosullari

Bu yontemde ilk olarak dagitma ortami olan 30 mL etanol, 250 mL hacme sahip
agzl sizdirmaz sekilde kapatilan cam reaktore alinmis ve bu ortam igerisinde sirasi
ile 0.45 g PVP K-30, 3 mL GMA ve 0.24g AIBN ile ¢ozulmuastir. Coézinmeyi tam
olarak saglayabilmek icin yaklasik olarak her madde icin 5 er dakika sureyle
ultrasonikasyon uygulanmistir. Bu iglem 200W gucunde bir ultrasonik  su
banyosunda (Bransonic 200, ingiltere) oda sicakhiginda gerceklestiriimistir.
Ardindan cam reaktor calkalamali su banyosuna oda sicakhdinda yerlestiriimis
(Memmert Type WB 14, Germany) ve belirtilen calkalama hizinda 70°C' ye kadar
isitiimigtir. 24 saat sonra c¢alkalamali su banyosundan g¢ikarilan reaktor
soguduktan sonra igerigi 2000 rpm' de 3 dakika sureyle santrifUjlenmigtir. Santrif(j
sonrasi sivi kisim atilarak santriflj tuplerinde ¢dken partikdl Gzerine etanol
eklenmis ve bir baget yardimiyla partiklller dispers edilmistir. Bu santrifijleme-
dekantasyon iglemi 2 kez gercgeklestirilmistir. Ardindan 2 defa da santrifdj tplerinde
¢Oken partikll Uzerine distile su eklenerek ayni iglem tekrarlanmis yikama iglemi
tamamlanmistir. Cikis lateksinin igeridi gravimetrik analiz yontemi tayin edilmigtir.

Bu amacla sulu ortamda bulunan poli(GMA) partikiiller 70°C' de 24 saat siireyle
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kurutulmus ve alinan belli bir hacimdeki dispersiyonun kati partiktl icerigi tartim

yoluyla g/mL cinsinden belirlenmistir.

3.1.2 GCok basamakli mikrosiispansiyon yontemi kullanilarak monodispers

ve makrogozenekli partikiillerin tretimi

Monodispers ve makrogodzenekli partikullerin sentezi amaciyla ¢ok
basamakli mikrosispansiyon yéntemi” kullaniimigtir.  Sekil 3.1'de sematigi

gorulen yontemin detaylari asagida anlatiimaktadir.

3.1.2.1 Materyal

Cok basamakli mikrostuspansiyon polimerizasyonunda anyonik emulsiyon yapici
madde olarak sodyum dodesil sllfat (SDS, Sigma Chemicals. Co., ABD) ve
organik ajan olarak c¢ozlcu Ozellikte etilbbenzen (EB, Sigma Chemicals. Co.,
ABD ) kullanilmigtir. Polimerizasyonda monomer olarak ¢ikig lateksimiz olan 3-
kloro-2-hidroksipropil  metakrilat (HPMA-CI, Sigma Chemicals. Co., ABD) ve
capraz baglayici monomer olarak ise etilen glikol dimetakrilat (EGDMA, Sigma
Chemicals. Co., ABD), baslatici olarak ise benzoil peroksit (BPO, Fluka AG,
isvigre) kullanilmis ve kullaniimadan &6nce kurutulmustur. Stabilizor olarak
polivinilalkol (PVA, MA:87000-146000, %8 hidrolize, Sigma Chemicals Co., ABD)

kullanilmigtir.

3.1.2.2 Monodispers ve makrogozenekli partikullerin tiretim yontemi

Monodispers ve makrogdzenekli poliHPMA-Cl-co-EGDMA) partiklller ¢
basamakli polimerizasyon yontemiyle sentezlenmistir. Bu sentezde kullanilan

kimyasallar Cizelge 3.2 de verilmistir.
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Poli
(GMA) HPMA-
EB(mL) EGDMA(mL) | SDS(g)/Su(mL) | PVA(g)/Su(mL)
Cikis Cl
Lateksi(g)
0,300 2,5 2,5 2,5 0,125/50 0,8/10

Cizelge 3.2.poli(HPMA-CI-co-EGDMA) Uretiminde kullanilan kimyasal miktarlar

Monodispers ve makrogozenekli partiklllerin sentezi icin ilk olarak c¢ikis
lateksi sisirilmistir. Sisirme islemi distk molekul agirlikh bir organik ajan olan ve
cikis lateksini ¢ozebilen etilbenzen ile gergeklestiriimisti. Ancak bu islem
esnasinda monodispersitenin  korunmasi dolayisiyla butin partikillerin  esit
oranda sismesinin saglanmasi gerekmektedir. Bunun icin etilbenzen, sodyum
dodesil sulfat (SDS, Sigma Chemicals. Co., ABD) varliginda cikis lateksi ile sulu
emdulsiyon ortaminda ultrasonikasyon yoluyla etkilestiriimistir. Daha sonra elde
edilen dispersiyon, organik fazin partikullere transferi amaci ile oda sicakliginda

24 saat sureyle 300 rpm hizda manyetik olarak karistiriimistir.

Monodispers ve  makrogozenekli  partiklllerin ~ sentezinin  bir sonraki
basamaginda ise HPMA-CI, EGDMA ve BPO i¢ceren monomer fazi yine SDS
sulu fazi iginde ultrasonikasyon yontemiyle dispers edilmistir. Elde edilen bu
dispersiyonun ilk basamakta elde edilen dispersiyona eklenmesinin ardindan 300
rom’de 24 saat sureyle manyetik karistiricida karigtiriimis ve monomer fazinin

poli(GMA) cikis lateksi igine difizyonu saglanmistir.

ikinci basamagin sonunda, sismis partikiillere stabilizér olarak PVA eklenmis ve
polimerizasyon calkalamali su banyosunda 80°C' de ve 120 cpm calkalama
hizinda 24 saat sureyle gergeklestiriimistir. Burada PVA, polimerizasyon esnasinda
partikul-su ara yuzeyine yerleserek sonug partikulleri Uzerinde koruyucu tabaka
olusturmaktadir. Polimerizasyon sonucunda ana Urun olarak elde edilen

monodispers-makrogoézenekli partikillerin dagitma ortamindan ve polimerizasyon
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yan urunlerinden ayrilmasi amaciyla reaktdrden alinan dispersiyon, oOncelikle
santrifyj tuplerine aktariimig ve 2000 rpm hizla yaklasik 1dakika santrifijlenmistir
ve monodispers makro partikillerin  ¢okmesi saglanmistir.  SUpernatant
dekantasyon yoluyla atiimis ve bu fazda asih halde bulunan kiglk boyutlu
partikuller sistemden uzaklastirimistir. Daha sonra elde edilen partikuller etanol
ortaminda dispers edilmis ve 5000 rpm’de 5 dakika sure ile santrifUjlenmigtir. Bu
islem 2 kez tekrarlanmigtir.  Ayni dekantasyon islemi distile su ile de 2 kez

tekrarlandiktan sonra yilkama iglemi tamamlanmigtir.

3.1.2.3. ATRP ile poli(HPMA-CI-co-EGDMA) partikiiller iizerinde
poli(sulfopropil metakrilat) poli(SPM) ligand sentezi

ATRP sistemi baslatici, monomer, solvent ve katalizleyici kompleks bilesenlerinden
olusmaktadir. Bu galismada kullanilan ATRP sistemi ile iyon degistirici grup iceren
polimerik ligandin monodispers-gézenekli poli(HPMA-CI-co-EGDMA) partikullerin
yluzeyinde sentezi amaglanmistir. Bu amagla “sulfopropil” grubu igeren
sulfopropilmetakrilat(SPM) monomeri gugli  katyon degistirici  poli(sulfonik asit)

formunda polimerik ligand sentezinde kullaniimistir.

Polimerizasyonda solvent olarak dimetilformamid/su ¢ozeltisi  kullaniimistir.
Literatirde SPM icin, ¢o6zelti fazinda ATRP' yi (homojen ATRP) tanimlayan bir
calismada polidispersite indeksi 1.25’in altinda olacak sekilde SPM’in polimerizasyonu
tanimlanmistir [47]. Calismamiz igin gelistirilen heterojen ATRP igin kullanilacak
katalizleyici kompleks, SPM’in homojen ATRP’si igin vyapilan c¢alismadan
yararlanarak secilmistir. Bu sebeple Cu(l)-bipiridin sisteminin kullanimina karar
verilmistir. Ayrica homojen ATRP sisteminde molekul agirligi dagiliminin dar olmasi
icin Cu (I)e esmolar oranda Cu (Il) kullanimi o6nerilmigtir [47]. Bu yuzden
calismamizda es molar oranda CuCl ve CuCl, kullaniimistir. Kullanilan

formulasyon, Cizelge 3.3'de verilmektedir.
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Cizelge 3.3. Poli(DHPM-EDM) partikiller Gzerinde poli(SPM) iyon degistirici ligand
sentezi icin ATRP kosullari.

Bilesenler mmol/ml
poli(HPMA-CI-co-EGDMA) (g) 1,80
SPM (mmol) 8,12
DMF (mL) 5.0

Su (mL) 5.0
BiPy (mmol) 2.0
CuCl (mmol) 0.4
CuCl; (mmol) 0.4

Sulfopropil metakrilat (sodyum tuzu, 8.12 mmol, Aldrich) bir schlenk tlpuU igerisinde,
dimetilformamid(DMF)/su ¢ozeltisinde (50/50 % v/v, 7 mL) ¢oézulmustir. Cozulmus
ortama yine DMF/su ¢ozeltisi ile hazirlanmig, CuCl (0.40 mmol, Aldrich), CuCl, (0.4
mmol, Aldrich) ve bipiridin (BiPy, 2 mmol, Aldrich) iceren dimetilformamid(DMF)/su
¢ozeltisinden (50/50 % v/v, 7 mL) 1 mL eklenmigtir. Cozelti 5 dakika sureyle
ultrasonikasyona maruz birakiimig ve 10 dakika sureyle azotla yikanmistir. Daha
sonra ortama, poli(HPMA-CI-co-EGDMA) partikiillerin ayni DMF/su ¢ozeltisindeki
dispersiyonu (1.8 g partikil/2 mL c¢ozelti) eklenmistir. Reaksiyon ortami 10 dakika
slreyle vakumlandiktan sonra poli(HPMA-CI-co-EGDMA) partikiller tGzerinde ATRP
ile poli(SPM) ligand sentezi, oda sicakliginda, 250 rpm karistirma hizinda, 6 saat’lik
polimerizasyon suresi i¢cinde yapilmistir. Polimerizasyondan sonra partikuller, énce
DMF, daha sonra metanol ve distile su ile ardisik santrifijleme dekantasyon yoluyla
yikanmistir. Poli(HPMA-CI-co-EGDMA) partiklller Gzerinde sulfopropil metakrilat'in
ATRP ile sulfonik asit grubu igeren poliiyionik ligand, [poli(SPM)] olusumu ve sonug
partikillerin kimyasal yapisi Sekil 3.5’te gosterilmistir.
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Sekil 3.2 : poli(HPMA-CIl-co-EGDMA) partikiiller Gizerinde ATRP ile sulfonik asit
grubu iceren poliiyionik ligand, [poli(SPM)] olusumu ve sonug¢ partikillerin kimyasal

yapisl

3.1.2.4. Monodispers ve makrogozenekli poli(HPMA-Cl-co-EGDMA)

partikiillerin karakterizasyonu

3.1.2.4.1. Taramal elektron mikroskobu (SEM) ile karakterizasyon

Partikullerin boyu ve boy dagiiminin belilenmesi ve partikul yuzey ozellikleri
hakkinda bilgi sahibi olabilmek amaciyla Taramal Elektron Mikroskobu
(Scanning Electron Microscope, SEM) (JEOL, JEM 1200 EX, Japan) ile elde
edilen fotograflar kullaniimistir. SEM fotograflarinin elde edilmesinde izlenen
prosedurde oOncelikle yikanan lateks partikillerin sulu dispersiyonundan 0.1 ml
kadar alinarak bakir disk Uzerine dagitiimis ve oda sicakliginda igerisindeki su
buharlastiriimistir. Sentezledigimiz partikillerin kurutulmasinin ardindan vakum
altinda ince bir tabaka halinde altinla(100A%)  kaplanmis ve ornekler SEM

fotograflari gekilmeye hazir hale getirilmigtir.
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3.1.2.4.2. BET yuzey alani 6l¢gum cihazi ile karakterizasyon

Partikullerin ylzey alani Quantochrome, Nova 2200e model Yuzey Alani ve
Gozenek Boyutu Olgiim Cihazi (BET) kullanilarak belirlenmistir. Yapilan dlglimlerde
oncelikle partikiiller 24 saat siireyle 70°C' de kurutulmustur. Ardindan cihazin
hiicrelerine yerlestirilen partikiiller 90°C' de 3 saat siireyle vakumlanmistir ve kalan
nem tamamen ortamdan uzaklastirilmistir. Bu islemin ardindan oélgtimler sivi azot
icerisine yerlestirilen 6rnek hicrelerinde tayin edilmistir. Olgiim, partikiller
Uzerinden gegirilen azot gazinin partikiller Uzerine adsorplanmasi ve adsorplanan

miktarin azotun buhar basincindan hesaplanmasi prensibine dayanir.

3.1.2.4.3. Potansiyometrik titrasyon ile partikiillerin ligand igeriginin

belirlenmesi

Poli(HPMA-CI-co-EGDMA)  partikillerin poliiyionik ligand,  [poli(SPM)] icerigi
potansiyometrik titrasyon yontemiyle hesaplanmistir. Bu amagla, 1 g SPM
baglanmis partikal, 20 mL 0.5 M NaOH ¢dzeltisi ile manyetik karigtiricida iki saat
etkilestiriimistir. Daha sonra santrifiij cihazinda 5000rpm devirde ¢okturildikten
sonra supernatant kismindan alinan 5ml' lik sivi, 10mL su ile seyreltiimis ve 0.1 M
HCI ile titrasyona ugramistir. Ayni titrasyon iglemi 0.5 N NaOH cozeltisi icin de
uygulanmig ve esdegerlik noktalari arasindaki fark kullanilarak poli(HPMA-CI-co-

EGDMA) partikdllerin poliiyionik ligand, [poli(SPM)] iceridi hesaplanmistir.
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Sekil 3.3 Kullanilan mikro LC sistemi

3.2 Kromatografik ¢caligmalar

3.2.1. Kromatografik Sistem

Calismanin Uguncu asamasi olan kromatografik performans testlerinde kullanilan
Nano-LC sistemi (Dionex Ultimate 3000, ABD), bir otomatik enjeksiyon unitesi
(Dionex Ultimate 3000 AutoSampler, ABD ), bir pompa (Dionex Ultimate 3000
pump, ABD), UV detektdr (Dionex Ultimate 3000 Variable Wavelength Detector,
ABD) ve firndan (Dionex Ultimate 3000 Flow Manager, ABD) olugsmaktadir. Nano-
LC 800 bara kadar kromatografik analiz yapma imkani vermektedir. Ayrica en az
20 mL/dk akis hizina kadar calisabilmektedir [46]. Kullanilan Nano-LC sistemi
Sekil 3,2' de gosterilmistir.

3.2.2 Kolonlarin doldurulmasi

Sentezlenen kolon dolgu materyalleri sulu ortamda oda sicakliginda saklanmistir ve
daha sonra kromatografik analiz igin 2,00 mm i¢ ¢apa ve 300 mm uzunluga
sahip c¢elik kolonlara doldurulmustur. Dolum igleminin gergeklesmesi i¢in kolonun bir
ucuna partikil capindan kuguk ¢apta celik frit yerlestirilmis ve agik olan diger ugtan
sulu ortamdaki partikuller aktarilarak dolum iglemi gercgeklestiriimigtir. Kolonun
ust kisminda hi¢ bogluk kalmayana kadar dolum iglemine devam edilmigtir. Sonraki

islemde kolondan yuksek basingta su gegirilmis ve 10 dakikalik periyotlarla kolon
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sokulerek Ust kisminda ¢okme olup olmadigi kontrol edilmistir. Eger ¢okme varsa
kolona partikul ilave edilmistir. Daha sonra kolon sisteme ters yonde baglanmistir
ve yuksek basingta 20 dakika sureyle kolondan su gegisi saglanmistir. Boylece her
iki ydnden de ylksek basinca maruz birakilan partiktllerin kararli bir yatak

olugsturmasi saglanmigtir.
3.2.3. Kromatografik performans testleri

3.2.3.1. iyon etkilesim kromatografisi deneyleri

lyon etkilesim kromatografisi deneylerinde 5 bilesen iceren alkol karisimi
kullanilmigtir. Ornek hazirlanmasinda kullanilan alkoller sirasiyla Gliserol, Etanol,

N-Propanol, Sec-Butanol, N-Butanol den olugmaktadir.

Polimerik liganda sahip olan partikillerin kolona doldurulmasindan sonra kolonlar
Mikro LC' de dusuk akis hizinda sartlandinimigtir. Kolon sartlandiktan sonra analizi
yapilacak ornekten 1 mikrolitge alinarak sisteme enjekte edilmistir. 300x2 mm
boyutundaki paslanmaz c¢elik kolonlarda ayirma iglemi izokratik kosullarda
gerceklestiriimistir ve mobil faz olarak seyreltik silflrik asit ¢ozeltisi ve saf su
kullanilmistir.  Ornek karisimin  kolonda ayrilmasi, UV dedektoruyle
g6zlemlenmistir. Farkli normal itelerde sulfurik asit ¢ozeltisi ve saf su kullanilarak
mobil fazin ayirmaya olan etkisi incelenmistir. Ayrica farkli akis hizi ve sicakliklarin
da ayirmaya olan etkisi gbézlemlenmistir. Her analizden sonra, kolon bir sonraki
analizde kullanilacak mobil faz ile yikanip sartlandirilarak yeni analize hazir hale

getirilmigtir.
3.2.3.2. Kromatografik parametrelerin tayini

Analizler sonucu elde edilen kromatogramlardan alikonma suresi, pik taban
genigligi ve pik yar yuksegindeki taban genisligi gibi degiskenler odlculup, kolon
performanslarini belirleyici parametreler olan igin teorik tabaka sayisi, tabaka
yuksekligi ve pik ¢ozunurlugu degerleri her analizde sisteme enjekte edilen 6rnek
karigimindaki tum bilesenler igin hesaplanmigtir.
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4.SONUCLAR VE TARTISMA

Tez kapsaminda yapilan calismalar, turevilendirilebilir formda hidrojel partiktllerin
ATRP yodntemi ile sentezini ve HPLC kolonlarinda sabit faz olarak kullanilan bu
partikullerin kromatografik davranislarinin belirlenmesini icermektedir. Sentezlenen
partikUllerin ~ Uretim  yOntemleri,  karakterizasyonlar =~ ve  kromatografik

performanslari agsagida veriimektedir.

4.1. iyon etkilesim kromatografisi icin monodispers ve gézenekli partikiillerin

karakterizasyonu

Sekil 4.1 Poli(HPMA-CI-co-EGDMA) partikullerin yizey morfolojisini gosteren
SEM fotografi. Buyutme: ~19000X,
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Sekil 4.2.Poli(HPMA-CI-co-EGDMA) partikullerin ortalama boy ve boy dagilimini
gOsteren SEM fotografi. Blyltme: ~4000X.

Sentezlenen monodispers ve gdzenekli poli(HPMA-CI-co-EGDMA) partikillere ait
taramali elektron mikroskobu fotograflar Sekil 4.1 ve 4.2' de veriimektedir. Sekil
4.2 kullanilarak ortalama ¢ap 5.2 ym ve degisim katsayisi degeri (CV) ise % 4,6
olarak hesaplanmistir. Sekil 4.1 ve 4.2' de goruldugu gibi partikuller monodispers
ve gb6zenekli formda dretilmistir. Degisim katsayilarinin kiaglik olmasi da
monodispersiteyi dogrulamaktadir.

BET analizinde dusuk molekul agirlikli bir 6lgim araci (azot gazi) kullanildigi i¢in
Ozellikle “mikro gézenek” fraksiyonunun duyarli olarak degerlendiriimesi ve bu
g6zeneklerin 6zgul ylzey alanina katkisinin saglikli bir sekilde belirlenmesi
mumkuin olmaktadir. Bu nedenle, ¢calismada BET cihazi partikullerin 6zgul ylzey
alani degerlerinin belirlenmesinde kullanilmistir ve bu deger 59.97 m? /g olarak

hesaplanmigtir.
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Sekil4.3. ATRP Teknigi kullanilarak Uretilen kolonun geri-basing degerinin akis
hiziyla degdisimi. Kosullar: Kolon Boyutu: 300x2 mm, Mobil faz: 0.001N sulftrik
asit.

Uretilen kolon igin geri-basing degerinin mobil faz akis hizi ile degisimi Sekil 4.3 de
verilmektedir. Geri basing degeri beklendidi gibi akis hizi arttikga yukselmektedir.
Geri-basing-akis hizi iligkisinin dogrusal bir degisim gdstermesi, sentezlenen kolon

materyalinin basing altinda tersinir bir deformasyona ugramadigini gostermektedir.
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Sekil 4.4. Poli(SPM) baglanan poli(HPMA-CI-co-EGDMA) partikullerin etkilesim
oncesi ve sonrasi titrasyon egrileri

Sulfopropilmetakrilat baglanarak kuvvetli katyon degistirici forma donusturilen
poli(HPMA-CI-co-EGDMA) partikullerin ligand icerigi potansiyometrik titrasyon

yontemiyle belirlenmigtir. Titrasyon egrilerinin eldesi icin NaOH ¢ozeltisi kullaniimis
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ve esdegerlik noktalari 0.1 M HCI ile titrasyon yapilarak bulunmustur. Partiklller
ile etkilesen ve etkilesmeyen c¢ozeltiler igin potansiyometrik titrasyon
yapilarak ve es-degerlik noktalari arasindaki fark kullanilarak partikdllerin ligand
icerigi 0,43 g SPM/ g partikil olarak hesaplanmistir. sulfopropilmetakrilat

baglanan partiklller i¢in elde edilen titrasyon egrisi Sekil 4.4’de gosteriimektedir.

4.2. iyon etkilesim kromatografisi performans testleri

Calismanin  bu kisminda ATRP teknigi kullanilarak poli(SPM) baglanan
poli(HPMA-CI-co-EGDMA) partikiillerin iyon Etkilesim Kromatografisi (ion
Exclusion Chromatography) ile alkol homologlarinin ayrilmasi islemindeki
performansi incelenmigtir. Celik kolonlara doldurulan partikiller ile 5 bilesen iceren
alkol karigiminin kromatografik ayirmi gerceklestiriimigtir. Kromatografik
calismalarda farkli mobil faz, sicaklik ve akis hizlari kullanilarak en uygun ortam
kosullari belirlenmeye calisiimistir. Mobil faz olarak derisik ve seyreltik sulftirik
asit ¢ozeltileri ile su kullaniimistir ve kolon c¢ikisindaki analit izlemesi UV

dedektor ile yapilmistir.

4.2.1. Mobil faz degigiminin kromatografik performansa etkisi

Celik kolonlara doldurulan partikilin alkol homologlari ayirmada gosterdigi
kromatografik  davranisi izleyebilmek icin  dncelikle farkli mobil fazlar
kullanilmistir. Bunun icin mobil faz olarak saf su ve 102 N ve 10™N degisimlerinde
sulfurik asit iceren saf su denenmistir. ATRP teknigi kullanilarak uretilen kolon
dolgu materyalinin mobil faz olarak farkh suilfurik asit degisimleri kullanildiginda
alkolleri ayirma davranisi Sekil 4.5' de verilmektedir. Alkol homologlarin farkli
mobil fazlar ile elde edilen ¢ozunurlik degerleri de Cizelge 4.1' de

gOsterilmektedir.
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Sekil 4.5. ATRP teknigi kullanilarak  Uretilen kolonun farkli mobil fazlarda
alkolleri ayirma davranigi. Kosullar; kolon boyutu: 300mm x 2mm, akis hizi: 200
uL/dk, analiz sicakhigr: 65°C, dedektdr: UV, eliisyon sirasi: 1. gliserol, 2. etanol,
3. n-propanol, 4.sec-butanol, 5. n-butanol, Mobil faz: (A): 0,001N H,SO, (B):
0,0001N H2S0Oq4, (C): Saf Su

Mobil Faz R21 R32 R43 R54
10° N H,SO, 0,93 1,93 1,74 1,01
10 N H,S0, 0,91 1,47 1,70 0,72

Saf su 0,90 1,45 1,55 0,69

Cizelge 4.1. ATRP teknigi kullanilarak uretilen kolonun ¢ézunurligun mobil faz
turd ile degisimi. Kosullar; kolon Boyutu: 300mm x 2mm, akis hizi: 200 uL/dk,
analiz sicakhgi: 65°C, dedektor; UV, aciklamalar: R21: gliserol-etanol, R32:
etanol- n-propanol, R43: n-propanol- sec-butanol, R54; sec-butanol-n-bitanol,
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Sekil 4.6. : ATRP teknigi kullanilarak Uretilen kolonun teorik tabaka sayisinin
mobil fazla degisimi. Kosullar; kolon boyutu: 300mm x 2mm, akis hizi: 200
uL/dk, analiz sicakligi: 65°C, dedektdér: UV, eliisyon sirasi: 1. gliserol, 2. etanol,
3. n-propanol, 4.sec-bitanol, 5. n-butanol, mobil faz : a: 0,001N H,SO, b:
0,0001N H3SOy, c: saf su
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Sekil 4.7. : ATRP teknigi kullanilarak Uretilen kolonun tabaka yuksekliginin mobil
fazla degisimi. Kosullar; kolon boyutu: 300x2 mm, akis hizi: 200 pyL/dk, analiz
sicakligi:  65°C, dedektor: UV, eliisyon sirasi: 1. gliserol, 2. etanol, 3. n-
propanol, 4.sec-butanol, 5. n-butanol, mobil faz: (A) 0,001N H,SO4, (B) 0,0001N
H,SO,4, (C) Saf Su

41



3,00 -
2,50 - === etanol
v a— -
g s == n-propanol
g 2,00 1 sec-bitanol
ﬁ === n-biitanol
“= 1,50 -
©
e
c
g 1,00 -
= [ = = |
<
0,50 -
—— —
0,00 T T )
a b c

Sekil 4.8. ATRP teknigi kullanilarak Uretilen kolonun alikonma faktérindn(k)
mobil fazla degisimi. Kosullar; kolon boyutu: 300mm x 2 mm, Akis hizi: 200
uL/dk, analiz sicakhgi: 65°C, dedektdr: UV, eliisyon sirasi: 1. gliserol, 2. etanol,
3. n-propanol, 4.sec-butanol, 5. n-butanol, mobil faz: a: 0,001N H,SOg4, b:
0,0001N H3SOq, c: Saf su

Sekil 4.5' deki kromatogramlar kullanilarak elde edilen ¢ézunurlGgun mobil faz
derisimi ile degisimi Cizelge 4.1 de verilmektedir.Teorik tabaka sayisinin ve
tabaka yUksekliginin sulflrik asit derisimiyle degisimi ise sirasiyla Sekil 4.6 ve 4.7
de gorulmektedir. Elde edilen grafiklere bakildiginda teorik tabaka sayisinin mobil
fazdaki H,SO, derigimi ile arttigi ve tabaka yuksekliginin de H,SO4 derigiminin
artmasi ile azaldigi gorulmektedir. Alkol homologlarin alikonma faktorleri ise mobil
fazdaki H,SO, derisiminin artmasi ile azalmaktadir. Bu grafiklerden de goraldigu
uzere, 200 pyL/dk akig hizinda ve 65°C sicaklikta, 0.001 N siilfiirik asit iceren mobil

fazda Uretilen kolonun, en iyi teorik tabaka sayisi ve tabaka yuksekligini vermistir.

4.2.2. Sicakhk degisiminin kromatografik performansa etkisi

Kolonda alkol karigiminin ayrilmasi igin en uygun mobil fazin secilmesini takiben

en uygun c¢alisma sicakhgini belirlemek amaciyla farkli sicakliklarda kolonun

ayirma davranigi incelenmisgtir.
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Uretilen kolonun 0.001 N H,SO, iceren mobil fazda, 200 uL/dk akis hizinda ve

farkli analiz sicakliklarinda alkolleri ayirma davranisi Sekil 4.9' da

gOsterilmektedir.
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Sekil 4.9. ATRP teknigi kullanilarak Uretilen kolonun farkl sicakliklarda alkolleri
ayirma davranisl. Kosullar: kolon boyutu: 300mm x 2mm, mobil faz : 0.001 N
sulfurik asit , akis hizi: 200 yL/dk, dedektor: UV, ellsyon sirasi: 1. gliserol, 2.
etanol, 3. n-propanol, 4.sec-bltanol, 5. n-blitanol, analiz sicakliklari : (A) 70 °C

(B) 65 °C , (C) 45 °C , (D) 25 °C
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Sicaklik (°C) R21 R32 R43 R54
25 0,86 1,23 1,13 0,64
45 0,88 1,51 1,64 1
65 0,75 1,79 1,44 0,75
70 1,19 1,85 1,77 0,92

Cizelge 4.2. ATRP teknigi kullanilarak uretilen kolonun ¢ézunurligun sicaklikla
degisimi. Kosullar: kolon boyutu: 300mm x 2mm, akis hizi: 200 uL/dk, analiz
sicakhgr: 65°C, dedektdr: UV, agiklamalar: R21: gliserol-etanol, R32: etanol- n-
propanol, R43: n-propanol- sec-butanol, R54: sec-butanol-n-butanol.

Bu kromatogramlar kullanilarak elde edilen ¢ozinUrltk degerleri Cizelge 4.2'
de verilmektedir. Teorik tabaka sayisinin ve tabaka yuksekliginin sicaklikla
degisim grafikleri sirasiyla Sekil 4.10 ve 4.11'de gosterilmektedir. Alikonma
faktorinuin sicaklikla degisimi ise Sekil 4.12 de gosterimigtir.
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Sekil 4.10. ATRP teknigi kullanilarak Uretilen kolonun teorik tabaka sayisinin
sicaklikla degisimi. Kosullar: kolon boyutu: 300x2 mm, akis hizi: 200 pL/dk,
analiz sicakligi: 65°C, dedektdr: UV, eliisyon sirasi: 1. gliserol, 2. etanol, 3. n-
propanol, 4.sec-butanol, 5. n-butanol, mobil faz : 0.001 N sulfurik asit
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Sekil4.11. ATRP teknigi kullanilarak  Uretilen kolonun tabaka yuksekliginin

sicaklikla deg@isimi. Kosullar: kolon boyutu: 300mm x 2mm, akis hizi: 200 pL/dk,
dedektor: UV, mobil faz : 0.001 N sulfurik asit elisyon sirasi: 1. gliserol, 2. etanol,
3. n-propanol, 4.sec-biitanol, 5. n-biitanol, analiz sicakligi: 25°C, 45°C, 65°C,

70°C,
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Sekil4.12. ATRP teknigi

kullanilarak Uretilen kolonun alikonma faktorinun(k)

sicaklikla degisimi. Kosullar: kolon boyutu: 300mm x 2mm, akis hizi: 200 pL/dk,
analiz sicakli§i: 65°C, dedektdr: UV, eliisyon sirasi: 1. gliserol, 2. etanol, 3. n-

propanol, 4.sec-butanol,

5. n-butanol, mobil faz : 0.001 N sulfiirik asit.
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Sicakliga karsi teorik tabaka sayisi ve tabaka yuksekligi grafiklerine bakildiginda
teorik tabaka sayisinin artan sicaklikla arttigi ve tabaka yuksekliginin de sicaklik
artisi ile azaldig1 gorulmektedir.Bu grafiklerden anlasildigi Gzere Uretilen kolonla
alkollerin ayirimi igin en iyi sonuglar 70°C sicaklikta alinmistir. Ciinkii bu
sicaklikta hem en yuksek teorik tabaka sayisina ve en dusuk tabaka yuksekligine
ulasiimis, hem de kromatogramlar daha kisa surede elde edilmistir. Fakat 65 °C de
¢cok yakin sonugclar elde etmemizi saglamistir. Ayrica mobil faz olarak kullandigimiz
sulfurik asidin  yUksek sicakliklarda kolonu korozyona ugratarak tekrar
kullanabilirligini engelleyebilecedi diisiinilerek akis hizi taramasinda 65 °C sicaklikta

calisiimistir.

4.2.3. Akis hizi degisiminin kromatografik performansa etkisi

Kolon i¢in en uygun mobil fazin ve calisma sicakhdinin belirlenmesinin
ardindan farkli akis hizlarinda kolonun alkol karisimini  ayirma davranigi
incelenmistir. Uretilen kolonun 65 °C sicaklik 0,0001 N Siilfiirik asit derisiminde
farkh akis hizlarinda ayirma davranisi Sekil 4.13' de verilmektedir. Elde edilen
kramotogramlardan hesaplanan ¢ozinurliok degerleri ise Cizelge 4.3' de
gorulmektedir. Akis hizinin kromatografik performansa etkisini tanimlamak amaciyla
cizilen teorik tabaka sayisinin akis hizina karsi degisim grafigi Sekil 4.14' de, tabaka
yuksekliginin akis hizina kargi degisim grafigi ise Sekil 4,15' de verilmektedir. Ayni
kromatogramlardan elde edilen alkol homologlarinin alikonma faktorlerinin akis hizi

ile degisimi ise Sekil 4.16' da gorulmektedir.
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Sekil 4.13. ATRP teknigi  kullanilarak Uretilen kolonun farkli mobil fazlarda
alkolleri ayirma davranigi. Kosullar: kolon boyutu: 300mm x 2mm, analiz sicakligi:
65°C, dedektdr: UV, eliisyon sirasi: 1. gliserol, 2. etanol, 3. n-propanol, 4.sec-
batanol, 5. n-batanol, mobil faz derigimi: 0,0001N sulfurik asit, akis hizi: (A)
200 pL/dk, (B) 100 pL/dk, (C) 50 yL/dk, (D) 25uL/dk
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Akis Hizi

(uL/dKk) R21 R32 R43 R54
25 1,03 1,87 1,54 1,06
50 1,01 1,73 1,5 1,04
100 0,99 1,74 1,59 0,84

200 0,91 1,47 1,7 0,72

Cizelge 4.3. ATRP teknigi kullanilarak Uretilen kolonun ¢dzinurligunin akis
hiziyla degisimi. Kosullar: kolon boyutu: 300x2 mm, analiz sicakligi: 65°C,
dedektor: UV, Aciklamalar: R21 : gliserol- etanol, R32 : etanol- n-propanol
R43 : n-propanol- sec-butanol, R54.sec-butanol-n-bitanol,
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Sekil 4.14. ATRP teknigi kullanilarak uretilen kolonun teorik tabaka sayisinin
mobil fazla degisimi. Kosullar: kolon boyutu: 300mm x 2mm, analiz sicakligi: 65°C,
dedektor: UV,elusyon sirasi: 1. gliserol, 2. etanol, 3. n-propanol, 4.sec-butanol,
5. n-butanol, mobil faz: 0,0001N sulfurik asit.
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Sekil 4.15. ATRP teknigi kullanilarak Uretilen kolonun tabaka ylksekliginin akis
hiziyla degisimi. Kosullar: kolon Boyutu: 300mm x 2mm, analiz sicakhi§i: 65°C,
dedektor: UV, elisyon sirasi: 1. gliserol, 2. etanol, 3. n-propanol, 4.sec-butanol,
5. n-bitanol, mobil faz : 0,0001N sulfurik asit.
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Sekil4.16. ATRP teknigi kullanilarak Gretilen kolonun alikonma faktoranun(k) akis
hizi ile degisimi. Kosullar: kolon boyutu: 300mm x 2mm, analiz sicakhi§i: 65°C,
dedektdr: UV, elusyon sirasi: 1. gliserol, 2. etanol, 3. n-propanol, 4.sec-butanol,
5. n-bitanol, mobil faz : 0,0001N sdulfurik asit.
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Akis hizi taramasi ile elde edilen kromatogramlara bakildiginda ve bu
kromatogramlardan elde edilen grafikler incelendiginde akis hizinin artmasiyla
analiz suresinin kisaldigi fakat teorik tabaka sayisinin azaldigi gériimustar. Teorik
tabaka sayisinda olusan azalmanin 6zellikle analiz suresindeki disus gdze 6nune
alindiginda kabul edilebilir seviyede kaldigi gorulmektedir. Akis hizi taramasinda
200 pL/dk degeri ile tim homologlarin 12 dakika gibi kisa bir sturede kolondan

ayrildigr gorulmektedir.

Karakterizasyon ve performans testlerinin sonunda yaptigimiz calismaya genel
olarak bakildiginda ilk olarak monodispers ve gézenekli formda poli(HPMA-CI-co-
EGDMA) partiklller ¢ok basamakli mikrosuspansiyon polimerizasyonu
yontemiyle sentezlenmigtir. Takip eden basamakta, sentezlenen partikiller
ATRP yontemi kullanilarak gug¢li  katyon degistirici ligandin baglanmasi
amaciyla sulfopropilmetakrilat ile etkilestiriimis ve partikil ylzeyinde asidik

gruplarin olugsumu saglanmistir.

Sentezlenen partiklllerin ortalama boyu taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
5,2 ym olarak belirlenmigtir. Ylzeyin suingerimsi gézenekli bir yapiya sahip oldugu
SEM fotograflarindan goézlemlenmigtir. Degisim katsayisi (CV) degeri ise,% 4,6
olarak hesaplanmistir. Partikal yuzey oOzelliklerinin belirlenmesinde BET yontemi
kullanilmis ve 6zgil yizey alani 59.97 m?g olarak hesaplanmistir.
Potansiyometrik titrasyon yontemiyle poli(sulfopropilmetakrilat) baglanarak kuvvetli
katyon degistirici forma donusturilen poli(HPMA-Cl-co-EGDMA)  partikillerin
ligand igerigi 0,43(g SPM /g partikul) olarak belirlenmistir.

Karakterizasyondan sonra poli(HPMA-CI-co-EGDMA) partiklllerin  iyon
etkilesim kromatografisi ile 5 bilesenli alkol homologlarin ayriimasi islemindeki
performansi incelenmigtir. Kromatografik deneylerde Poli(SPM) bagli poli(HPMA-
Cl-co-EGDMA) partikillerle elde edilen teorik kademe sayilari, tabaka
yuksekligi degerleri tatmin edici bulunmustur. Alkol karisiminin ayrilmasinda en
uygun mobil fazin 0.001 N sulfirik asit ¢ozeltisi, oldugu belirlenmistir. En iyi
kromatografik performansin elde edildigi sicaklik ise 70°C olarak belirlenmistir.
En uygun akis hizi ise 200 pL/dk olarak belirlenmigtir. Bu partikulle alkol
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karisiminin ayriimasinda 7700 tabaka/m dederine ulasiimis ve 200 uL/dk akis hizi

ile 12 dakika gibi strede alkol homologlarinin ayrilabildigi gdézlemlenmisgtir.
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