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ÖZET 

 

 

MOLEKÜLER ZİNCİR TAŞIYAN MONODİSPERS PARTİKÜLLERİN 

SENTEZİ VE BİYOTEKNOLOJİK UYGULAMALARI 

 
 

EMRE ARSLAN 

Yüksek Lisans, Kimya Mühendisliği Bölümü 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. S. Ali TUNCEL 

Ocak 2014, 72 sayfa 

 

 

Tez kapsamında Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) için Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP) tekniği 

ile hidrojel formunda, reaktif, monodispers makro gözenekli yeni kolon materyalleri 

geliĢtirilmiĢtir. Çok basamaklı mikrosüspansiyon polimerizasyonu yöntemi ile 

sentezlenen kloropropil grubuna sahip polimerik hidrojeller, daha sonra Atom 

Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP) tekniği ile poli(SPM) 

(poli(sulfopropilmetakrilat)) içeren  güçlü katyon değiĢtirici forma dönüĢtürülmüĢtür. 

Elde edilen partiküllerin boyut özellikleri ve yüzey yapısı Taramalı Elektron 

Mikroskobu (Scanning Elektron Microscope, SEM) ile incelenmiĢ yüzey alanı ise BET 

(Brunauer-Emmett-Teller) sistemi ile 59,97 m2/g olarak tayin edilmiĢtir. 5,2 µm 

boyutlarında sentezlenen partiküllerin ligand içeriği potansiyometrik titrasyon 

yöntemiyle 0,43 g poli(SPM)/g partikül olarak belirlenmiĢtir. Ardından bu partiküller 

yüksek basınç altında 300mm(boy) x 2mm(iç çap) boyutlarındaki çelik HPLC 

kolonuna doldurulmuĢ ve iyon etkileĢim kromatografisi ile alkol homologlarının 

ayrılması iĢlemindeki performansı incelenmiĢtir. Mobil faz deriĢimi, sıcaklık ve akıĢ 

hızının kromatografik performansa etkisi incelenmiĢtir.Elde edilen kromatogramlar ve 

hesaplanan teorik tabaka sayıları değerlendirildiğinde en iyi kromatografik 
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performansın 70 °C  de,  0.001 N H2SO4 içeren mobil faz  ortamında ve 200 µl/s akıĢ 

hızı ile elde edildiği görülmüĢtür. 

 

 

Anahtar Kelimeler: Yüksek Performanslı Sıvı Kramotografisi(HPLC), Çok Basamaklı 

Mikrosüspansiyon Polimerizasyonu, Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu(ATRP), 

Ġyon EtkileĢim Kramotografisi (ĠEC) , Monodispers gözenekli partiküller, Katyon 

değiĢtirici,Kolon materyalleri, Alkol ayırımı. 
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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  m2/g. The ligand content of synthesized particals with 5,2 µm 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 
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found that the best chromatographic results were obtained at 70 °C temperature at 

the  flow rate of 200µl/s and with a mobile phase containing  0.001 N H2SO4. 

 

 

Keywords:High Performance Liquid Chromatography (HPLC), Multi Step 

microsuspension Polimerization, Atom Transfer Radical Polimerization (ATRP), Ion 

Exclusion Chromatography (IEC) , monodisperse  porous particles, cation 

exchanger,column materials, alcohol separation. 
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1. GİRİŞ 

 

Kromatografik yöntemlere bakıldığında en yaygın kullanıma sahip olan türün 

Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (High Performance Liquid 

Chromatography,HPLC) olduğu görülmektedir.  HPLC uygulamalarında kolon 

dolgu materyali olarak genellikle silika bazlı malzemeler kullanılsa da [1], [2] son 

yıllarda özellikle polimerik yapıda olan malzemeler üzerindeki araĢtırma 

çalıĢmaları yoğunlaĢmıĢtır. Bunun sebebi  polimerik partiküllerin silika bazlı 

olanlara göre bazı avantajlara sahip olmasıdır. Bu avantajları sıralarsak; polimerik 

partiküllerin küresel, gözenekli ve monodispers formda kolayca sentezlenebilir 

olmaları, geniĢ bir pH aralığında kararlı olmaları ve türevlendirme proseslerinin 

daha çeĢitli ve kolay olması olarak özetlenebilir. 

 

Polimerik yapıda olan 5-20 µm boyut aralığındaki partiküller HPLC kolon 

materyalleri olarak uzun süredir kullanılmaktadır. Ancak bu partiküller genellikle 

süspansiyon polimerizasyonu tekniğiyle üretilen, monodispers olmayan 

partiküllerdir. Polidispers partiküllerin bazı dezavantajları sebebiyle son yıllarda 

monodispers kolon dolgu materyalleri önem kazanmıĢtır. Monodispers dolgu 

materyali içeren HPLC kolonlarında daha iyi bir kromatografik davranıĢ, düzenli bir 

akıĢ profili ve daha düĢük basınç değerleri gözlenmektedir. Bu tür yapılar da genel 

olarak çok basamaklı polimerizasyon yöntemleri ile sentezlenmektedir[3], [4], [5]. 

 

Monodispers partiküller son yıllarda önem kazandığı halde literatürde hidrofilik 

formdaki reaktif özelliğe sahip partiküllerin sayısı oldukça sınırlıdır. Bu amaçla en 

çok kullanılan partikül poli(glisidil metakrilat-co-etilen dimetakrilat) kopolimeridir. 

  

Bu çalıĢmada kolay türevlendirilebilir formda olan ve hidrojel özelliğine sahip, 

ayrıca HPLC için kullanılabilecek kolon materyallerinin sentezi amaçlanmıĢtır. 

Sentezlenecek partiküllerde direkt türevlendirilebilme imkanını elde edebilmek için 

terminal klor grubunun kullanılması planlanmıĢtır. 

 

Bu amaca yönelik olarak, Tez çalıĢmamın birinci basamağında türevlendirilebilir 

formda hidrojel partiküllerin sentezi amacıyla 2-kloro-3-hidroksipropil metakrilat 
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(HPMA-Cl) ve etilenglikol dimetakrilat (EGDMA) monomerlerinin 

kopolimerizasyonu çok basamaklı mikrosüspansiyon yöntemi ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Devam eden basamakta ise son yıllarda geliĢtirilen bir 

polimerizasyon yöntemi olan, “Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu” (Atom 

Transfer Radical Polymerization, ATRP) monodispers ve gözenekli partiküller için 

yüzey türevlendirme yöntemi olarak kullanılmıĢtır. Sentezlenen Poli(HPMA-Cl-co-

EGDMA)  partikülleri güçlü katyon değiĢtirici ligandın bağlanması amacıyla ATRP 

yöntemi kullanılarak sulfopropilmetakrilat ile etkileĢtirilmiĢ ve partikül yüzeyinde 

asidik grupların oluĢumu sağlanmıĢtır. Bu  yöntemin en önemli özelliği 

polimerizasyon sırasında oluĢan polimerin molekül ağırlığının ve molekül ağırlığı 

dağılımının duyarlı bir Ģekilde kontrolüne imkan vermesi ve çok dar bir boy 

dağılımıyla istenilen molekül ağırlığına sahip polimerin eldesini sağlamasıdır. Tez 

kapsamında yeni bir yüzey türevlendirme yöntemi olarak ATRP kullanımı ile 

monodispers gözenekli partikül yüzeyinde polimerik formda iyon değiĢtirici ligand 

sentezi yapılmıĢtır. Bu nanoteknolojik yaklaĢım kullanılarak bağlanan SPM 

monomerleri sayesinde iyon-etkileĢim kromatografisi sırasında kolonda ayrılacak 

analitler ile sterik ve elektrostatik engeller olmaksızın etkileĢebilecek ve uygun akıĢ 

koĢullarını sağlayabilecek makromoleküler formda iyon-etkileĢim 

kromatografisinde kullanılabilecek bir ligand içeren yeni bir kolon türünün eldesi 

sağlanmıĢtır.  

ÇalıĢmanın üçüncü kısmında, poli(sulfopropil metakrilat), poli(SPM) bağlı 

poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) partiküller, 300mm (uzunluk) x 2mm (iç çap) 

boyutundaki çelik kolonlara doldurularak iyon etkileĢim kromatografisi ile alkol 

homologlarının ayrılması iĢleminde kullanılmıĢtır.  Bu amaçla, kromatografik 

koĢullar (akıĢ hızı, mobil faz deriĢimi, analiz sıcaklığı) değiĢtirilerek kolonların bu 

değiĢimlere verdiği cevaplar belirlenmiĢtir. Alınan kromatografik cevabı 

tanımlamak için teorik tabaka sayısı, tabaka yüksekliği, alıkonma faktörü  ve 

çözünürlük değerleri hesaplanmıĢtır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

Polimerler, aynı moleküllerin devamlı olarak birbirini takip etmesi sonucu oluĢan 

uzun zincirli makro bileĢiklerdir. Aynı monomerlerin oluĢturduğu polimerlere 

homopolimer, en az iki farklı tip monomerden oluĢan polimerlere ise kopolimer 

denir. Bir kimyasal tepkimede polimer oluĢumuna, polimerleĢme denir. 

Polimerlerin molekül ağırlıkları yüksektir. Ekzotermik olan polimerizasyon 

reaksiyon prosesleri beĢ temel baĢlık altında incelenmektedir; 

 

1. Dispersiyon Polimerizasyonu 

2. Emülsiyon Polimerizasyonu 

3. Süspansiyon Polimerizasyonu 

4. Çözelti Polimerizasyonu 

5. Yığın Polimerizasyonu 

 

Bu çalıĢmada çıkıĢ lateksi sentezlenmesinde dispersiyon polimerizasyonu yöntemi 

kullanılmıĢtır. Bu yöntemin detayları aĢağıda verilmektedir. 

2.1. Dispersiyon polimerizasyonu 

Dispersiyon polimerizasyonu, mikrometre(1-10 m)  boyutunda monodispers 

polimerik partiküllerin üretimi için kullanılmaktadır. Dispersiyon 

polimerizasyonunda monomer fazı, dağıtma fazında çözünmekteyken polimer 

dağıtma fazında çözünmemektedir. Polimerizasyon reaksiyonunun baĢlatılmasıyla 

birlikte homojen olan bu yapı oluĢan hızlı çekirdeklenme sonucunda polimer ve 

dağıtma ortamını içeren iki fazlı bir yapıya dönüĢmektedir [6]. Dispersiyon 

polimerizasyonunun basamakları Ģekil 2.1 de gösterilmiĢtir. 

 

Dispersiyon polimerizasyonu ile ilgili yapılan birçok çalıĢmada monodispers 

partikül üretimine çeĢitli parametrelerin etkisi incelenmiĢtir. Bu konudaki ilk 

çalıĢmayı Ugelstad ve grubu baĢlatmıĢlardır. Levy tarafından çalıĢılan deneylerde 

ise 1-6 μm aralığında monodispers polistiren partiküller üretilmiĢtir [7]. 
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Şekil 2.1. Dispersiyon polimerizasyonunun basamakları [8] 

Dispersiyon polimerizasyonuyla sentezlenen partiküllerin molekül ağırlığı, boy ve 

boy dağılımı ile monomer dönüĢümü aĢağıdaki faktörlere bağlıdır [6] : 

1. Polimerizasyon sıcaklığı 

2. Stabilizör türü ve deriĢimi 

3. Monomer dağıtma ortamı hacimsel oranı 

4. BaĢlatıcı türü ve deriĢimi 

5. KarıĢtırma hızı ve Ģekli 

6. Dağıtma ortamının türü ve bileĢimi 

Farklı sıcaklıklarda yapılan polimerizasyon deneylerinde 55-800C aralığında 

artan polimerizasyon sıcaklığı ile ortalama partikül boyutu ve boy dağılımının 

arttığı fakat polimerin molekül ağırlığının azaldığı görülmüĢtür [9]. Dağıtma 

ortamının türü ve bileĢimi de dispersiyon polimerizasyonunda ortalama boy ve 

boy dağılımını etkileyen bir diğer faktördür. Dispersiyon polimerizasyonunda 

istenen monomer çözünürlüğünün yüksek fakat polimer çözünürlüğünün düĢük 

olduğu dağıtma ortamlarıdır [10], [11]. Monomer çözünürlüğünün yüksek, oluĢan 

polimer çözünürlüğünün ise düĢük olduğu sistemler ideal olarak kabul edilmiĢtir 

[10], [11]. Belirli bir seviyeye kadar monomer/dağıtma ortamı hacimsel oranı oluĢan  

partikül boyu ile doğru orantılıdır. Bu oranın çok artması durumunda ise boy 

dağılımı da artmaktadır. 
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Yapılan deneylerde stabilizör deriĢiminin artmasıyla polimerik  partiküllerin  

boyutlarının  küçüldüğü gözlemlenmiĢtir [10], [11]. Monomer fazında çözünen  

baĢlatıcı  miktarındaki artıĢın da oluĢan partiküllerin  boy  dağılımında  bir  

geniĢleme ve reaksiyon hızında bir artıĢ meydana getirdiği gözlemlenmiĢtir [12], [3]. 

2.2. Fonksiyonel grup içeren monodispers partikül sentezi 

Monodispers  polimerik  partiküllerin  yüzeyinde  fonksiyonel  grupların 

istenmesinin sebebi ligand bağlanması  veya  biyolojik  moleküllerin  

immobilizasyonu gibi uygulamalar  için  gerekli olmasıdır. Literatürde monodispers ve 

fonksiyonel  polimerik  partiküllerin  sentezini amaçlayan çeĢitli kopolimerizasyon 

yöntemleri  bulunmaktadır. Bu yöntemler genellikle stiren gibi hidrofobik monomer 

ile fonksiyonel grup içeren akrilat bazlı polar bir komonomerin 

kopolimerizasyonundan oluĢmaktadır [13], [14]. 

 

Literatürdeki  bir  çalıĢmada  polidimetilsiloksan , dimetilaminoetilmetakrilat, 

hidroksietilakrilat,  metil  metakrilat,  metakrilik  asit ve akrilamid    gibi çeĢitli   

fonksiyonel  monomerler   ile  stiren  monomeri,   dispersiyon   polimerizasyonu   

yöntemiyle kopolimerize    edilmiĢtir.    Bu  polimerizasyonlarda   dağıtma ortamı 

olarak etanol, AIBN baĢlatıcı ve polivinilpirolidon ise stabilizör olarak 

kullanılmıĢtır. Bu Ģekilde   2,4-3,7  μm  boyut  aralığında  monodispers mikroküreler 

tek  basamaklı  bir  proses ile elde edilmiĢtir. Bu çalıĢmanın sonucunda 

partiküllerin ortalama boy ve boy dağılımının komonomer türü ile değiĢtiği 

görülmektedir [13]. 

 

Yapılan baĢka bir çalıĢmada çok basamaklı mikrosüspansiyon polimerizasyonu  

yöntemiyle de gözenekli, monodispers ve fonksiyonel grup taĢıyan  partikül 

üretimi gerçekleĢtirilmiĢtir [14]. Bu  yöntemde  çıkıĢ  lateksini sentezlemek için  

dispersiyon polimerizasyonu yöntemi kullanılmıĢtır. Monodispers özellikteki çıkıĢ 

fonksiyonel lateksi monomer , fonksiyonel komonomer ve baĢlatıcı içeren bir organik 

faz ile emülsiyon ortamında oda sıcaklığında ĢiĢirilmiĢtir. Daha sonra ĢiĢmiĢ durumda 

olan çıkıĢ partiküllerinin içerisinde fonksiyonel gruba sahip komonomerin 

polimerizasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Polimerizasyon   sırasında   fonksiyonel   

gruba   sahip monomerin mikroküre yapısına girdiği saptanmıĢtır. Bu yöntemde  

kullanılan fonksiyonel monomerin su içindeki çözünürlüğünün elde edilen 
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partiküllerin gözenek boyutu ile doğru orantılı olduğu gözlenmiĢtir.  

2.3. Monodispers ve gözenekli partikül eldesi amacıyla kullanılan çok 

basamaklı mikrosüspansiyon yöntemleri  

Son  yıllarda  polimerik  partiküller Yüksek  Performanslı  Sıvı  Kromatografisi  (High  

Performance  Liquid Chromatography,  HPLC)  uygulamalarında   silika bazlı 

partiküllere göre öncelikli hale gelmiĢtir. Çünkü polimerik yapıların gözenekli formda 

sentezi  ve  türevlendirilmesi  kolaydır.  Kimyasal kararlılığa sahip olmaları 

nedeniyle kromatografi çalıĢmalarda kullanım için daha uygundur. Ayrıca  HPLC 

uygulamalarında polimerik partiküller kolon dolgu metaryalleri olarak kullanıldığında 

daha yüksek teorik tabaka sayısı ve daha yüksek pik çözünürlüğü elde edildiği  

görülmüĢtür [15], [19], [5]. 

Ġlk olarak Ugelstad monodispers ve gözenekli monodispers polimerik partiküllerin 

sentezi ile ilgili çalıĢmalar yapmıĢtır [15].   ÇalıĢmasında emülsiyon polimerizasyonu 

yöntemiyle  1-100  μm  boyut aralığındaki gözenekli monodispers partiküller elde 

etmiĢtir.  Sentezlenen  polistiren  partiküller  ilk  olarak  dodesil  klorür  ya  da 

dibütilftalat gibi düĢük molekül ağırlığına sahip bir organik ajan ile ĢiĢirilmiĢtir. Takip 

eden basamakta  ĢiĢirme  prosesi  monomer  ve  çapraz  bağlayıcı  içeren  

monomer  faz emülsiyonunda yapılmıĢtır. Polimerizasyon reaksiyonu 80ºC‟ de ve 

Na2S2O8‟ in baĢlatıcı olarak kullanıldığı ortamda gerçekleĢtirilmiĢtir. Ortalama 

boyutu 5 μm olan monodispers partiküller inert organik bileĢen ve monomer fazında 

ĢiĢirilen  polistiren  partikül  yapısı  içinde  polimerizasyon  gerçekleĢtirilerek  elde 

edilmiĢtir.  

Çok basamaklı polimerizasyon yöntemi kullanılarak monodispers  ve  gözenekli  

formda  partikül  sentezleyen bir diğer bilim adamı da Chengdir [16], [17].  

Cheng'in yöntemi  dört temel basamaktan oluĢmaktadır. Ġlk olarak çıkıĢ lateksi 

sentezlenmiĢ; daha sonra çıkıĢ lateksi,  stiren,  divinilbenzen  ve  n-heptan  içeren  

organik  faz  ile  sulu  emülsiyon ortamında ĢiĢirilmiĢtir. AIBN bu organik fazda 

çözülerek, ikinci kademe  polimerizasyonunda  baĢlatıcı  olarak  kullanılmıĢtır.  

Organik  fazın  sulu ortamda  dağıtılması  için, polivinilprolidon,  aerosol-MA  ve  

Polywet  KX-3 dağıtıcılarını içeren bir emülsiyon yapıcı madde karıĢımı 

kullanılmıĢtır. ġiĢirme oranı düĢük tutulması amacıyla partiküllerin ikinci  basamak  
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polimerizasyonu  sonucunda  kremleĢmeleri  ve  koagüle  olmalarını engellenmiĢtir. 

ġiĢirme iĢlemi çalkalamalı sistemde ve oda sıcaklığında   gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu 

iĢlemi   ikinci   basamak polimerizasyon  iĢlemi  takip  etmiĢtir.  Polimerizasyon, 

700C sıcaklıkta ve azot  atmosferinde yapılmıĢtır. Son olarak monodispers 

polimerik partiküller, metilen klorür ile ekstrakte edilerek gözenekli formda elde 

sentezlemiĢtir.  

Okubo ve arkadaĢları ise iki basamaklı dinamik ĢiĢme adı verilen baĢka bir 

polimerizasyon yöntemi kullanarak çapraz bağlı formda monodispers ve büyük 

boyutlu partiküller elde etmiĢtir [18]. Bu yöntemde ilk olarak dispersiyon 

polimerizasyonu ile 1,9 μm boyutunda monodispers polistiren partiküller 

üretilmiĢtir. ġiĢirme iĢlemi homojen formda olan ve divinilbenzen içeren etanol-su 

ortamında baĢlamaktadır. ġiĢirme ortamına sabit hızla su beslemesi yapılarak 

dağıtma ortamının polaritesi zamanla artırılmaktadır.   Divinilbenzenin   dağıtma   

ortamından   ayrılması ile   monodispers partiküllerin  geçiĢi  sağlanmaktadır.  

Dinamik  ĢiĢme  yönteminde  su  besleme  hızı ayarlanabilmektedir. Böylece 

monodispersite korunmak suretiyle partiküllerin divinilbenzenle ĢiĢmeleri 

sağlanmaktadır.  ġiĢirme iĢleminden  sonra   ikinci  basamak  polimerizasyonunda 

divinilbenzen partiküller içinde polimerleĢtirilerek 4,3 μm boyutunda ve çapraz 

bağlı partiküller elde edilmektedir. Bu proseste stabilizör olarak polivinil alkol ve 

baĢlatıcı olarak benzoil peroksit kullanılmaktadır. Bu iĢlem  24 saat süreyle, 70°C 

sıcaklıkta ve çalkalamalı reaktörlerde gerçekleĢmektedir.  

Frechet ve arkadaĢları ise kromatografik uygulamalarda kullanmak amacıyla  

makrogözenekli monodispers partiküllerin sentezi için  farklı bir yöntem  önermiĢtir 

[19], [5]. 1,1 μm boyutundaki monodispers polistiren çıkıĢ lateksi bu yöntemde 

emülsiyon polimerizasyonu ile üretilmiĢtir. Frechet'in yöntemi iki basamaktan 

oluĢmaktadır. Ġlk basamakta çıkıĢ partikülleri lauril sülfat içeren sulu ortamda 

emülsifiye edilmiĢ, dibütil ftalat ile oda sıcaklığında ĢiĢirilmiĢtir. Takip eden basamak 

olan ikinci ĢiĢirme iĢleminde ise öncelikle hacimce  %50 stiren ve  %50 divinilbenzen 

içeren monomer  karıĢımı dibütil ftalat ile birlikte yine lauril sülfatın sulu 

çözeltisinde  dağıtılmıĢtır. Bu monomer karıĢımında oluĢan repolimerizasyonda 

baĢlatıcı olarak kullanılan benzoil peroksit de vardır. Birinci basamak ĢiĢme 

iĢleminde elde edilen ve dibütil ftalat içeren polimerik partiküller  ikinci ve son 

basamakta  hazırlanan  emülsiyon  ile  tekrar  oda  sıcaklığında etkileĢtirilir. 
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Tüm organik fazın partiküllere transferinin ardından oluĢan  süspansiyon  

ortamına  stabilizör  olarak  polivinil  alkol  ve  ikinci  basamak polimerizasyonunda 

yeni partikül oluĢumunu engellemek için suda çözünen inhibitör özellikli sodyum 

nitrat eklenmiĢtir. Dilüent ortamındaki partiküller içinde monomer karıĢımının 

polimerizasyonu sonucu 7,4 μm boyutundaki monodispers partiküller çapraz bağlı 

formda sentezlenmiĢtir. Partiküller toluen ile ekstrakte edilerek gözenekli yapının 

oluĢması sağlanmıĢtır.  

Sentezlenen partiküllerin   monodispersitesini  ölçmek  amacıyla  sayıca  ortalama 

partikül  çapları  ve  standart  sapma  değerleri  EĢitlik 2,1.  ve 2,2.‟ de  sırasıyla 

verilmektedir.  DeğiĢim  katsayısı  (Coefficient  of  Variation,  CV)  değerleri  de  eĢitlik  

2.3.'de gösterilen formül ile hesaplanmaktadır. 

 

 

 

 

 

 

 

Bu eĢitliklerde;    Dn; sayıca ortalama partikül çapını,    SD; standart sapmayı,   

CV; değiĢim katsayısını,    Ni; partikül sayısını,    Di ; i no’lu partikül çapını ifade 

etmektedir. 

2.4.  Canlı ve kontrollü  radikal  polimerizasyon teknikleri  

Klasik radikal polimerizasyonunun yaygın  olarak  kullanılmasının baĢlıca nedeni  

birçok monomerin   bu   yöntemle   polimerleĢtirilebilmesi   ve   bu 

polimerizasyonlarının   ılımlı   koĢullarda   yapılabilmesidir.  Fakat bu   yöntemin 

belli baĢlı dezavantajları bulunmaktadır. Bunlar; polimer mimarisinin  ve     molekül  

ağırlığının kontrol edilememesi  ayrıca  geniĢ  bir  molekül  ağırlığı  dağılımına 

ayrıca geniĢ bir molekül ağırlığı dağılımına sahip polimerlerin üretilmesidir [23]. 
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Son yıllarda molekül ağırlığı kontrol  edilebilen, moleküler mimarisi denetlenebilen 

ve  düĢük  molekül  ağırlığı  dağılımına (polidispersite)  sahip polimerlerin  üretimi,  

kontrollü  radikal  polimerizasyon teknikleri ile üretilebilir hale gelmiĢtir [20], [21], 

[22], [23], [24]. Belli baĢlı  canlı-kontrollü radikal polimerizasyon teknikleri 

(Living/Controlled Radical Polymerization  Techniques):  Nitroksit  aracılığı  ile  

polimerizasyon (Nitroxide-Mediated Polymerization, NMP), Atom Transfer Radikal 

Polimerizasyonu(Atom Transfer  Radical  Polimerization,  ATRP)  ve  Tersinir  

Katılmalı  AyrıĢmalı  Zincir Tansfer  Polimerizasyonu (Reversible  Addition  

Fragmentation  Chain  Transfer Polymerization,   RAFT)   baĢlıkları   altında   

sıralanabilir.   Bu polimerizayon  teknikleri  ile istenilen   moleküler   Ģekilde, 

“istenilen   molekül   ağırlığında olan ve dar  molekül  ağırlığı dağılımına sahip  

polimerler      kontrollü olarak  ve tekrarlanabilir Ģekilde üretilebilmektedir. 

Kontrollü  radikal  polimerizasyon  teknikleri  ile sentezlenebilen moleküler 

yapılara örnek olarak fırça (brush), yıldız (star), petek (comb), kurtçuk (worm) 

veya graft mimariye sahip polimerler gösterilebilir [25], [26], [27], [28], [29], [30], [31], 

[32].  

Sawamoto ve grubu [35] ile Matyjaszewski ve grubu [21] ise  ATRP  yöntemini 

birbirlerinden bağımsız olarak  geliĢtirmiĢlerdir.  Bu  yöntem olağanüstü bir buluĢ 

olarak kabul edilmiĢ olup ve birçok grup tarafından bu yöntem geliĢtirildiğinden 

bu yana çeĢitli  monomerlerin  polimerizasyonunda  kullanılmıĢtır. 

2.4.1   Atom transfer radikal  polimerizasyonu (ATRP) 

Matzasyewski ve grubu  [21], [34] ile Sawamoto  ve  grubu  [35] tarafından  

geliĢtirilen  yeni  bir  canlı-kontrollü radikal polimerizasyon tekniği olan atom   

radikal   transfer   polimerizasyonu (ATRP) yönteminin özelliği, istenilen 

molekül ağırlığındaki polimerlerin çok dar bir molekül ağırlığı dağılımı ile 

üretilebilmesidir. Yöntemin bir “canlı polimerizasyon” yöntemi olarak 

adlandırılmasının sebebi sentezlenen polimerin  kendisinin   bir ''makro baĢlatıcı''   

olarak   davranmasıdır. Bunun anlamı, polimerizasyon tamamlandıktan sonra 

ortama yeni veya aynı türde olan monomerin eklenmesiyle polimerizasyon tekrar 

baĢlatılabilmekte ve kontrollü olarak polimerik zincir istenildiği miktarda 

uzatılabilmektedir. Bu yöntemle sentezlenen polimerlerin,  polidispersite  

indeksleri  genellikle 1.5  değerinin  altındadır. Ayrıca bu teknikle koĢulların  
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ayarlanması  ile  polimerizasyon  sırasında  molekül  ağırlığı  iyi  kontrol 

edilebilindiği için hedeflenen  molekül  ağırlığına  bütün  polimer  zincirleri  yaklaĢık  

aynı  uzunlukta olacak Ģekilde sentezlenebilmektedir [24], [25]. Polimerik yüzeylerin 

türevlendirilmesi (surface derivatization) amacıyla da kullanılan bu yöntem  [36], 

[37], [38], [39] ile  partikül veya membran  formundaki  polimerik  yüzeyler  üzerinde  

aynı uzunlukta polimer zincirlerinden oluĢan “molecular brush” formunda kovalent 

bağlı polimer zincirleri oluĢturulabilmektedir. Yüzeye bağlanan polimer  

uzunluğunun  molekül  sayısı  düzeyinde  ayarlanabildiği  ve  yüzeydeki polimerik  

kaplama  kalınlığının  ”nanometre”  boyutunda  kontrolü düĢünüldüğünde ATRP 

tekniği yüzey türevlendirme  amacıyla  kullanılan  “nanoteknolojik  bir  yöntem”  

olarak adlandırılabilir [40]. ġekil 2.2’de verilen ve Matyjaszewski ve grubu 

tarafından önerilen ATRP mekanizmasına bakıldığında metal kompleks (katalizör) 

varlığında   alkil   halojenür   tersinir   redoks   tepkimesi   ile   aktive   edilerek 

polimerizasyonu  baĢlatacak  radikali  oluĢturur  (R.).  OluĢan bu radikale  

monomerin ilavesi sonucu  büyüyen  polimerik  radikal (Pn)  aktivasyon  sırasında  

yükseltgenerek oluĢan  metal  kompleksi  tarafından  tersinir  bir  reaksiyon  ile  

deaktivasyona uğratılır.  Bu aktivasyon ve deaktivasyon döngüsü sırasında 

oluĢan polimer zincirleri birbirlerine çok  

yakın  hızlarda  büyümeye  devam  eder. Aktivasyon/deaktivasyon  hızları  

kıyaslandığında aktivasyon hızının deaktivasyon hızına göre düĢük olduğu 

bilinmektedir. Bu sebeple ortamda  büyüyen  polimerik radikallerin  (Pn) deriĢimi 

daha düĢük  olmakta   ve   polimerizasyonun   kontrolü   sağlanmaktadır Pn 

radikallerin kendi aralarında birleĢerek sönümlenmesi de bu sebeple minimuma 

indiği düĢünülmektedir.  Bu  Ģekilde  canlı  polimer  korunabilmekte,  istenildiği  

zaman bu polimer  üzerinden  tekrar  polimerizasyon(lar)  yürütülebilmektedir  [26], 

[33], [34] ,[42].  
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Şekil 2.2. ATRP polimerizasyon tekniğinin genel mekanizması. 

2.5. Sıvı kromatografisi 

Kromatografi, aynı karıĢımda bulunan maddelerin, biri sabit diğeri hareketli faz 

olmak üzere birbirleriyle karıĢmayan iki fazlı bir sistemde birbirlerinden  ayrılması 

ile istenen maddenin saflaĢtırılması yöntemidir. ÇeĢitli maddelerin sabit faz 

üzerinde, hareketli faz yardımıyla belli sebepler doğrultusunda değiĢik hızlarla 

hareket etmeleri veya sürüklenmeleri esasına dayanır. Ġlk kez Rus botanikçi 

Mikhail Tswett (1903) tarafından geliĢtirilen kromatografi yöntemi bitki 

pigmentlerinin renkli bileĢenlerinin (klorofil A, B ve ksantofil) ayrılmasında 

kullanılmıĢtır. Kullanılan kolonda renkli bandlar oluĢtuğu için bu ayırma yöntemine 

kromatografi adını verilmiĢtir. Hareket eden faza hareketli faz, bahsedilen 

gözenekli ortama ise adsorban veya sabit faz denir. Hareketli faz sıvı veya gaz 

olabilirken, sabit faz bir katı ya da katı bir destek üzerine emdirilmiĢ bir sıvı fazdan 

oluĢur. Eğer hareketli faz sıvı ise yöntem sıvı kromatografisi, gaz ise gaz 

kromatografisi olarak adlandırılır.  
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Sıvı kromatografisi 1900' lü yılların baĢlarında ve “klasik kolon Kromatografisi” 

adıyla ortaya çıkmıĢtır. Sıvı-sıvı kromatografisinde  sabit faz, dolgu maddesi 

üzerinde yayılmıĢ bir sıvı filmden oluĢmaktadır.Ayrılmak istenen bileĢenler, sabit 

ve hareketli faz arasındaki farklı dağılma eğilimlerine göre birbirlerinden ayrılırlar. 

Bu teknikte hem sabit faz, hem de hareketli faz birbiriyle karıĢmayan ve farklı 

polaritedeki farklı iki sıvıdır. Sabit faz, bir sıvı ile kaplanmamıĢ kati dolgu maddesi 

ise yöntem, sıvı-kati kromatografisi olarak adlandırılır. Sıvı kromatografisi ayırma 

yöntemine göre altı ayrı alt gruplara ayrılır: 

 

 Adsorbsiyon Kromatografisi 

 Dağılma Kromatografisi 

 Kağıt Kromatografisi 

 Ġnce Tabaka Kromatografisi 

 Ġyon DeğiĢtirme Kromatografisi 

 Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi 

Adsorbsiyon kromatografisinde bileĢenlerin ayrılması kati yüzeydeki farklı 

adsorbsiyon ilgilerinden dolayı gerçekleĢir. Bu metotla ayırmaların birçoğunda, 

analiz edilecek çözeltide bulunan bileĢenler (iyonlar ve moleküller), sabit faz olarak 

adlandırılan  dolgu maddesi ile doldurulmuĢ bir kolondan geçirilir ve uygun bir 

çözücü (hareketli faz) ile kolonun baĢından sonuna kadar sürüklenerek taĢınır. 

TaĢıma esnasında bileĢenler sabit fazda adsorbe edilir. Her bileĢenin kolonda 

adsorbe edilme hızı farklı olduğundan, bileĢenler kolonda farklı tabakalarda 

kalırlar. Kolonun üstünden devamlı ilave edilen çözücü hareketli faz  yardımıyla, 

en zayıf adsorbe edilen bilesen en önde olmak üzere bileĢenler birbirlerinden 

ayrılarak farklı kaplara toplanırlar. 

Dağılma kromatografisinde, sabit fazın üzerinde , sabit faz tarafından adsorbe 

edilmiĢ olan ince film Ģeklinde bir sıvı tabaka bulunmaktadır. Çözeltide bulunan ve 

ayrılması istenen bileĢikler, bu iki tabaka arasında farklı yerlerde dağılırlar. 

Çözeltide eğer iki bilesen varsa, biri sabit fazda kalırken, diğeri hareketli fazda 

sürüklenir ve kolondan dıĢarı atılır. 
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Kağıt kromatografisi 1940' larda ortaya çıkmıĢtır. Ayırımı gerçekleĢtirilmek istenen 

karıĢım süzgeç kâğıdına emdirildikten sonra kurutulur. Daha sonra suyla 

doyurulmuĢ organik bir çözücü içerisine daldırılır. Suyla doyurulmuĢ bu çözelti kağıt 

üzerinde yükselirken beraberinde karıĢım içindeki maddeleri de yükseltir ve karıĢımın 

bileĢenleri kağıt üzerinde farklı noktalarda leke Ģeklinde belirir. Bu lekelerden her 

biri farklı bir maddeyi belirtmektedir. Maddeler renkliyse lekeler daha kolay 

gözlemlenir.  Renksiz bileĢenlerse  bir  ayraçla  renklendirilirler.  Bu  amaçla  pek  

çok değiĢik  ayraç  kullanılır.  

Kağıt kromatografisinin farklı ve yeni bir versiyonu olan ince tabaka 

kromatografisinde, sabit faz bir plaka üzerine yayılmıĢ alümina(Al2O3) veya silika 

jel(SiO2) tabakasıdır. Ayrılmak istenen karıĢım bu tabakaya çok az miktarda 

emdirilir. Hareketli faz olarak uygun bir çözücü  kullanılarak bileĢenler plaka 

üzerindeki sabit fazda farklı yerlerde toplanmıĢ ve birbirinden ayrılmıĢ olur. 

Bu kromatografi yönteminde farklı iyon değiĢtirme reçineleri tarafından iyonlar 

ayrılır ve tayin edilir. Anyonları ayırmak amacıyla anyon değiĢtirme reçineleri, 

katyonları ayırma amacıyla da katyon değiĢtirme reçineleri kullanılır. Katı bir 

maddenin yapısında bulundurulan bu iyonların, temasta olduğu ayrılmak istenen  

çözelti içindeki ayni cins yüklü olan baĢka iyonlarla bir dengeye göre değiĢtirilmesi 

özelliğine dayanır. Kullanılan bu katı maddeler, çözelti ortamında çözünmezler. Bu 

yöntemin kağıt kromatografisine göre daha avantajlı yönleri vardır; Bu yöntem ile 

miktarca daha az olan maddelerin de ayırımı mümkün olmaktadır. Ayrıca sonuçlar 

çok daha kısa sürede ve daha net olarak elde edilir. 

2.5.1. Yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC)  

Sıvı kromatografisinin en yaygın ve en modern uygulama türü 

olan   yüksek   performanslı   sıvı   kromatografisi (High   Performance   Liquid  

Chromatography, HPLC)  sıvı fazda çözünebilen ve ayrılmak istenen bir kimyasal 

karıĢımı kolay ve hızlı  bir  Ģekilde  bileĢenlerine  ayırabilen ve oldukça  duyarlı  bir  

yöntemdir (LC Applications). Bu yöntemde uygun çözücü yardımıyla çözülen  

örnek  karıĢımı  (analitler),  yüksek  basınç  altında sabit faz ile doldurulan  kolondan 

geçirilir ve burada bileĢenlerine ayrılır. BileĢenlerin birbirinden ayrılıp ayrılmaması 

ve bunun derecesi (resolution), analitler ile sabit faz arasındaki etkileĢime bağlıdır. 



14 

 

2.5.2. Mikro sıvı kromatografisi (Mikro LC) 

 

1967 yılında Horvath ve grubu 0.5-1 mm iç çapı olan paslanmaz çelik dolgulu 

kolonlarla ribonükleotid ayrımı gerçekleĢtirerek ilk defa mikrokolon kullanılan 

yüksek basınç sıvı kromatografisini tanıttı. 1970’lerde ise Ishii ve grubu dolgulu 

teflon mikrokolonlar kullanarak yüksek basınçlı sıvı kromatografisi tarihinde bir 

yeniliğe kapı açmıĢtır. Daha sonra Scott ve çalıĢma grubu 1 mm iç çapındaki 

dolgulu kolonları kullanarak, etkin ve yüksek hızda ayrım gerçekleĢtirmiĢtir. Bu 

geliĢmeler ıĢığında yüksek basınç sıvı kromatografisinin minimalize edilerek dünya 

genelinde yaygınlaĢmaya baĢlamıĢtır.  

 

Bu teknik kromatografik ayırmada, konvensiyonel yüksek performans sıvı 

kromatografisinin yarıĢamadığı minimal mobil faz, çözücü ve örnek kullanımı, daha 

az bant geniĢlemesi gibi  avantajlara sahiptir [43]. 

 

2.5.3. Mikro LC sistemleri 

 

Mikro LC sistemi, klasik sıvı kromatografında bulunanlarla aynı ekipmanları 

içermektedir.  Bu ekipmanlar; pompa, enjektör, kolon, detektör ve bilgisayar 

birimleridir. Kromatografik analiz, ayrılmak istenen analit çözeltisinin sisteme 

pompa vasıtasıyla enjeksiyonu ile baĢlar. Bu enjeksiyon ünitesi mikro LC’ de 

genelde otomatik olarak yapılır. Analit, hareketli faz aracılığıyla kolona pompalanır 

ve kolon içerisinde homologlarına ayrılmaya baĢlar. Ayrılan bileĢenlerin detektör 

ile verdikleri sinyaller bilgisayara aktarılır. Bilgisayara aktarılan bu sinyallere 

kromatogram adı verilir. Klasik bir Mikro LC sistemi ġekil 2.3’teki gibidir. 
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Şekil 2.3. Mikro LC sistemini oluĢturan birimler. 

 

2.5.3.1. Sabit faz  

Modern  HPLC sabit fazları geniĢ yüzey alanına sahip, küçük, rijit yapıdaki 

partiküllerdir. Temel sabit faz özellikleri Ģunlardır [45] : 

 

•    3-10 µm çapında partikül boyutu  

•    Mümkün olduğunca eĢboyutlu (±  %  10  partikül boy  dağılımı) 

•    70-300 Å civarında gözenek boyutu 

•    50-250 m
2
/g arasında yüzey alanı 

•   Sabit faz yüzeye tutturulan ligand türüne bağlı olarak,  normal faz (-OH, -NH2)  

      veya ters faz (C8, C18, fenil) hatta anyon (NH4) ya da katyon (-COO
-
) değiĢtirici  

      türünde olabilir.  

2.5.3.2. Sürekli faz (Hareketli faz ) 

HPLC uygulamalarında ayrılması istenen örnek hareketli faz ile kolondan 

geçirilerek bileĢenlerine  ayrılır.  Kullanılacak  sürekli  fazın,  örneği  bileĢenlerine  

ayırmak amacıyla kolon içerisindeki sabit faz ile mümkün olan en verimli ve en 

hızlı Ģekilde etkileĢmesi istenir. Bu nedenle hareketli faz seçilirken genel olarak Ģu 

özellikler göz önünde bulundurulmalıdır:  
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 Sürekli fazın  örneği çözebilmesi için inert olması yani örnekle kimyasal 

reaksiyona girmemesi gerekir. 

 Daha  düĢük  basınca  neden  olacağı ve kütle aktarımı da daha hızlı olacağı için  

düĢük viskozitede olmalıdır.  

 Eğer kırılma indisi dedektörü kullanılıyorsa, analiz edilecek örnekle hareketli 

faz arasındaki kırılma indisleri arasındaki fark mümkün olduğunca fazla olmalıdır. 

 Eğer UV dedektör kullanılıyorsa, hareketli fazın çalıĢılacak olan dalga 

boyunda saydam  olmasına  dikkat  edilmelidir.   

 ÇalıĢılan  sistem  sıcaklığına  çok  yakın olmayan kaynama  noktasına sahip 

hareketli  faz seçilmemelidir. 

 Maliyetinin düĢük olması da önemlidir. 

 

Sürekli fazın polaritesi ayırma iĢleminde önemli rol oynar. Ġki farklı elüsyon türü 

hazırlanabilir; Ġzokratik Elüsyonda kolona sabit bileĢimdeki hareketli faz 

pompalanırken hareketli fazın polaritesi sabit olduğu için kolona çok fazla ilgi duyan 

bileĢenleri kolondan atmak zorlaĢır ve elüsyon süresi uzar. Maddelerin molekül 

büyüklüğüne göre tayini de bu elüsyon türü ile gerçekleĢir. Gradiyent  

elüsyonunda ise hareketli  faz  bileĢimi  analiz  boyunca  değiĢir.  Hareketli fazdaki 

elüentin polaritesi zamanla değiĢtirilerek örneklerin partikül yüzeyine afinitesi 

değiĢtirilir ve ayırma sağlanır.  

2.5.3.3. Pompa  

Pompa HPLC sistemlerinde oluĢturduğu basınç farkıyla kolon  dolgu  materyali  olarak  

üretilen  partiküllerin  kolon  içerisine  doldurulmasını ve uygun çözücüde çözünen 

örneğin bu sabit faz ve sürekli faz yatağıyla etkileĢmesini sağlar. Kullanılan 

partiküllerin boyutu küçükse uygulanan basıncın yüksek olması gerekmektedir. Fakat 

küçük partiküllerin yüksek örnek yükleme kapasitesi, yüksek çözünürlük ve hızlı analiz  

gibi avantajları bulunmaktadır. Pompanın performansı, analitik sonuçlardaki  

tekrarlanabilirliği, nicel değeri, gözlenebilme sınırı gibi değerlere büyük oranda etki 

eder. Bu sebeple modern pompalar %   1’den  fazla  yukarı çıkmayan    0.01-10 

mL/dk  arasında akıĢ hızına ve  5000 psi’ya kadar çıkabilen maksimum basınç değerine 

sahip olmalıdır. 
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2.5.3.4. Dedektör 

Kolondan ayrılan  maddelerin varlığını tespit edip monitöre bununla ilgili sinyal 

gönderen kısma dedektör adı verilir . Monitörde,  kromatogramı meydana 

getiren pikleri oluĢturur. Sabit fazın hemen bitiminde yer alır. Ġyi bir dedektörde 

bulunması gereken  özellikler Ģunlardır:  

 AkıĢ hızından ve sıcaklık değiĢiminden mümkün olduğunca az etkilenmesi 

 Yüksek duyarlılığa sahip  

 DüĢük sinyal gürültüsü olan  

 GeniĢ bir lineer cevap alanı içeren 

 Tüm kimyasal yapılara duyarlılık göstermesi, en azından tahmin edilebilir bir  

seçiciliğe sahip olması  

HPLC’de kullanılan detektör  çeĢitleri UV (ultraviyole), IR (kırılma indeksi, refraktif 

indeks), FD (flüoresan dedektör), iletkenlik(CD), elektrokimyasal(EC)  , MS (kütle 

spektrofotometri) dır. 

UV (ultraviyole) detektörleri, örneğin ıĢığı farklı dalga boylarında absorblama 

oranını ölçer. Bu   dedektörle 190 ile 600 nm   dalgaboyu   aralığında   analiz   

yapmak mümkün olmaktadır. Tek bir dalga boyunda  çalıĢan  dedektörler  

kullanılabildiği  gibi  bir  monokromatör  ile  çeĢitli dalgaboylarını seçerek çalıĢan 

dedektörler de vardır. Sıvı  kromatografisinde  en  çok  kullanılan  dedektör 

çeĢididir. 

IR (kırılma indeksi, refraktif indeks) detektörleri, örnekteki moleküllerin ıĢığı 

yansıtma oranını tespit eder. Bu yansıtma oranı, maddenin refraktif indeksini verir. 

Bu dedektörlerin duyarlılığı düĢük fakat güvenilirlikleri yüksektir. Bu dedektörler 

akıĢ  hızından  etkilenmezler  ve  her  madde  için  kullanılabilirler. Kırılma  

indisinin sıcaklıkla değiĢmesi sebebiyle sıcaklık kontrolü çok iyi olmalıdır.  

FD(flüoresan)  detektörleri, bileĢiğin farklı dalga boylarındaki ıĢığı absorblama ve 

tekrar yayma oranını saptayarak çalıĢır. Floresans özellikleri taĢıyan bileĢenlerin 

analizinde  spektrofotometrik dedektörlere oranla daha duyarlı olan floresans 

dedektörlerin kullanılması önerilir. Bu dedektör ile 10-11 g/mL civarında 
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gözlenebilme sınırlarına inilebilmektedir Bu dedektörlerde  uyarıcı  kaynak  olarak  

civa  lambası,  ıĢınları süzmek amacı ile de filtre kullanılır. GeliĢmiĢ cihazlarda ise 

uyarıcı olarak ksenon ark lambaları ve monokromatörler kullanılmaktadır.  

iletkenlik(CD)  dedektörleri   kolondan  çıkan  iyonik  haldeki  bileĢenlerin  

iletkenliklerinin ölçümü prensibi ile çalıĢır. Bu dedektörler için sıvı sistemler daha 

çok uygunken organik sistemler pek uygulanabilir değildir.  

Elektroliz sonucu akım ölçülmesi ilkesine  göre  çalıĢan elektrokimyasal dedektörler 

oldukça duyarlıdır.  Bu dedektörde  ölçülen  akım,  örnek  maddesinin  elektrolizi  

sonucu oluĢtuğu için kullanılan çözücünün elektrik akımı vermemesi gerekir.  

MS (kütle spektrofotometri)  detektörlerinde ise moleküller iyonize edilir ve kütle 

analizatöründen geçer, bulunan iyonlar tespit edilir. 

2.5.3.5. Enjektör  

Enjektör, sürekli faz kolona gönderilmeden önce örneğin sürekli  faza  enjekte  

edilmesi amacıyla kullanılır.  Elle  kumanda  edilen  manuel enjektörlerin yanında  

bilgisayar kumandalı otomatik enjektörler de bulunmaktadır. 

2.5.3.6. Kolon  

Kromatografide en önemli parçalardan biridir. Analizin doğru yapılması uygun 

kolonun seçilmesine bağlıdır. HPLC  uygulamalarında  genellikle yüksek  basınca  

ve  kimyasal  korozyona  olan  dayanıklı olmaları sebebiyle  paslanmaz çelikten 

üretilen kolonlar kullanılır. Genel olarak kullanılan kolonların iç çapı 2-5 mm 

arasında değiĢir. Daha az mobil faz tüketimine neden olması ayırımın daha hızlı 

olması  ve  pik çözünürlüğünün   daha iyi olması sebebi ile mümkün olduğunca 

küçük çapta kolonlar tercih edilir. Eğer sabit faz olarak kullanılan partikülün  boyutu 

10 µm  veya  daha  küçükse  genellikle  5-25  cm arasındaki uzunluklarda kolonlar 

kullanılır. Uzun olan kolonlarda örnek bileĢenlerinin ayırımı daha iyi olmakta fakat 

daha çok kolon dolgu materyali kullanılmakta ve dolayısıyla daha çok mobil faz 

harcanmaktadır. Dolayısıyla yüksek bir teorik tabaka sayısına ulaĢmak için 

kullanılan kolonun boyunu uzun tutmak yerine mümkün olduğunca daha    küçük  
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üretilen dolgu materyallerini daha kısa bir kolon için kullanmak tercih edilmelidir. 

Kolonun iki ucuna gözenek  çapı  partikül  çapından  küçük  olan  fritler  

takılmalıdır.  Fritlerin  standart gözenek çapı 2  µm olmakla beraber daha küçük 

çaptaki partiküllerin dolgu materyali olarak kullanıldığı durumlarda frit çapı da 

değiĢiklik gösterir. 

2.5.3.7. Kolon dolgu materyalleri  

HPLC sistemlerinde kolonda  gerçekleĢtirilen  ayırmanın performansı, seçilen kolon 

dolgu maddesine bağlıdır. Ġyi bir kolon dolgu maddesi hem hareketli faz 

çözücülerine hem de örnek çözeltilere karĢı inert olmalıdır,kararlı olmalıdır ve geniĢ 

yüzey alanına, düzgün olarak dağılmıĢ ve hareketli faza kolay eriĢebilir açık yapısal 

yüzeye sahip olmalıdır. Yüksek basınç ve yüksek akıĢ hızlarında kararlı kalmalıdır.  

 

Genellikle silikajel ya da polimerik yapıdaki mikro partiküller HPLC  uygulamalarında  

dolgu  materyali  olarak kullanılmaktadır. Literatürde yapılan çalıĢmalarda genellikle 

silika bazlı kolon materyalleri tercih edilse de  [1], [2] son yıllarda özellikle 

polimerik yapıda olan HPLC kolon materyalleri üzerindeki araĢtırmalar 

yoğunlaĢmıĢtır. Polimerik partiküllerin silika bazlı olanlara göre belirgin avantajlara 

sahiptir. Polimerik partiküller küresel,  gözenekli  ve  monodispers  formda  

daha kolay sentezlenebilir ve daha çeĢitli ve kolay olarak türevlendirilebilirler. 

Ayrıca polimerik  partiküller geniĢ pH aralığında kararlı kalabilmektedir.  

2.5.3.8. Kolon verimliliği  

Ġyi bir ayırımın gözlendiği kromatogramlarda pikler keskin ve simetriktir. Bu da 

kolonun ne derece verimli olduğunu gösterir.  Kolon verimliliğinin belirlenmesi 

amacıyla pik geniĢliği, teorik tabaka sayısı, indirgenmiĢ plaka yüksekliği ve 

çözünürlük gibi parametreler hesaplanır.  

Pikin  geniĢliği,  pikin  keskinliğini  ve  kolon  verimini  gösteren parametrelerden 

biridir.  Bununla  birlikte  pik geniĢliği kolonun uzunluğuna, akıĢ hızı ve partikül 

büyüklüğü gibi birçok parametreye de bağlıdır. Aynı kolonda yapılan analizlerde 

akıĢ hızı değiĢtirilebilecek tek parametre olması sebebiyle, akıĢ hızı kolon 

verimliliğinin en iyi olacağı değerde seçilmelidir. 
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Şekil 2.4. Kolon verimi hesaplanırken kullanılan pik ve parametrelerin gösterimi 

 

Teorik  tabaka  sayısı kolonun  hızlı çalıĢmasının ve veriminin önemli bir 

göstergelerinden biridir. Kolonun boyu ile doğu orantılıdır. Elde edilen 

kromatografik piklerin keskinliğinin nicel ölçüsüdür ve N ile gösterilmektedir. Teorik 

tabaka sayısı aĢağıdaki gibi hesaplanır:  

N = 5.54 x ( tR / W½) 2                                                                                                                                      (2.4.) 

Burada   tR, bileĢiğin alıkonma süresini, W½ , yarı pik yüksekliğindeki  taban 

geniĢliğini ifade etmektedir. ĠndirgenmiĢ  tabaka  yüksekliği  h  ile  ifade edilir. N ile 

ters orantılıdır.  Kolonun  ne  kadar  hızlı  ve  etkili çalıĢtığının ifadesidir. Bir 

Kolonda h değeri ne kadar küçükse kolonun verimi de o derece yüksektir. 

Daha fazla teorik tabaka sayısı ve daha düĢük indirgenmiĢ  tabaka yüksekliği kısa 

sürede kromatografik sonuçların elde edilmesi anlamına gelir. h değerinin 

büyümesi kolon veriminin düĢük pik geniĢlemesinin fazla olması anlamına gelir. h 

değeri aĢağıdaki gibi hesaplanır.  

h = ( L / N)                                                                                                               (2.5.) 

Bu eĢitlikte  h; indirgenmiĢ tabaka yüksekliğini, L; kolon boyunu ifade etmektedir. 

 

Pik çözünürlüğü iki pikin birbirinden ayrılma derecesi anlamındadır ve R ile ifade 

edilir. Ġki pikin birbirinden tamamen ayrıldığını kabul etmek için R  =  1 olması 
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gerekir ve bu çözünürlük değeri iki bandın birbiri ile  %  2 oranında örtüĢtüğü 

anlamına gelir. Bu oran % 1.5 ten küçük ise pikler tamamen ayrılmıĢ demektir. 

Çözünürlük eĢitlik 2.6 ile hesaplanır:  

 

R(i + 1)/ (i) = 2 x (ti+1 - ti) / (Wi + Wi+1)                                                                     (2.6.) 

Burada;  

  ti; i nolu bileĢenin alıkonma süresi,  

 ti+1;  i+1 nolu bileĢenin alıkonma süresi,  

  Wi;  i nolu bileĢen için taban geniĢliği,  

  Wi+1;  i+1 nolu bilesen için taban geniĢliğidir.  

 

2.5.3.9. Kromatografide kullanılan HPLC türleri 

HPLC uygulamalarını sabit fazın yapısına ve ayırma prosesine göre 

sınıflandırırsak 6 kısımda inceleyebiliriz.  

2.5.3.9.1 Normal faz sıvı kromatografisi  

Normal faz sıvı kromatografisinde sabit faz silika jel gibi polaritesi yüksek 

yapıda bir madde  iken,  hareketli  faz  ise  n-hekzan  gibi  apolar  yapıdadır.  Bu   

yöntem,  analiz  edilecek  örneğin  içerisindeki  polaritesi  fazla  olan  

bileĢenlerin kolondaki alıkonma sürelerinin fazla olmasına dolayısıyla kolondan 

daha geç çıkmasına dayanmaktadır.  

2.5.3.9.2. Ters faz sıvı kromatografisi  

Bu kromatografi yöntemi normal faz sıvı kromatografisinin tam tersidir. Bu yöntemde 

hareketli faz asetonitril ve su karıĢımı gibi polar bir yapıda iken sabit faz apolar  

yapıdadır. Bu yöntemde ise daha apolar olan örnek bileĢenleri kolonda daha uzun 

süre kalırlar ve kolondan daha geç çıkarlar.  

2.5.3.9.3. Büyüklükçe ayırma kromatografisi  

Jel  geçirgenlik  Kromatografisi  (Gel  Permeation  Chromatography,  GPC)  adıyla  

da bilinen bu yöntem adından da anlaĢıldığı gibi molekülleri tanecik boyutlarına 
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göre ayrıĢtıran bir kromatografik yöntemdir ve polimerlerin molekül ağırlığı ve 

molekül ağırlığı dağılımı analizinde hızlı ve  kesin  sonuç  almak  için  kullanılır. 

Kolon,  gözenek  boyutu  ve  hacmi  değiĢtirilebilen ve kontrol edilebilen partiküller 

ile doldurulur. Kolona enjekte edilen örnek içerisindeki bileĢenler molekül 

büyüklüklerine göre kolonu ayrı zamanlarda terk ederler. Büyük moleküller 

kolondan daha hızlı bir  Ģekilde  ayrılırken,  daha  küçük  olan moleküller,  

partiküllerin  gözeneklerine  difüzlenmeleri sebebiyle kolondan daha geç çıkarlar.  

2.5.3.9.4. Hidrofilik etkileşim kromatografisi  

Bu yöntemde kullanılan sabit faz ve hareketli faz polar yapıdadır ancak  hareketli 

fazın polaritesi  sabit  faza  göre  daha  düĢüktür.  Hareketli  fazda  bulunan polar 

analitler yine polar bir katı destek yüzeyi ile farklı derecede etkileĢerek kolonu 

farklı sürelerde terk ederler ve bu sayede kromatografik ayırım sağlanmıĢ olur. 

Hareketli faz, polar olan sabit bir faz yüzeyinde suyla zengin bir  tabaka  oluĢturur  

ve  analitler  hareketli faz ile sabit faz yüzeyi  arasında ayrılırlar. Polaritesi yüksek 

bileĢikler sabit sulu tabaka ile daha güçlü etkileĢim gösterirler.  

2.5.3.9.5. İyon değişim kromatografisi  

Ġyon değiĢim kromatografisi, karıĢımdaki maddelerin iyonik grupları ile iyon 

değiĢtiricide bulunan iyonik grupların  eĢdeğer  miktarlarının  karĢılıklı  yer  

değiĢtirmesi  esasına  göre çalıĢır.  Bu yöntemde sabit faz, örnek bileĢenleri 

üzerinde yer alan iyonik yapının tersi yönünde yüklenmiĢtir.  Bu  Ģekilde iyonik    

olan  veya  iyonlaĢabilen  örneklerin  analizi yapılmaktadır. Sabit fazla güçlü 

etkileĢime giren örneklerin kolondaki alıkonma süresi fazla olur ve kolondan geç 

çıkar.  

2.5.3.9.6. İyon etkileşim kromatografisi  

Ġyon etkileĢim kromatografisi genel olarak noniyonik bileĢikleri iyonik olan 

bileĢiklerden ayırmada kullanılır. Bu yöntem, reçine tanecikleri ve sulu çevre 

arasındaki iyonik bileĢikler ve noniyonik bileĢiklerin çözünürlüğündeki farklılığı 

temel alarak çalıĢır.  Ġlk olarak Wheaton ve Bauman bu tekniği kullanmıĢlardır [44]. 
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Ġyon etkileĢim kromatografisinde  iyon değiĢtirici reçinenin ayrıĢan kısmının elektriksel  

yükü ile örnekteki iyonik bileĢiğin elektriksel yükünün aynı olmalıdır. Yani negatif 

yüklü iyon içeren örnekler, anyonik fonksiyonel gruplu katyon değiĢtiriciler ile 

ayrılabilirler. Bu gruplara en genel örnek sülfonik asit gruplarıdır. Aynı Ģekilde, 

pozitif yük içeren  örnekler  de  fonksiyonel  grubu  katyonik  olan 

tetraalkilamonyum gibi anyon  değiĢtirici  reçineler  ile ayrılabilirler. Bu yöntemde 

iyon değiĢimi olmadığı için reçine rejenerasyon gerektirmez. ġekil 2.5' de bu 

kromatografik yöntem Ģematik olarak gösterilmiĢtir.  

 

 

Şekil 2.5. Ġyon etkileĢim kromatografisi.  

 

 

2.5.3.10. HPLC kullanım alanları  

HPLC tanımlama,  saflaĢtırma,  deriĢim  tayini  ve  bir  karıĢımı  bileĢenlerine  ayırma  

gibi iĢlemlerde yaygın olarak kullanılmaktadır. HPLC' nin yaygın olarak kullanılmasında 

duyarlılığının yüksek olması, analiz süresinin kısa olması, kiĢinin becerisine  daha  

az  bağlı  olması  ve  tekrarlanabilirliğinin  yüksek  olması  gibi sebepler 

sıralanabilir. 
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SaflaĢtırma : Bu iĢlemde amaç saflaĢması istenilen maddenin diğer madde veya 

atıklardan temizlenmesidir. SaflaĢtırma iĢleminde istenilen  madde  kolon  

çıkıĢında  toplanır ve  diğer maddelerden  izole  edilir.  Bu  ise  sadece sürekli  

fazın  doğru  seçilmesiyle  mümkün olmaktadır. SaflaĢtırmanın mümkün olması için 

istenilen maddenin kolondan çıkıĢ süresinin herhangi bir safsızlık ya da istenmeyen 

bir maddenin karıĢmasını engelleyecek ölçüde kısa olmalıdır.  

BileĢen ayırma : HPLC'de   her maddenin belirli  sabit ve sürekli fazlarda çıkıĢ 

süresinin farklı olmasından yararlanılarak bileĢen ayırma yapılabilir. Ayırmanın çok 

iyi olması için pik çözünürlüğünün çok iyi olması gerekmektedir. Ġki bileĢenden biri 

kolonu tamamen terk etmeden diğeri de kolondan ayrılmaya baĢlarsa ayırma 

yüzdesi azalır. Bu sebeple ayırmanın derecesi de sabit faz ve hareketli faz 

seçimiyle büyük değiĢiklik gösterir. 

Tanımlama : Bu iĢlemde tanımlaması istenen maddenin  pik  alıkonma   süresinin 

standarda  ait  alıkonma  süresi ile  çakıĢtırılmasıyla  HPLC'de  madde  tanımlanması 

gerçekleĢtirilir. Tanımlaması istenen maddenin seçilen dedektör ve analiz 

koĢullarında kabul edilebilir bir çıkıĢ süresi ve belirgin  bir  piki  olmalıdır.  Kolon,  

hareketli  faz  ve  akıĢ  hızı  seçimleri  bu  iĢlemde oldukça  önemlidir.  Kesin bir 

tanımlama için alıkonma süresi bilinen bir örneğin kullanılması gerekmektedir. 

DeriĢim  tayini : Bu iĢlemde,  HPLC 'de  tanımlanmıĢ  bir  maddenin  sıvı  çözeltisi  

farklı konsantrasyonlarda sisteme enjekte edilmesi ile elde edilen piklerin 

altındaki alanlar hesaplanır. Hesaplanan bu alanların deriĢime karĢı grafiği 

çizildiğinde elde edilen grafik kalibrasyon eğrisini verir ve bilinmeyen deriĢime ait pik 

alanı hesaplandıktan sonra bu eğri kullanılarak deriĢimi bulunur.  
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3. DENEYSEL ÇALIŞMALAR  

 

Tez  kapsamında  yapılan  çalıĢmalar  üç kısma ayrılmaktadır.  ÇalıĢmanın  birinci  

kısmında türevlendirilebilir formda hidrojel partiküllerin sentezi, 2-kloro-3-

hidroksipropil metakrilat (HPMA-Cl)  ve  etilenglikol  dimetakrilat (EGDMA) 

monomerlerinin  çok basamaklı mikrosüspansiyon kopolimerizasyonu yöntemi 

ile gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Takip eden basamakta partiküller güçlü katyon değiĢtirici ligandın bağlanması 

amacıyla monodispers partiküle ATRP tekniği kullanılarak sulfopropil metakrilat 

(SPM) bağlanmıĢtır. Partiküllerin boyut özellikleri ve yüzey yapısı  Taramalı  

Elektron  Mikroskobu (Scanning  Elektron  Microscope,  SEM)  ile, yüzey alanı BET  

(Brunauer-Emmett-Teller) ile tayin  edilmiĢtir.  Partiküllerin  ligand  içeriği  ise  

potansiyometrik titrasyon  yöntemiyle  tayin edilmiĢtir. 

ÇalıĢmanın  üçüncü ve son kısmında  ise  kuvvetli  katyon değiĢtirici formda 

sentezlenen bu partiküller,  300(uzunluk)x2 mm(iç çap) boyutundaki paslanmaz 

çelik kolonlara yüksek basınç altında dolgulanmıĢtır. ÇalıĢmada elde edilen asidik 

özelliğe  sahip  hidrojel  formundaki  kolon  dolgu  materyali  alkol formundaki  

analitlerin  kromatografik  ayrımı  amacıyla  kullanılmıĢtır.  Yapılan  testlerle, 

sentezlenen  kolonların  ayırma  baĢarısı  teorik  tabaka sayısı,  teorik  tabaka 

yüksekliği, pik çözünürlükleri ve alıkonma faktörlerinin hesaplanması ile 

belirlenmiĢtir. AĢağıda,   sentezlenen polimerik   partiküllerin   üretim, 

karakterizasyon  ve  kromatografik  performanslarının  belirlenmesinde  

kullanılan yöntemler detaylı olarak anlatılmaktadır.  

3.1 Eş boyutlu gözenekli polimerik partiküllerin sentezlenmesi 

Partikül sentezinin ilk basamağında ilk önce dispersiyon polimerizasyonu tekniğiyle 

poli(glisidilmetakrilat) (poli(GMA)) çıkıĢ lateksi sentezlenmiĢtir. Daha sonra 

sentezlenen partiküller ĢiĢirme iĢlemine tabi tutulmuĢtur. ġiĢirme iĢleminde, çıkıĢ 

lateksi düĢük molekül ağırlıklı ve çıkıĢ lateksini çözebilen bir organik ajan ve 

monomer, çapraz bağlayıcı ve baĢlatıcıyı içeren monomer fazı ile ĢiĢirilmiĢtir. ġiĢirme 

iĢleminden sonra partikül  içerisinde monomer  fazın  polimerizasyonu  
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gerçekleĢtirilmiĢtir  ve sonuçta  gözenekli ve monodispers  yapıda poli(3-kloro-2-

hidroksipropil  metakrilat-co-etilen glikol  dimetakrilat) (poli(HPMA-Cl-co-EGDMA))  

partiküller  elde  edilmiĢtir.  Anlatılan yöntemin Ģematik gösterimi Ģekil 3.1‟ de 

verilmektedir.  

 

Şekil3.1. Çok basamaklı mikrosüspansiyon yöntemiyle monodispers-makro 

gözenekli partiküllerin sentezinin Ģematik gösterimi 

 

3.1.1 Çıkış lateksinin üretimi  

 

3.1.1.1 Materyal  

ÇıkıĢ lateksinin  sentezi amacıyla  dispersiyon  polimerizasyonunda    monomer  

olarak glisidil metakrilat (GMA, Sigma Chemicals. Co., ABD) dağıtma ortamı 

olarak mutlak etil alkol (Et-OH, Merck A.G., Almanya), sterik stabilizör olarak 

polivinilprolidon  K-30 (Mr: 40000,   PVP  K-30, Sigma Chemical  Co.,  

ABD), baĢlatıcı  olarak  ise 2-2‟ -azobisizobütironitril (AIBN,  Acros 

OrganicsABD ) kullanılmıĢtır. AIBN kullanılmadan önce kristalize edilmiĢtir.  

3.1.1.2 Çıkış lateksinin üretim yöntemi  

Monodispers  makrogözenekli  partiküllerin  üretiminin  ilk  basamağı olan  

monodispers formda  çıkıĢ  lateksinin  sentezinde;  glisidil  metakrilat  monomeri  

dispersiyon polimerizasyonu yöntemiyle,   Çizelge  3.1' de belirtilen koĢullarda 
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polimerleĢtirilmesi sonucunda yaklaĢık 2  µm boyutunda monodispers çıkıĢ lateksi 

elde edilmiĢtir. 

 

Kullanılan Kimyasallar Kullanılan Miktarlar 

Etanol 30 mL 

GMA 3mL 

PVPK-30 0,45g 

AIBN 0,24g 

Polimerizasyon KoĢulları 

Sıcaklık 70 °C 

Polimerizasyon süresi 24 saat 

Çalkalama hızı 120 cpm 

 

Çizelge 3.1. Monodispers formda poli(GMA) çıkıĢ lateksinin sentezi için 

dispersiyon polimerizasyonu koĢulları 

 

Bu yöntemde ilk olarak dağıtma ortamı olan 30 mL etanol, 250 mL hacme sahip 

ağzı sızdırmaz Ģekilde kapatılan cam reaktöre alınmıĢ ve bu ortam içerisinde sırası 

ile 0.45 g PVP K-30, 3 mL GMA ve 0.24g AIBN ile çözülmüĢtür. Çözünmeyi tam 

olarak sağlayabilmek için yaklaĢık olarak her madde için 5 er dakika süreyle 

ultrasonikasyon uygulanmıĢtır. Bu iĢlem 200W   gücünde   bir   ultrasonik   su   

banyosunda (Bransonic 200,   Ġngiltere) oda sıcaklığında gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ardından cam reaktör çalkalamalı su banyosuna oda sıcaklığında yerleĢtirilmiĢ 

(Memmert Type WB 14, Germany) ve belirtilen çalkalama hızında 700C' ye kadar 

ısıtılmıĢtır. 24  saat sonra çalkalamalı su banyosundan  çıkarılan reaktör  

soğuduktan sonra içeriği 2000 rpm' de 3 dakika süreyle santrifüjlenmiĢtir. Santrifüj 

sonrası sıvı kısım atılarak santrifüj tüplerinde çöken partikül üzerine etanol 

eklenmiĢ ve bir baget yardımıyla   partiküller dispers edilmiĢtir. Bu santrifüjleme- 

dekantasyon iĢlemi 2 kez gerçekleĢtirilmiĢtir. Ardından 2 defa da santrifüj tüplerinde 

çöken partikül üzerine distile su eklenerek aynı iĢlem tekrarlanmıĢ yıkama iĢlemi 

tamamlanmıĢtır. ÇıkıĢ lateksinin içeriği gravimetrik analiz yöntemi tayin edilmiĢtir. 

Bu amaçla sulu ortamda bulunan poli(GMA) partiküller 700C' de 24 saat süreyle 
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kurutulmuĢ ve alınan belli bir hacimdeki dispersiyonun katı partikül içeriği tartım 

yoluyla g/mL cinsinden belirlenmiĢtir.  

3.1.2 Çok basamaklı mikrosüspansiyon yöntemi kullanılarak  monodispers   

ve makrogözenekli partiküllerin üretimi 

Monodispers   ve   makrogözenekli   partiküllerin   sentezi amacıyla çok   

basamaklı mikrosüspansiyon  yöntemi”  kullanılmıĢtır.  ġekil 3.1'de Ģematiği  

görülen  yöntemin  detayları aĢağıda anlatılmaktadır. 

3.1.2.1 Materyal  

Çok basamaklı mikrosüspansiyon polimerizasyonunda anyonik emülsiyon yapıcı 

madde olarak sodyum dodesil sülfat (SDS, Sigma Chemicals. Co., ABD) ve 

organik  ajan  olarak  çözücü özellikte etilbenzen  (EB,  Sigma  Chemicals.  Co.,  

ABD )  kullanılmıĢtır. Polimerizasyonda  monomer  olarak çıkıĢ lateksimiz olan 3-

kloro-2-hidroksipropil  metakrilat (HPMA-Cl, Sigma Chemicals. Co., ABD) ve 

çapraz bağlayıcı monomer olarak ise etilen glikol dimetakrilat (EGDMA,  Sigma  

Chemicals.  Co.,  ABD),  baĢlatıcı  olarak ise benzoil  peroksit (BPO,  Fluka  AG,  

Ġsviçre) kullanılmıĢ ve  kullanılmadan  önce kurutulmuĢtur.  Stabilizör  olarak 

polivinilalkol (PVA,  MA:87000-146000, %8 hidrolize, Sigma Chemicals Co., ABD) 

kullanılmıĢtır.  

3.1.2.2 Monodispers ve makrogözenekli partiküllerin üretim yöntemi  

Monodispers  ve  makrogözenekli  poli(HPMA-Cl-co-EGDMA)  partiküller  üç  

basamaklı polimerizasyon yöntemiyle sentezlenmiĢtir. Bu sentezde kullanılan 

kimyasallar Çizelge 3.2 de verilmiĢtir. 
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Çizelge 3.2.poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) üretiminde kullanılan kimyasal miktarları  

 

Monodispers  ve  makrogözenekli  partiküllerin  sentezi  için  ilk olarak  çıkıĢ  

lateksi ĢiĢirilmiĢtir. ġiĢirme iĢlemi düĢük molekül ağırlıklı bir organik ajan olan ve 

çıkıĢ lateksini çözebilen etilbenzen ile gerçekleĢtirilmiĢtir.  Ancak   bu   iĢlem   

esnasında monodispersitenin  korunması dolayısıyla  bütün  partiküllerin  eĢit 

oranda  ĢiĢmesinin sağlanması  gerekmektedir.  Bunun için etilbenzen,  sodyum  

dodesil  sülfat (SDS, Sigma Chemicals. Co., ABD) varlığında çıkıĢ lateksi ile sulu 

emülsiyon ortamında ultrasonikasyon  yoluyla  etkileĢtirilmiĢtir. Daha sonra elde 

edilen dispersiyon, organik fazın partiküllere transferi amacı ile oda sıcaklığında 

24 saat süreyle 300 rpm hızda manyetik olarak karıĢtırılmıĢtır.  

 

Monodispers  ve  makrogözenekli  partiküllerin  sentezinin  bir sonraki 

basamağında  ise HPMA-Cl, EGDMA ve BPO içeren monomer fazı yine  SDS 

sulu fazı içinde ultrasonikasyon yöntemiyle dispers edilmiĢtir.  Elde edilen bu 

dispersiyonun ilk basamakta elde edilen dispersiyona eklenmesinin ardından 300 

rpm’de 24 saat süreyle manyetik karıĢtırıcıda karıĢtırılmıĢ ve monomer fazının 

poli(GMA)   çıkıĢ lateksi içine difüzyonu sağlanmıĢtır. 

 

Ġkinci basamağın sonunda,  ĢiĢmiĢ partiküllere stabilizör olarak PVA eklenmiĢ ve 

polimerizasyon çalkalamalı su banyosunda 800C' de ve 120 cpm çalkalama 

hızında 24 saat süreyle gerçekleĢtirilmiĢtir. Burada PVA, polimerizasyon esnasında  

partikül-su ara yüzeyine yerleĢerek sonuç partikülleri üzerinde koruyucu  tabaka 

oluĢturmaktadır. Polimerizasyon sonucunda ana ürün olarak elde edilen 

monodispers-makrogözenekli partiküllerin dağıtma ortamından ve polimerizasyon 

Poli 

(GMA) 

ÇıkıĢ 

Lateksi(g) 

EB(mL) 
HPMA-

Cl 
EGDMA(mL) SDS(g)/Su(mL) PVA(g)/Su(mL) 

0,300 2,5 2,5 2,5 0,125/50 0,8/10 
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yan ürünlerinden ayrılması amacıyla reaktörden alınan dispersiyon, öncelikle 

santrifüj tüplerine aktarılmıĢ ve 2000 rpm hızla yaklaĢık 1dakika santrifüjlenmiĢtir 

ve monodispers makro partiküllerin çökmesi sağlanmıĢtır. Süpernatant 

dekantasyon yoluyla atılmıĢ ve bu fazda asılı halde bulunan küçük boyutlu 

partiküller sistemden uzaklaĢtırılmıĢtır. Daha sonra elde edilen partiküller etanol 

ortamında dispers edilmiĢ ve 5000  rpm’de 5 dakika süre ile santrifüjlenmiĢtir. Bu 

iĢlem 2 kez tekrarlanmıĢtır.   Aynı dekantasyon  iĢlemi distile su ile de 2 kez 

tekrarlandıktan sonra yıkama iĢlemi tamamlanmıĢtır.  

3.1.2.3.  ATRP İle poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) partiküller üzerinde 

poli(sulfopropil metakrilat) poli(SPM) ligand sentezi  

ATRP sistemi baĢlatıcı, monomer, solvent ve katalizleyici kompleks bileĢenlerinden  

oluĢmaktadır. Bu çalıĢmada kullanılan ATRP sistemi ile  iyon değiĢtirici grup içeren 

polimerik ligandın monodispers-gözenekli poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) partiküllerin 

yüzeyinde sentezi amaçlanmıĢtır. Bu amaçla  “sulfopropil” grubu içeren 

sülfopropilmetakrilat(SPM) monomeri güçlü katyon değiĢtirici poli(sülfonik asit)   

formunda polimerik ligand sentezinde kullanılmıĢtır.  

Polimerizasyonda solvent olarak dimetilformamid/su çözeltisi kullanılmıĢtır.  

Literatürde SPM için,  çözelti fazında ATRP' yi (homojen ATRP)  tanımlayan bir  

çalıĢmada polidispersite indeksi 1.25’in altında olacak Ģekilde SPM’in polimerizasyonu 

tanımlanmıĢtır [47]. ÇalıĢmamız için geliĢtirilen heterojen ATRP için kullanılacak 

katalizleyici kompleks, SPM’in homojen ATRP’si için yapılan çalıĢmadan 

yararlanarak seçilmiĢtir. Bu sebeple Cu(I)-bipiridin sisteminin kullanımına karar 

verilmiĢtir. Ayrıca homojen ATRP sisteminde molekül ağırlığı dağılımının dar olması 

için Cu (I)’e eĢmolar oranda Cu (II) kullanımı önerilmiĢtir [47]. Bu yüzden 

çalıĢmamızda eĢ molar oranda CuCl ve CuCl2 kullanılmıĢtır. Kullanılan 

formülasyon, Çizelge 3.3’de verilmektedir.  
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Çizelge 3.3. Poli(DHPM-EDM) partiküller üzerinde poli(SPM) iyon değiĢtirici ligand 

sentezi için ATRP koĢulları.  

 

 

BileĢenler mmol/ml 

poli(HPMA-Cl-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 

CuCl2 (mmol) 0.4 

 

Sulfopropil metakrilat (sodyum tuzu,  8.12 mmol,  Aldrich)  bir schlenk tüpü içerisinde, 

dimetilformamid(DMF)/su çözeltisinde (50/50 % v/v, 7 mL) çözülmüĢtür. ÇözülmüĢ 

ortama yine DMF/su çözeltisi ile hazırlanmıĢ, CuCl (0.40 mmol, Aldrich), CuCl2 (0.4 

mmol, Aldrich) ve bipiridin (BiPy, 2 mmol, Aldrich) içeren dimetilformamid(DMF)/su 

çözeltisinden (50/50 % v/v, 7 mL)  1 mL eklenmiĢtir. Çözelti 5 dakika süreyle 

ultrasonikasyona maruz bırakılmıĢ ve 10 dakika süreyle azotla yıkanmıĢtır. Daha 

sonra ortama, poli(HPMA-Cl-co-EGDMA)  partiküllerin aynı DMF/su çözeltisindeki 

dispersiyonu (1.8 g partikül/2 mL çözelti) eklenmiĢtir. Reaksiyon ortamı 10 dakika 

süreyle vakumlandıktan sonra poli(HPMA-Cl-co-EGDMA)  partiküller üzerinde ATRP 

ile poli(SPM) ligand sentezi, oda sıcaklığında, 250 rpm karıĢtırma hızında, 6 saat’lik 

polimerizasyon süresi içinde yapılmıĢtır. Polimerizasyondan sonra partiküller, önce 

DMF, daha sonra metanol ve distile su ile ardıĢık santrifüjleme dekantasyon yoluyla 

yıkanmıĢtır. Poli(HPMA-Cl-co-EGDMA)  partiküller üzerinde sulfopropil metakrilat'ın 

ATRP ile sülfonik asit grubu içeren poliiyionik ligand,  [poli(SPM)]  oluĢumu ve sonuç 

partiküllerin kimyasal yapısı ġekil 3.5’te gösterilmiĢtir.  
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Poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) 

partiküller

P

CH2

CH3

O

O S

O

O

OK

P

O

O

OH
( CH2

CH3

)n
C

C O

O

SO O

OK

Sulfopropil metakrilat

CH2

CH2

CH2

ATRP

SPM bağlanan Poli(HPMA-Cl-co-EGDMA)

partiküllerin kimyasal yapısı
 

Şekil 3.2 : poli(HPMA-Cl-co-EGDMA)  partiküller üzerinde ATRP ile sülfonik asit 

grubu içeren poliiyionik ligand,  [poli(SPM)]  oluĢumu ve sonuç partiküllerin kimyasal 

yapısı 

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

partiküllerin karakterizasyonu  

3.1.2.4.1. Taramalı elektron mikroskobu (SEM) ile karakterizasyon  

Partiküllerin boyu ve boy dağılımının belirlenmesi ve partikül yüzey özellikleri 

hakkında bilgi sahibi olabilmek amacıyla Taramalı Elektron Mikroskobu  

(Scanning Electron Microscope, SEM) (JEOL, JEM 1200 EX, Japan) ile elde 

edilen fotoğraflar kullanılmıĢtır.  SEM fotoğraflarının elde edilmesinde izlenen 

prosedürde öncelikle yıkanan lateks partiküllerin sulu dispersiyonundan 0.1 ml 

kadar alınarak bakır disk üzerine dağıtılmıĢ ve oda sıcaklığında içerisindeki su 

buharlaĢtırılmıĢtır. Sentezlediğimiz partiküllerin kurutulmasının ardından vakum 

altında ince bir tabaka halinde altınla(100A0)  kaplanmıĢ ve örnekler SEM 

fotoğrafları çekilmeye hazır hale getirilmiĢtir.  
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3.1.2.4.2. BET yüzey alanı ölçüm cihazı ile karakterizasyon  

Partiküllerin yüzey alanı Quantochrome, Nova 2200e model Yüzey Alanı ve 

Gözenek Boyutu Ölçüm Cihazı (BET) kullanılarak belirlenmiĢtir. Yapılan ölçümlerde 

öncelikle partiküller 24 saat süreyle 700C' de kurutulmuĢtur. Ardından cihazın 

hücrelerine yerleĢtirilen partiküller 900C' de 3 saat süreyle vakumlanmıĢtır ve kalan 

nem tamamen ortamdan uzaklaĢtırılmıĢtır. Bu iĢlemin ardından ölçümler sıvı azot 

içerisine yerleĢtirilen örnek hücrelerinde tayin edilmiĢtir. Ölçüm, partiküller 

üzerinden geçirilen azot gazının partiküller üzerine adsorplanması ve adsorplanan 

miktarın azotun buhar basıncından hesaplanması prensibine dayanır.  

3.1.2.4.3.   Potansiyometrik titrasyon ile partiküllerin ligand içeriğinin 

belirlenmesi  

Poli(HPMA-Cl-co-EGDMA)  partiküllerin poliiyionik ligand,  [poli(SPM)]  içeriği 

potansiyometrik titrasyon yöntemiyle hesaplanmıĢtır. Bu amaçla, 1 g SPM 

bağlanmıĢ partikül, 20 mL 0.5 M NaOH çözeltisi ile manyetik karıĢtırıcıda iki saat 

etkileĢtirilmiĢtir. Daha sonra santrifüj cihazında 5000rpm devirde çöktürüldükten 

sonra süpernatant kısmından alınan 5ml' lik sıvı, 10mL su ile seyreltilmiĢ ve 0.1 M 

HCl ile titrasyona uğramıĢtır. Aynı titrasyon iĢlemi 0.5 N NaOH çözeltisi için de 

uygulanmıĢ ve eĢdeğerlik noktaları arasındaki fark kullanılarak poli(HPMA-Cl-co-

EGDMA)  partiküllerin poliiyionik ligand,  [poli(SPM)]  içeriği hesaplanmıĢtır.  
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Şekil 3.3 Kullanılan mikro LC sistemi 

 

3.2 Kromatografik çalışmalar  

3.2.1. Kromatografik Sistem  

ÇalıĢmanın üçüncü aĢaması olan kromatografik performans testlerinde kullanılan 

Nano-LC sistemi (Dionex Ultimate 3000, ABD), bir otomatik enjeksiyon ünitesi 

(Dionex Ultimate 3000 AutoSampler, ABD ), bir pompa (Dionex Ultimate 3000 

pump, ABD), UV detektör (Dionex Ultimate 3000 Variable Wavelength Detector, 

ABD) ve fırından (Dionex Ultimate 3000 Flow Manager, ABD) oluĢmaktadır. Nano-

LC 800 bara kadar kromatografik analiz yapma imkanı vermektedir. Ayrıca en az 

20 mL/dk akıĢ hızına kadar çalıĢabilmektedir [46]. Kullanılan Nano-LC sistemi 

ġekil 3,2' de gösterilmiĢtir. 

3.2.2 Kolonların doldurulması 

Sentezlenen kolon dolgu materyalleri sulu ortamda oda sıcaklığında saklanmıĢtır ve 

daha sonra kromatografik analiz için 2,00 mm iç çapa ve 300 mm uzunluğa 

sahip çelik kolonlara doldurulmuĢtur. Dolum iĢleminin gerçekleĢmesi için kolonun bir 

ucuna partikül çapından küçük çapta çelik frit yerleĢtirilmiĢ ve açık olan diğer uçtan 

sulu ortamdaki partiküller aktarılarak dolum iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir.  Kolonun 

üst kısmında hiç boĢluk kalmayana kadar dolum iĢlemine devam edilmiĢtir. Sonraki 

iĢlemde kolondan yüksek basınçta su geçirilmiĢ ve 10 dakikalık periyotlarla kolon 
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sökülerek üst kısmında çökme olup olmadığı kontrol edilmiĢtir. Eğer çökme varsa 

kolona partikül ilave edilmiĢtir. Daha sonra kolon sisteme ters yönde bağlanmıĢtır 

ve yüksek basınçta 20 dakika süreyle kolondan su geçiĢi sağlanmıĢtır. Böylece her 

iki yönden de yüksek basınca maruz bırakılan partiküllerin kararlı bir yatak 

oluĢturması sağlanmıĢtır.  

3.2.3. Kromatografik performans testleri  

3.2.3.1. İyon etkileşim kromatografisi deneyleri  

Ġyon etkileĢim kromatografisi deneylerinde 5 bileĢen içeren alkol karıĢımı 

kullanılmıĢtır. Örnek hazırlanmasında kullanılan alkoller sırasıyla Gliserol,  Etanol, 

N-Propanol, Sec-Bütanol, N-Bütanol den oluĢmaktadır. 

Polimerik liganda sahip olan partiküllerin kolona doldurulmasından sonra kolonlar 

Mikro LC' de düĢük akıĢ hızında ĢartlandırılmıĢtır.  Kolon Ģartlandıktan sonra analizi 

yapılacak örnekten   1 mikrolitçe alınarak sisteme enjekte edilmiĢtir.  300x2 mm 

boyutundaki paslanmaz çelik kolonlarda ayırma iĢlemi izokratik koĢullarda 

gerçekleĢtirilmiĢtir ve mobil faz olarak seyreltik sülfürik asit çözeltisi ve saf su 

kullanılmıĢtır. Örnek karıĢımın kolonda ayrılması,   UV dedektörüyle 

gözlemlenmiĢtir.  Farklı normal itelerde sülfürik asit çözeltisi ve saf su kullanılarak 

mobil fazın ayırmaya olan etkisi incelenmiĢtir. Ayrıca farklı akıĢ hızı ve sıcaklıkların 

da ayırmaya olan etkisi gözlemlenmiĢtir. Her analizden sonra, kolon bir sonraki 

analizde kullanılacak mobil faz ile yıkanıp Ģartlandırılarak yeni analize hazır hale 

getirilmiĢtir.  

3.2.3.2. Kromatografik parametrelerin tayini  

Analizler sonucu elde edilen kromatogramlardan alıkonma süresi, pik taban 

geniĢliği ve pik yarı yükseğindeki taban geniĢliği gibi değiĢkenler ölçülüp, kolon 

performanslarını belirleyici parametreler olan için teorik tabaka sayısı,  tabaka 

yüksekliği ve pik çözünürlüğü değerleri her analizde sisteme enjekte edilen örnek 

karıĢımındaki tüm bileĢenler  için hesaplanmıĢtır. 
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4.SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

 

Tez  kapsamında  yapılan  çalıĢmalar,  türevlendirilebilir  formda  hidrojel  partiküllerin 

ATRP yöntemi ile sentezini ve HPLC kolonlarında sabit faz olarak kullanılan bu 

partiküllerin kromatografik davranıĢlarının belirlenmesini içermektedir. Sentezlenen  

partiküllerin  üretim  yöntemleri,  karakterizasyonlar  ve  kromatografik 

performansları aĢağıda verilmektedir.  

4.1. İyon etkileşim kromatografisi İçin monodispers ve gözenekli partiküllerin 

karakterizasyonu  

 

 
 

Şekil 4.1 Poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) partiküllerin yüzey morfolojisini gösteren 

SEM fotoğrafı. Büyütme: 000X, 
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Şekil 4.2.Poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) partiküllerin ortalama boy ve boy dağılımını 

gösteren SEM fotoğrafı. Büyütme: 000X. 

 
 
Sentezlenen monodispers ve gözenekli poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) partiküllere ait 

taramalı elektron mikroskobu fotoğrafları ġekil 4.1 ve  4.2' de verilmektedir. ġekil 

4.2 kullanılarak ortalama çap 5.2 µm ve değiĢim katsayısı değeri (CV) ise % 4,6 

olarak hesaplanmıĢtır. ġekil 4.1 ve 4.2' de görüldüğü gibi partiküller monodispers 

ve gözenekli formda üretilmiĢtir. DeğiĢim katsayılarının küçük olması da 

monodispersiteyi doğrulamaktadır. 

 

BET analizinde düĢük molekül ağırlıklı bir ölçüm aracı (azot gazı) kullanıldığı için 

özellikle “mikro gözenek” fraksiyonunun duyarlı olarak değerlendirilmesi ve bu 

gözeneklerin özgül yüzey alanına katkısının sağlıklı bir Ģekilde belirlenmesi 

mümkün olmaktadır. Bu nedenle, çalıĢmada BET cihazı partiküllerin özgül yüzey 

alanı değerlerinin belirlenmesinde kullanılmıĢtır ve bu değer 59.97   m2 /g olarak 

hesaplanmıĢtır. 



38 

 

 
 

 

Şekil4.3. ATRP Tekniği   kullanılarak  üretilen kolonun geri-basınç değerinin akıĢ 
hızıyla değiĢimi. KoĢullar: Kolon Boyutu:  300x2  mm, Mobil faz: 0.001N sülfürik 
asit. 
 
Üretilen kolon için geri-basınç değerinin mobil faz akıĢ hızı ile değiĢimi ġekil 4.3 de 

verilmektedir. Geri basınç değeri beklendiği gibi akıĢ hızı arttıkça yükselmektedir. 

Geri-basınç-akıĢ hızı iliĢkisinin doğrusal bir değiĢim göstermesi, sentezlenen kolon 

materyalinin basınç altında tersinir bir deformasyona uğramadığını göstermektedir.  

 
 

 

Şekil 4.4. Poli(SPM) bağlanan poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) partiküllerin  etkileĢim 
öncesi ve sonrası titrasyon eğrileri 
 

Sulfopropilmetakrilat bağlanarak  kuvvetli  katyon  değiĢtirici  forma dönüĢtürülen   

poli(HPMA-Cl-co-EGDMA) partiküllerin   ligand   içeriği   potansiyometrik   titrasyon  

yöntemiyle belirlenmiĢtir. Titrasyon eğrilerinin eldesi için NaOH çözeltisi kullanılmıĢ 
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ve  eĢdeğerlik  noktaları 0.1  M  HCl  ile  titrasyon yapılarak bulunmuĢtur.  Partiküller  

ile  etkileĢen  ve etkileĢmeyen  çözeltiler  için  potansiyometrik  titrasyon  

yapılarak  ve  eĢ-değerlik noktaları arasındaki fark kullanılarak partiküllerin ligand 

içeriği 0,43 g SPM/ g partikül olarak hesaplanmıĢtır. sulfopropilmetakrilat 

bağlanan partiküller için elde edilen titrasyon eğrisi ġekil 4.4’de gösterilmektedir. 

4.2. İyon etkileşim kromatografisi performans testleri  

ÇalıĢmanın  bu  kısmında  ATRP tekniği kullanılarak poli(SPM) bağlanan   

poli(HPMA-Cl-co-EGDMA)     partiküllerin  Ġyon  EtkileĢim Kromatografisi (Ġon 

Exclusion Chromatography)  ile  alkol homologlarının  ayrılması  iĢlemindeki 

performansı incelenmiĢtir. Çelik kolonlara doldurulan partiküller ile 5 bileĢen içeren 

alkol karıĢımının kromatografik   ayırımı   gerçekleĢtirilmiĢtir. Kromatografik 

çalıĢmalarda farklı mobil faz, sıcaklık ve akıĢ hızları kullanılarak en uygun ortam 

koĢulları belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. Mobil faz olarak deriĢik ve seyreltik sülfürik 

asit çözeltileri  ile su kullanılmıĢtır ve kolon çıkıĢındaki analit izlemesi UV 

dedektör ile yapılmıĢtır.  

4.2.1. Mobil faz değişiminin kromatografik performansa etkisi 

Çelik kolonlara doldurulan partikülün alkol homologları ayırmada gösterdiği 

kromatografik  davranıĢı  izleyebilmek  için  öncelikle  farklı mobil fazlar 

kullanılmıĢtır. Bunun için mobil faz olarak saf su ve 10-3 N ve 10-4N değiĢimlerinde 

sülfürik asit içeren saf su denenmiĢtir. ATRP tekniği kullanılarak üretilen kolon 

dolgu materyalinin mobil faz olarak farklı sülfürik asit değiĢimleri kullanıldığında  

alkolleri ayırma davranıĢı ġekil 4.5' de verilmektedir. Alkol homologların farklı 

mobil fazlar ile elde edilen çözünürlük değerleri de Çizelge 4.1' de 

gösterilmektedir.  
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Şekil 4.5. ATRP tekniği   kullanılarak  üretilen kolonun farklı mobil fazlarda  

alkolleri ayırma davranıĢı. KoĢullar; kolon boyutu:  300mm x 2mm, akıĢ  hızı:  200 

µL/dk, analiz sıcaklığı:  650C,  dedektör:  UV, elüsyon sırası: 1. gliserol, 2. etanol, 

3. n-propanol, 4.sec-bütanol, 5. n-bütanol, Mobil faz: (A): 0,001N H2SO4 (B): 

0,0001N H2SO4, (C): Saf Su 

 

 

Çizelge 4.1. ATRP tekniği   kullanılarak  üretilen kolonun çözünürlüğün mobil faz 

türü ile değiĢimi. KoĢullar; kolon Boyutu:  300mm x 2mm, akıĢ  hızı:  200 µL/dk, 

analiz sıcaklığı:  650C, dedektör;  UV, açıklamalar: R21: gliserol-etanol, R32: 

etanol- n-propanol, R43: n-propanol- sec-bütanol, R54; sec-bütanol-n-bütanol,  

 

Mobil Faz R21 R32 R43 R54 

10-3 N  H2SO4 0,93 1,93 1,74 1,01 

10-4 N H2SO4 0,91 1,47 1,70 0,72 

Saf su 0,90 1,45 1,55 0,69 
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Şekil 4.6. : ATRP tekniği   kullanılarak  üretilen kolonun teorik tabaka sayısının 

mobil fazla değiĢimi. KoĢullar; kolon boyutu:  300mm x 2mm,  akıĢ  hızı:  200 

µL/dk, analiz sıcaklığı:  650C,  dedektör:  UV, elüsyon sırası: 1. gliserol, 2. etanol, 

3. n-propanol, 4.sec-bütanol, 5. n-bütanol, mobil faz : a: 0,001N H2SO4 b: 

0,0001N H2SO4, c: saf su 

 

 

Şekil 4.7. : ATRP tekniği   kullanılarak  üretilen kolonun tabaka yüksekliğinin  mobil 

fazla değiĢimi. KoĢullar; kolon boyutu:  300x2  mm,  akıĢ  hızı:  200 µL/dk, analiz 

sıcaklığı:  650C,  dedektör:  UV, elüsyon sırası: 1. gliserol, 2. etanol, 3. n-

propanol, 4.sec-bütanol, 5. n-bütanol, mobil faz: (A) 0,001N H2SO4, (B) 0,0001N 

H2SO4, (C) Saf Su 
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Şekil 4.8. ATRP tekniği   kullanılarak  üretilen kolonun alıkonma faktörünün(k)  

mobil fazla değiĢimi. KoĢullar; kolon boyutu:  300mm x 2 mm,  AkıĢ  hızı:  200 

µL/dk, analiz sıcaklığı:  650C,  dedektör:  UV, elüsyon sırası: 1. gliserol, 2. etanol, 

3. n-propanol, 4.sec-bütanol, 5. n-bütanol, mobil faz: a: 0,001N H2SO4, b: 

0,0001N H2SO4, c: Saf su 

 

ġekil  4.5' deki kromatogramlar kullanılarak elde edilen çözünürlüğün mobil faz 

deriĢimi ile değiĢimi Çizelge 4.1 de verilmektedir.Teorik tabaka sayısının  ve 

tabaka yüksekliğinin sülfürik asit deriĢimiyle değiĢimi ise sırasıyla ġekil 4.6 ve 4.7' 

de görülmektedir. Elde edilen grafiklere bakıldığında teorik tabaka sayısının mobil 

fazdaki H2SO4 deriĢimi ile arttığı ve tabaka yüksekliğinin de H2SO4 deriĢiminin 

artması ile  azaldığı görülmektedir. Alkol homologların alıkonma faktörleri ise mobil 

fazdaki H2SO4 deriĢiminin artması ile azalmaktadır. Bu grafiklerden de görüldüğü 

üzere, 200 µL/dk akıĢ hızında ve 650C sıcaklıkta, 0.001 N sülfürik asit içeren mobil 

fazda üretilen kolonun, en iyi teorik tabaka sayısı ve tabaka yüksekliğini vermiĢtir. 

4.2.2. Sıcaklık değişiminin kromatografik performansa etkisi 

Kolonda alkol karıĢımının ayrılması için en uygun mobil fazın seçilmesini takiben 

en uygun  çalıĢma  sıcaklığını belirlemek amacıyla  farklı sıcaklıklarda  kolonun 

ayırma davranıĢı incelenmiĢtir.  
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Üretilen kolonun 0.001 N H2SO4 içeren mobil fazda, 200 µL/dk akıĢ hızında ve 

farklı analiz sıcaklıklarında alkolleri ayırma davranıĢı ġekil 4.9' da 

gösterilmektedir.  

Şekil 4.9. ATRP tekniği   kullanılarak  üretilen kolonun farklı sıcaklıklarda alkolleri 

ayırma davranıĢı. KoĢullar: kolon boyutu:  300mm x 2mm,  mobil faz : 0.001 N 

sülfürik asit , akıĢ  hızı:  200 µL/dk,  dedektör:  UV, elüsyon sırası: 1. gliserol, 2. 

etanol, 3. n-propanol, 4.sec-bütanol, 5. n-bütanol, analiz sıcaklıkları : (A) 70 °C 

(B) 65 °C , (C) 45 °C , (D) 25 °C 
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Sıcaklık (°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 

 

Çizelge 4.2. ATRP tekniği   kullanılarak  üretilen kolonun çözünürlüğün sıcaklıkla 

değiĢimi. KoĢullar: kolon boyutu:  300mm x 2mm,  akıĢ  hızı:  200 µL/dk, analiz 

sıcaklığı:  650C, dedektör:  UV, açıklamalar: R21: gliserol-etanol, R32: etanol- n-

propanol, R43: n-propanol- sec-bütanol, R54: sec-bütanol-n-bütanol. 

 

Bu  kromatogramlar  kullanılarak  elde  edilen  çözünürlük değerleri Çizelge 4.2' 

de  verilmektedir. Teorik  tabaka  sayısının ve tabaka yüksekliğinin  sıcaklıkla  

değiĢim  grafikleri  sırasıyla  ġekil 4.10 ve 4.11'de gösterilmektedir. Alıkonma 

faktörünün sıcaklıkla değiĢimi ise ġekil 4.12 de gösterilmiĢtir.  

 

 

Şekil 4.10. ATRP tekniği   kullanılarak  üretilen kolonun teorik tabaka sayısının 

sıcaklıkla değiĢimi. KoĢullar: kolon boyutu: 300x2  mm,  akıĢ  hızı:  200 µL/dk, 

analiz sıcaklığı:  650C,  dedektör:  UV, elüsyon sırası: 1. gliserol, 2. etanol, 3. n-

propanol, 4.sec-bütanol, 5. n-bütanol, mobil faz : 0.001 N sülfürik asit 
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Şekil4.11. ATRP tekniği   kullanılarak  üretilen kolonun tabaka yüksekliğinin  

sıcaklıkla değiĢimi. KoĢullar: kolon boyutu:  300mm x 2mm,  akıĢ  hızı:  200 µL/dk, 

dedektör:  UV, mobil faz : 0.001 N sülfürik asit elüsyon sırası: 1. gliserol, 2. etanol, 

3. n-propanol, 4.sec-bütanol, 5. n-bütanol, analiz sıcaklığı:  250C, 450C, 650C, 

700C,  

 

Şekil4.12. ATRP tekniği   kullanılarak  üretilen kolonun alıkonma faktörünün(k)  

sıcaklıkla değiĢimi. KoĢullar: kolon boyutu:  300mm x 2mm,  akıĢ  hızı:  200 µL/dk, 

analiz sıcaklığı:  650C,  dedektör:  UV, elüsyon sırası: 1. gliserol, 2. etanol, 3. n-

propanol, 4.sec-bütanol, 5. n-bütanol, mobil faz : 0.001 N sülfürik asit. 
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Sıcaklığa karĢı teorik tabaka sayısı ve tabaka yüksekliği grafiklerine bakıldığında 

teorik tabaka sayısının artan sıcaklıkla arttığı ve tabaka yüksekliğinin de sıcaklık 

artıĢı ile azaldığı görülmektedir.Bu grafiklerden anlaĢıldığı üzere üretilen kolonla 

alkollerin ayırımı için en  iyi sonuçlar  700C sıcaklıkta alınmıĢtır. Çünkü  bu  

sıcaklıkta  hem  en  yüksek  teorik tabaka sayısına ve en düĢük tabaka yüksekliğine 

ulaĢılmıĢ, hem de kromatogramlar daha kısa sürede elde edilmiĢtir. Fakat 65 0C de 

çok yakın sonuçlar elde etmemizi sağlamıĢtır. Ayrıca mobil faz olarak kullandığımız 

sülfürik asidin yüksek sıcaklıklarda kolonu korozyona uğratarak tekrar 

kullanabilirliğini engelleyebileceği düĢünülerek akıĢ hızı taramasında 65 0C sıcaklıkta 

çalıĢılmıĢtır.  

4.2.3. Akış hızı değişiminin kromatografik performansa etkisi 

Kolon için en uygun mobil fazın ve çalıĢma sıcaklığının belirlenmesinin  

ardından farklı  akıĢ  hızlarında  kolonun alkol  karıĢımını  ayırma  davranıĢı  

incelenmiĢtir.  Üretilen kolonun  65 °C sıcaklık  0,0001 N Sülfürik asit  deriĢiminde 

farklı akıĢ hızlarında ayırma davranıĢı ġekil 4.13' de verilmektedir. Elde edilen 

kramotogramlardan hesaplanan çözünürlük değerleri ise Çizelge 4.3' de 

görülmektedir. AkıĢ hızının kromatografik performansa etkisini tanımlamak amacıyla  

çizilen teorik tabaka sayısının akıĢ hızına karĢı değiĢim grafiği ġekil 4.14' de, tabaka 

yüksekliğinin akıĢ hızına karĢı değiĢim grafiği ise ġekil 4,15' de verilmektedir. Aynı 

kromatogramlardan elde edilen alkol homologlarının alıkonma faktörlerinin akıĢ hızı 

ile değiĢimi ise ġekil 4.16' da görülmektedir. 
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Şekil 4.13. ATRP tekniği   kullanılarak  üretilen kolonun farklı mobil fazlarda  

alkolleri ayırma davranıĢı. KoĢullar: kolon boyutu:  300mm x 2mm,  analiz sıcaklığı:  

650C,  dedektör: UV, elüsyon sırası: 1. gliserol, 2. etanol, 3. n-propanol, 4.sec-

bütanol, 5. n-bütanol,  mobil faz deriĢimi: 0,0001N sülfürik asit, akıĢ  hızı:  (A) 

200 µL/dk, (B) 100 µL/dk, (C) 50 µL/dk, (D) 25µL/dk 
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AkıĢ Hızı 
(µL/dk) 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 

 

Çizelge 4.3. ATRP tekniği   kullanılarak  üretilen kolonun çözünürlüğünün akıĢ 

hızıyla değiĢimi. KoĢullar: kolon boyutu:  300x2  mm,  analiz sıcaklığı:  650C,  

dedektör: UV, Açıklamalar: R21 : gliserol- etanol, R32 : etanol- n-propanol      

R43 : n-propanol- sec-bütanol, R54.sec-bütanol-n-bütanol,  

 

 

 

Şekil 4.14. ATRP tekniği   kullanılarak  üretilen kolonun teorik tabaka sayısının 

mobil fazla değiĢimi. KoĢullar: kolon boyutu: 300mm x 2mm, analiz sıcaklığı:  650C,  

dedektör: UV,elüsyon sırası: 1. gliserol, 2. etanol, 3. n-propanol, 4.sec-bütanol, 

5. n-bütanol, mobil faz: 0,0001N sülfürik asit.  
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Şekil 4.15. ATRP tekniği   kullanılarak  üretilen kolonun tabaka yüksekliğinin  akıĢ 

hızıyla değiĢimi. KoĢullar: kolon Boyutu:  300mm x 2mm,  analiz sıcaklığı:  650C,  

dedektör: UV, elüsyon sırası: 1. gliserol, 2. etanol, 3. n-propanol, 4.sec-bütanol, 

5. n-bütanol,  mobil faz : 0,0001N sülfürik asit. 

 

 

Şekil4.16. ATRP tekniği kullanılarak  üretilen kolonun alıkonma faktörünün(k)  akıĢ 

hızı ile değiĢimi. KoĢullar: kolon boyutu:  300mm x 2mm,  analiz sıcaklığı:  650C,  

dedektör: UV, elüsyon sırası: 1. gliserol, 2. etanol, 3. n-propanol, 4.sec-bütanol, 

5. n-bütanol,  mobil faz : 0,0001N sülfürik asit. 
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AkıĢ hızı taraması ile elde edilen kromatogramlara bakıldığında ve bu 

kromatogramlardan elde edilen grafikler incelendiğinde akıĢ hızının artmasıyla 

analiz süresinin kısaldığı fakat teorik tabaka sayısının azaldığı görülmüĢtür. Teorik 

tabaka sayısında oluĢan azalmanın özellikle analiz süresindeki düĢüĢ göze önüne 

alındığında kabul edilebilir seviyede kaldığı görülmektedir. AkıĢ hızı taramasında 

200 µL/dk değeri ile tüm homologların 12 dakika gibi kısa bir sürede kolondan 

ayrıldığı  görülmektedir. 

 

Karakterizasyon ve performans testlerinin sonunda yaptığımız çalıĢmaya genel 

olarak  bakıldığında ilk olarak monodispers ve gözenekli formda poli(HPMA-Cl-co-

EGDMA) partiküller çok    basamaklı    mikrosüspansiyon    polimerizasyonu    

yöntemiyle sentezlenmiĢtir. Takip  eden  basamakta, sentezlenen partiküller  

ATRP yöntemi kullanılarak güçlü  katyon  değiĢtirici  ligandın bağlanması 

amacıyla sulfopropilmetakrilat ile etkileĢtirilmiĢ ve partikül yüzeyinde asidik 

grupların oluĢumu sağlanmıĢtır.  

Sentezlenen partiküllerin ortalama boyu taramalı elektron mikroskobu (SEM) ile 

5,2 µm olarak belirlenmiĢtir. Yüzeyin süngerimsi gözenekli bir yapıya sahip olduğu 

SEM fotoğraflarından gözlemlenmiĢtir. DeğiĢim katsayısı (CV) değeri ise,% 4,6 

olarak hesaplanmıĢtır. Partikül yüzey özelliklerinin belirlenmesinde BET yöntemi 

kullanılmıĢ ve özgül yüzey alanı 59.97 m2/g olarak hesaplanmıĢtır. 

Potansiyometrik titrasyon yöntemiyle poli(sülfopropilmetakrilat) bağlanarak kuvvetli  

katyon  değiĢtirici  forma  dönüĢtürülen  poli(HPMA-Cl-co-EGDMA)   partiküllerin 

ligand içeriği 0,43(g SPM /g partikül) olarak belirlenmiĢtir.  

Karakterizasyondan  sonra  poli(HPMA-Cl-co-EGDMA)     partiküllerin  iyon 

etkileĢim kromatografisi ile 5 bileĢenli alkol homologların ayrılması iĢlemindeki 

performansı incelenmiĢtir. Kromatografik deneylerde Poli(SPM) bağlı poli(HPMA-

Cl-co-EGDMA)    partiküllerle  elde edilen teorik  kademe  sayıları, tabaka 

yüksekliği değerleri tatmin edici bulunmuĢtur. Alkol karıĢımının ayrılmasında en 

uygun mobil fazın 0.001 N sülfürik asit  çözeltisi,  olduğu belirlenmiĢtir. En iyi 

kromatografik performansın elde edildiği sıcaklık ise 700C olarak belirlenmiĢtir. 

En uygun akıĢ hızı ise 200 µL/dk olarak belirlenmiĢtir. Bu partikülle alkol 



51 

 

karıĢımının ayrılmasında 7700 tabaka/m değerine ulaĢılmıĢ ve 200 µL/dk akıĢ hızı 

ile 12 dakika gibi sürede alkol homologlarının ayrılabildiği gözlemlenmiĢtir. 
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