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ÖZET 

 

POLĠ (AKRĠLAT) BAZLI REAKTĠF SABĠT FAZLARIN 
GELĠġTĠRĠLMESĠ VE MĠKRO-SIVI KROMATOGRAFĠSĠ SĠSTEMĠNDE 

KROMATOGRAFĠK PERFORMANSLARININ TANIMLANMASI 

 

F toĢ Çiğdem Kip 

Doktor , Kimy  Mühendisliği Bölümü 

 Te  D n Ģm n : Prof  Dr  S  Ali TUNCEL 

ġub t 2015, 198 sayfa 

Tez kapsamında, mikro-sıvı kromatografisinde hidrofilik etkileĢim kromatografisi 

(Hydrophilic Interaction Chromtography, HILIC) modunda kullanılmak üzere 

eĢboyutlu-gözenekli partikül formunda yeni sabit fazlar sentezlenmiĢtir. Sabit 

fazların sentezi için poli(3-kloro-2-hidroksipropil metakrilat-co-etilen dimetakrilat), 

poli(HPMA-Cl-co-EDMA) yeni bir çıkıĢ materyali olarak seçilmiĢtir. EĢboyutlu-

gözenekli formda poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller, çok basamaklı 

mikrosüspansiyon polimerizasyonu tekniği ile sentezlenmiĢtir. Yöntemde, HPMA-

Cl, akrilat bazlı çapraz bağlayıcı (etilen dimetakrilat (EDMA)) ile 

kopolimerleĢtirilerek, reaktif kloropropil grubu taĢıyan, gözenekli partiküllerin 

eĢboyutlu formda eldesi sağlanmıĢtır. Yöntemde, monomer faz bileĢimi 

değiĢtirilerek farklı boy ve gözeneklilik özelliklerine sahip eĢboyutlu-gözenekli 

partiküllerin eldesi sağlanmıĢtır. Partiküllerin ortalama boy ve boy dağılım 

karakterizasyonları taramalı elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope), 

gözeneklilik özellikleri ters büyüklükçe ayırma kromatografisi (inverse-size 

exclusion chromatography), özgül yüzey alanı ölçümleri ise BET yöntemi 

temelinde çalıĢan yüzey alanı ölçüm sistemi ile belirlenmiĢtir.  

ÇalıĢmanın ikinci kısmında, hidrofilik etkileĢim kromatografisi (HILIC) için 

kullanılan polar ligandlar, boyut ve gözeneklilik özellikleri tanımlanan poli(HPMA-

Cl-co-EDMA) partiküllere kovalent olarak bağlanmıĢtır. Ġlk olarak katyonik formda 
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TEA-OH, partiküllerin kloropropil grubu üzerinden tek basamaklı reaksiyon ile 

partikül yüzeyine kovalent olarak bağlanmıĢtır. Kolay bağlanma yöntemi ile 

poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin yüzeyinde oluĢturulan polar formda triazol 

halkası diğer HILIC ligand türü olarak seçilmiĢtir. Son olarak poli(HPMA-Cl-co-

EDMA) partiküllerin üzerinde Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (Atom 

Transfer Radical Polymerization, ATRP) ile zwitteriyonik formda sülfobetain grubu 

içeren moleküler zincir oluĢturulmuĢ ve HILIC deneylerinde ligand olarak 

kullanılmıĢtır. 

ÇalıĢmanın son kısmında, sentezlenen sabit fazların HILIC modunda 

kromatografik testlerinin yapılması için partiküller 2 mm iç çap değerine sahip 

paslanmaz çelik kolonlara basınç altında doldurulmuĢtur. Farklı kromatografik 

ligandlara sahip kolonlar; mikro-sıvı kromatografisi sisteminde uygun model analit 

karıĢımları ve hareketli faz kullanımı ile test edilmiĢtir.  Kromatografik deneylerde, 

her bir mikrobor kolon için geri-basınç-akıĢ hızı iliĢkisi,  hareketli faz akıĢ hızı ve 

bileĢiminin pik çözünürlüğü ve kolon verimine (teorik kademe sayısı, kademe 

yüksekliği) etkisi incelenmiĢtir. Partikül formundaki sabit fazlar, mikro-sıvı 

kromatografisi sisteminde HILIC modunda nükleotid, nükleosid, organik asit, akrilik 

bileĢikler ve katekolaminlerin ayrımında baĢarıyla kullanılmıĢ ve ayrımlarda 20-300 

m aralığında kademe yüksekliği değerleri elde edilmiĢtir.   

Sonuçlar, mikro-sıvı kromatografisi için, yüksek ayırma verimine sahip, eĢboyutlu-

gözenekli formda partikül bazlı yeni mikrobor kolonların elde edildiğini göstermiĢtir. 

Böylece HILIC modunda, yüksek pik çözünürlüğü ile hızlı kromatografik analiz 

yapabilen, literatürde yaygın kullanılan sabit fazlara alternatif ―partikül bazlı yeni bir 

mikrokolon ailesi‖ geliĢtirilmiĢtir.  

 

Anahtar kelimeler: yüksek basınçlı sıvı kromatografisi, hidrofilik etkileĢim 

kromatografisi, mikro sıvı kromatografisi, sabit faz, 3-kloro-2-hidroksipropil 

metakrilat, reaktif kloropropil grubu, eĢboyutlu-gözenekli partikül, 

mikrosüspansiyon polimerizasyonu,  atom transfer radikal polimerizasyonu 
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ABSTRACT 

 

DEVELOPMENT OF POLYACRYLATE BASED REACTIVE 
STATIONARY PHASES AND DETERMINATION OF THEIR 
CHROMATOGRAPHIC PERFORMANCE IN MICRO-LIQUID 

CHROMATOGRAPHY SYSTEM 
   

 

F toĢ Çiğdem Kip 

Doctor of Philosophy, Department of Chemical Engineering 

Supervisor: Prof. Dr. S. Ali TUNCEL 

February 2015, 198 pages 

In the scope of thesis, monodisperse-porous particle based new stationary phases 

were synthesized for using in micro liquid chromatography in HILIC mode. Poly(3-

chloro-2-hydroxypropyl methacrylate-co-ethylene dimethacrylate), poly(HPMA-Cl-

co-EDMA) was proposed as a new starting material for the synthesis of stationary 

phases. Monodisperse-porous poly(HPMA-Cl-co-EDMA) beads were synthesized 

by a new multistage-microsuspension polymerization technique. In the selected 

method, HPMA-Cl was copolymerized with a crosslinking agent (ethylene 

dimethacrylate (EDMA)) to form monodisperse porous polyacrylate based particles 

having reactive chloropropyl moiety. In the synthesis runs, poly(HPMA-Cl-co-

EDMA) particles with different size and porous properties were obtained by 

changing monomer phase composition in the microsuspension polymerization. 

The size distribution and the surface morphology of particles were examined by 

scanning electron microscope (SEM). The porosity properties (i.e. average pore 

size, pore-size distribution, porosity, pore volume) were determined by inverse-

size exclusion chromatography (ISEC) and the specific surface area was found by 

surface area and pore size analyzer using nitrogen adsorption-desorption method. 

In the second part, the chromatographic ligands used for HILIC mode were   

covalently attached onto the particles with suitable size and porosity properties. A 
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cationic ligand (TEA-OH) was covalently attached onto the particles via a simple 

and one-pot reaction via their chloropropyl functionality. Click chemistry and 

surface initiated-atom transfer radical polymerization (ATRP)  were also applied for 

the generation of triazole ring and zwitterionic molecular brushes on the particles, 

respectively. 

In the last part, the particles derivatized with different ligand were slurry packed 

under pressure to stainless steel columns 2  mm in diameter. The columns having 

different chromatographic ligands were tested in the micro-chromatography 

system by using appropriate analyte mixtures and mobile phases in HILIC  mode. 

In the chromatographic experiments, the effects of mobile phase flow rate and 

composition on the column efficiency and the back-pressure flow rate relationship 

were investigated. Particle based stationary media were succesfully used in a 

micro-chromatography system for HILIC separation of nucleotides, nucleosides, 

organic acids, acrylic compounds and catecholamines with the plate heights 

ranging between 20-300 m.    

The results indicated that new microbore columns containing monodisperse-

porous microparticles with high separation efficiency and capable of performing 

chromatographic analysis with short analysis time and high peak resolutions were 

obtained. Hence ―a new polymer based microcolumn family‖ for HILIC mode was 

developed. 

 

Keywords: high performance liquid chromatography, hydrophilic interaction 

chromatography, micro-liquid chromatography, stationary phase,  3-chloro-2-

hydroxypropyl methacrylate, reactive chloropropyl moiety, monodisperse-porous 

particles, microsuspension polymerization, atom transfer radical polymerization 

(ATRP) 
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1. GĠRĠġ 

Mikro-sıvı kromatografisi, klasik yüksek performanslı sıvı kromatografisine (HPLC) 

alternatif olarak geliĢtirilen, düĢük hacimli hareketli faz kullanımı ile hızlı ve yüksek 

çözünürlüklü kromatografik analizi hedefleyen en yeni sıvı-kromatografisi 

yöntemlerinden biridir. Günümüzde mikro-sıvı kromatografisi ile ilgili araĢtırma 

çalıĢmalarının bir bölümü kromatografik yöntem geliĢtirilmesine; bir bölümü ise 

mikro-sıvı kromatografisi için sabit faz tasarımına yönelik yapılmaktadır [1-34]. 

Bunlar içerisinde mikropartikül ve monolit formundaki sabit fazların tasarımı önemli 

yer tutmaktadır [19-34]. Ancak, yapılan çalıĢmalar, monolitik sabit fazların, kolon 

ayırma verimi yönünden mikropartikül formundaki sabit fazların gerisinde kaldığını 

göstermektedir [35]. Bu durum monolitik mikrobor kolonların henüz partikül bazlı 

mikrobor kolonlar kadar yaygınlaĢmamasının en önemli nedenidir. Ayrıca 1 

mm‘den daha düĢük bir çap değerine sahip monolitlerin sisteme montajının 

zorluğu ve mekanik dayanımlarının düĢük olması yaygın kullanımın önündeki 

önemli engellerdir.  

Kullanımda olan ve kataloglarda ―microbore columns‖ olarak tanımlanan partikül 

bazlı mikrobor kolonlar günümüzde mikro-sıvı kromatografisi için en yaygın tercih 

edilen kolon türüdür. Klasik HPLC kolonları genelde 4.6 mm ve ya daha büyük iç 

çap değerlerine sahip olup, bu kolonlara boyutları çoğunlukla 5-10 mikron 

aralığında olan gözenekli polimerik veya silika bazlı dolgu malzemeleri 

doldurulmaktadır. Hızlı kromatografik analizin yüksek çözünürlükle yapılabilmesi 

için mikrobor kolonun yüksek ayırma verimine (yüksek teorik kademe sayısına) 

sahip olması gerekmektedir. Kolondaki sabit fazı oluĢturan partiküllerin boyutunun 

olabildiğince küçük ve özgül yüzey alanının yüksek olması, kolon ayırma verimini 

arttıran en önemli iki faktördür [36-39]. Klasik HPLC kolonlarında 3 mikrondan 

daha küçük partikül kullanımı sonucu ortaya çıkan yüksek basınç düĢmesi 

değerlerinde mevcut pompa sistemi ile çalıĢılamazken; mikro-sıvı kromatografisi 

sistemlerinde daha güçlü pompa kullanımı ile yüksek basınç düĢmesi değerlerinde 

çalıĢmak mümkün olmaktadır. Böylece dar çaplı olan mikrobor kolonlarda 3-5 

mikron aralığında ortalama boy değerine sahip dolgu malzemesi kullanılarak 

yüksek kolon verimine ulaĢmak mümkün olabilmektedir [37,38]. 
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Literatürde sıvı kromatografisi uygulamalarında kolon dolgu materyali olarak 

genellikle silika bazlı kolon materyallerinin tercih edildiği görülse de son yıllarda 

özellikle polimerik yapıda olan mikro-HPLC kolonlar üzerinde araĢtırma 

çalıĢmalarının yoğunlaĢtığı görülmektedir [40-44]. Polimerik dolgu materyallerinin 

küresel, gözenekli ve eĢ boyutlu (monodispers) formda kolayca sentezlenebilir 

olması, geniĢ bir pH aralığında kararlı olması ve kolay türevlendirilebilir  olması bu 

ilgiyi arttıran faktörlerdir. Hidrofilik etkileĢim kromatografisi (hydrophilic interaction 

chromatography, HILIC) son yıllarda hızlı bir geliĢim gösteren ve özellikle polar 

biyokimyasalların analizinde hızla yaygınlaĢan yeni bir sıvı-kromatografisi 

tekniğidir. Yöntemde, polar (hidrofilik) ligand içeren sabit faz kullanılmakta ve polar 

formdaki analitler sabit fazla hidrofilik etkileĢim derecesine bağlı olarak kolonda  

ayrılmaktadır. En yaygın ve klasik sıvı-kromatografisi tekniklerinden biri olan ters 

faz kromotografisinde (reversed phase chromatography, RPC) polar analitlerin, 

apolar formdaki sabit fazla, zayıf etkileĢimi, kromatografik kolondan çabuk 

atılmalarına neden olmakta bu durum yöntemin polar bileĢen analizinde 

kullanımını zorlaĢtırmaktadır. Bu güçlüğü ortadan kaldırmak amacıyla, ters faz 

kromatografisine alternatif yeni bir teknik olarak geliĢtirilen HILIC ile ilgili sabit faz 

geliĢtirme çalıĢmaları, yöntemin özellikle nükleotid, peptid türü moleküller, bunların 

oligo formları, nükleosid, karbohidrat ve katekolamin türü polar biyokimyasalların 

analizinde avantajlı olduğunun anlaĢılması ile son 5 yılda ciddi bir artıĢ 

göstermiĢtir. ġekil 1.1‘de uluslararası hakemli dergilerde HILIC üzerine basılan 

makalelerin yıllara göre değiĢimi verilmektedir [45,46]. Buradan görüldüğü gibi, 

HILIC üzerine yapılan araĢtırmalar özellikle son 5 yılda ciddi bir artıĢ göstermiĢtir 

ve HILIC günümüzde üzerinde en fazla çalıĢılan ve geliĢime açık kromatografik 

tekniklerden biri haline gelmiĢtir.  
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ġekil 1.1.  Uluslararası hakemli dergilerde HILIC üzerine basılan makalelerin 

yıllara göre değiĢimi [46]. 

 

HILIC‘te hidrofilik ligand içeren sabit faz kullanımı nedeniyle, sabit faz ile hidrofilik 

formdaki polar analitler arasında baskın bir etkileĢim olmaktadır. EtkileĢimin 

gücüne bağlı olarak analitler, en apolardan polara doğru artan sürelerde kolondan 

çıkmakta ve klasik kromatografik tekniklere kıyasla çok daha kolay 

ayrılabilmektedir. Metodun özellikle polar formda biyokimyasal moleküllerin 

(peptid, nükleotid, nükleosid, karbohidrat vb.) analizinde kullanılabilmesi HILIC 

uygulamalarının son yıllarda hızla yaygınlaĢmasını sağlamıĢtır. Böylece HILIC, en 

yaygın kromatografik tekniklerden biri olan ters faz kromatografisine alternatif, 

polar analit tayinine yönelik yeni bir kromatografik yöntem olarak ortaya çıkmıĢtır.  

HILIC üzerine yapılan araĢtırmalar, yeni sabit faz ve kromatografik yöntem 

geliĢtirme konularında yapılmaktadır.  

2006 yılından itibaren literatürde yer almaya baĢlayan partikül bazlı HILIC sabit 

fazlarının sentezine yönelik çalıĢmaların büyük bir kısmı klasik HPLC sistemine 

yönelik ve silika partikül bazlı olarak yapılmıĢtır. Bu çalıĢmalarda Atom Transfer 

Radikal Polimerizasyonu (surface initiated-atom transfer radical polymerization, 

ATRP) veya Tersinir Katılmalı AyrıĢmalı Zincir Transfer Polimerizasyonu 

(Reversible Addition Fragmentation Chain Transfer Polymerization, RAFT) 
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yöntemleri kullanılarak silika partiküller üzerinde hidrofilik ligandlar oluĢturulmuĢtur  

[47-52]. Sıvı kromatografisi uygulamaları için poliakrilat bazlı sabit fazların, silika 

matrislere kıyasla daha yüksek kimyasal dayanıma sahip olduğu çeĢitli çalıĢmalar 

ile gösterilmiĢtir [53-56]. GeçmiĢ yıllarda farklı kromatografik modlar (özellikle ters 

faz kromatografisi ve iyon değiĢim kromatografisi) için sabit fazların sentezinde 

baĢlangıç materyali olarak kullanılmak üzere eĢboyutlu-gözenekli formda polimer 

bazlı, reaktif partikül türleri [poli(glisidil metakrilat-co-etilen dimetakrilat) poli(GMA-

co-EDMA) ve poli(4-klorometilstiren-co-divinilbenzen)] poli(CMS-co-DVB) 

sentezlenmiĢtir [39,56-59]. Literatürde bu tür polimerik partiküllerin kullanıldığı ve 

HILIC için sabit faz eldesini amaçlayan yalnızca iki çalıĢma bulunmaktadır ve bu 

çalıĢmalar 2011 yılında yayınlanmıĢtır [60,61]. ÇalıĢmalardan birinde eĢboyutlu-

gözenekli formda poli(4-klorometilstiren-co-divinilbenzen), poli(CMS-co-DVB), 

diğerinde ise poli(glisidil metakrilat-co-etilen dimetakrilat), poli(GMA-co-EDMA) 

partiküller destek materyali olarak kullanılarak ATRP ile partiküller üzerine 

polimerik fırça (molecular brush) formunda hidrofilik ligandlar bağlanmıĢ ve sabit 

fazlar, HILIC ile polar analit analizi için kullanılmıĢtır [60,61].  Türevlendirme için 

benzer Ģekilde klorometil grubunu kullanan poli(CMS-co-DVB) kopolimeri, 

aromatik benzen halkası içeren apolar ve hidrofobik formda bir yapıdır. Baz 

matrisin hidrofobik olması, analit ile sabit faz destek materyali arasındaki 

istenemeyen (özgül olmayan) etkileĢimi arttıran bir faktördür [36-39]. Partikül bazlı 

destek materyalinin sentezi için tez kapsamında önerilen poli (3-kloro-2-

hidroksipropil metakrilat-co-etilen dimetakrilat) ise poli(klorometilstiren-co-

divinilbenzen) kopolimerine kıyasla daha polar, hidrofilik ve dolayısıyla HILIC sabit 

faz sentezine çok daha uygun yeni bir seçenek olacaktır. Ayrıca 2011 yılında 

yayınlanan polimerik partikül bazlı ayırma ortamları klasik HPLC sisteminde 

kullanıma yöneliktir. Literatürde, mikro-sıvı kromatografisi sisteminde HILIC 

uygulaması için geliĢtirilmiĢ polimerik partikül bazlı ayırma ortamları az sayıdadır.  

Tez çalıĢmasında ilk kez kullanımı önerilen reaktif HPMA-Cl ile destek materyaline 

türevlendirme esnekliği kazandırılmıĢ ve aynı polimere farklı ligandların 

bağlanması ile farklı polariteye sahip sabit fazlar elde edilmiĢtir. Bu özellik, destek 

materyalinin boyut, gözeneklilik özellikleri ve kimyasal yapısı sabit tutularak, 

değiĢtirilen ligand ile HILIC için kromatografik davranıĢın analizinde avantaj 

sağlayacaktır. ÇalıĢmada seçilen polimerik yapının literatürde kullanılan reaktif 
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formlardan farklı 3 avantajı bulunmaktadır.  

1) Yapının ana monomeri olan HPMA-Cl‘de yer alan hidroksil grubu poliakrilat 

bazlı yapıya hidrofilisite kazandırmaktadır. Yapının polar ve hidrofilik özellikte 

olması, özellikle baz matris ile kromatografik ayrımı yapılacak analitler arasındaki 

özgül olmayan etkileĢimlerin önlenmesini sağlamaktadır. 

2) Polimerik yapı, farklı ligandların yapıya kovalent bağlanabilmesi için 

kolaylıkla reaksiyon verebilecek bir fonksiyonel gruba ‗kloropropil grubuna‘ sahiptir. 

Yapısındaki klor, birçok kromatografik ligand ile ılımlı ve kolay kontrol edilebilir 

koĢullarda doğrudan reaksiyon verebilmektedir. 

3) Reaktif grup klor, karbonil grubuna ester bağıyla bağlı propil grubunun 

ucunda yer almaktadır.  Bu durum, klor üzerinden bağlanacak ligandın ana 

zincirden herhangi bir uzatma kolu kullanımına gerek olmaksızın uzaklaĢmasını 

sağlamaktadır. Bu Ģekilde ayırma ortamında ligand ile analit arasında sterik 

engellemeye dayalı bir etkileĢim kısıtlaması da engellenmektedir.   

Bu faktörler değerlendirildiğinde polar ve hidrofilik formda ve esnek bir 

türevlendirme Ģemasına sahip poli(HPMA-Cl-co-EDMA) eĢboyutlu-gözenekli 

partikül formundaki destek materyallerinin HILIC sabit faz sentezi için Ģimdiye 

değin kullanılmayan ve son yıllarda yayınlanan çalıĢmalarında ilerisinde olan yeni 

bir materyal olduğu görülmektedir. Dolayısıyla mikro-sıvı kromatografisi için 

kullanıma uygun, yüksek ayırma verimine ve hızlı analiz yapabilme yeteneğine 

sahip yeni HILIC mikrobor kolonlarının sentezi orijinal ve yeni bir yaklaĢımdır. 

Tüm bu özellikler dikkate alınarak, tez kapsamında yeni bir kromatografik sistem 

(mikro-LC) için yeni bir kromatografik modda (HILIC) mikrobor kolon geliĢtirilmesi 

amaçlanmıĢtır.  Mikrobor kolon (microbore column) eldesi için kullanılacak 

eĢboyutlu-gözenekli formda poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller, ilgili 

monomer/çapraz bağlayıcı (HPMA-Cl/EDMA) çiftine özgü çok basamaklı 

mikrosüspansiyon polimerizasyon tekniği ile sentezlenmiĢtir. Sentezlerde 

monomer faz bileĢimi (HPMA-Cl/EDMA mol oranı) değiĢtirilerek, poli(HPMA-Cl-co-

EDMA) partiküllerin mikrobor kolonda kullanıma uygun ortalama partikül boyu ve 

gözeneklilik özellikleri ile eldesi sağlanmıĢtır. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllere, 

yapılarında bulunan ―kloropropil‖ grubu üzerinden, HILIC için kullanılacak 

kromatografik ligandlar kovalent olarak bağlanmıĢtır. Bu amaçla, katyonik ve 
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zwitteriyonik formda kromatografik ligandlar seçilmiĢtir. Bu yaklaĢım, yeni bir teknik 

olan HILIC‘de kromatografik ligand etkisinin matrisin boyut ve gözenekilik 

özellikleri korunarak net gözlenmesine yardımcı olmuĢtur.   

EĢboyutlu-partikül bazlı mikrobor kolonların, mikro-sıvı kromatografisi sisteminde 

HILIC modunda kromatografik performansları belirlenmiĢtir. Farklı kromatografik 

ligandlar içeren partikül bazlı kolonlar polar formda biyomoleküllerin (nükleotid, 

nükleosid, organik asit, polar bileĢikler vb.) ayrımında kullanılılmıĢtır. 

Kromatografik çalıĢmalarda farklı ligand türleri içeren mikrobor kolonlar için uygun 

hareketli faz bileĢimi belirlenmiĢ ve kolon çalıĢma koĢulları tanımlanmıĢtır. Her bir 

mikrobor kolon için izokratik durumda, teorik kademe sayısı ve kademe 

yüksekliğinin hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi (van-Deemter grafiği) elde 

edilmiĢtir.  
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2. LĠTERATÜR ÖZETĠ 

2.1. S v  Krom togr fisi 

2.1.1. Tarihi ve Av nt jl r  

 

1906 yılında Tsweet tarafından yazılan bir makalede tanımlanmasından itibaren 

kromatografi kimyasal bileĢiklerin birbirinden ayrılması için yaygın olarak 

kullanılmaktadır [62,63]. Kromatografi, homojen bir karıĢımın bileĢenlerini, 

kimyasal veya fiziksel özelliklerindeki farklılıklara dayalı olarak birbirinden ayıran 

analitik bir yöntemdir. Bu yöntem, bir karıĢımda bulunan maddelerin biri sabit 

diğeri hareketli faz olmak üzere birbirleriyle karıĢmayan iki fazlı bir sistemde 

ayrılması ve saflaĢtırılması olgusuna dayanmaktadır. Hareket eden (akıĢkan) faz 

hareketli faz, gözenekli ortam ise sabit faz olarak adlandırılır. Sabit faz bir katı ise, 

farklı polaritelere sahip maddeler sabit faz yüzeyine farklı tutunma özellikleri 

gösterir. Eğer sabit faz bir sıvı ise karıĢımdaki maddelerin sabit faz üzerinden 

geçiĢ hızları, sabit faz ve hareketli fazlardaki çözünürlüklerine göre farklılık gösterir 

[64,65]. ġekil 2.1‘de gösterildiği gibi karıĢımdaki bileĢenlerin, sabit faz ile 

etkileĢiminden ötürü, kolon içerisinde geçirdikleri zaman değiĢmekte; bileĢenler 

kolonu farklı zamanlarda terkederek birbirlerinden ayrılmaktadır. 

Sıvı kromatografisi, sıvı ortamda bulunan bileĢenlerin nitel ve nicel analizi için en 

yaygın olarak kullanılan analiz yöntemidir. Bu yöntemin en yaygın -halen günlük 

kullanımda- olan formu Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (High 

Performance Liquid Chromatography, HPLC) olarak bilinmektedir. HPLC‘nin büyük 

baĢarısını sağlayan en önemli özellikleri yenilenebilirlik, kromatografik yöntemde 

değiĢiklik yapabilme kolaylığı ve yüksek saflaĢtırma yeteneğidir. En mükemmel 

özelliği birbirine çok benzeyen ya da birbirinden çok farklı moleküller için bile belirli 

koĢullar altında sağladığı olağanüstü çözünürlüktür.  
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ġekil 2.1. Bir kromatografik kolon boyunca örnek karıĢımın hareketli faz içerisinde 

taĢınması [64] 

 

1950‘li yıllarda klasik sıvı kromatografisi, düĢük tekrarlanabilirlik sağlayan ve 

analizcinin el becerisine dayalı bir teknik olarak ortaya çıkmıĢtır.  Yöntem sabit faz 

olarak kullanılan dolgu maddesinin tanecik boyutu küçültülerek kolon veriminin 

önemli derecede arttırıldığı bir teknik haline dönüĢmüĢtür. Modern kromatografi 

tekniğini geliĢtiren Martin ve Synge, bu düĢünceyi 1941 yılındaki yayınlarında 

öngörmüĢler ve yaptıkları çalıĢmalarla Nobel Ödülü‘nü kazanarak kromatografide 

ilk önemli ilerlemeyi gerçekleĢtirmiĢlerdir. Daha sonra 1960‘lı yıllarda ayırma 

mekanizması ile ilgili geliĢtirdikleri yeni fikirlerle daha hızlı ve çözünürlük değeri 

daha yüksek kromatografik ayrımlar elde etmiĢlerdir [66]. 

1960 yılından itibaren teorisi üzerinde çalıĢılarak sıvı kromatografisi alanında ilk 

modern cihaz Csaba Horvath tarafından geliĢtirilmiĢtir.  Tekniğin kısa bir özetini 

1966 yılında Nature dergisinde duyuran Horvath, aynı yıl Uluslararası 

Kromatografi Sempozyumu‘nda tekniğin detaylarını açıklamıĢ ve geliĢtirmiĢ olduğu 

cihaza bugün de evrensel olarak kullanılan ‗yüksek performanslı sıvı 

kromatografisi (HPLC)‘ adını vermiĢtir. Horvath, apolar sabit fazların ve polar 

hareketli fazların kullanıldığı ters faz kromatografisi teorisini ortaya koyarken, 

Kirkland silika partiküllere uzun zincirli hidrokarbon ve diğer bir grup organik 

molekülleri kovalent bağ ile bağlayarak sabit fazların geliĢimine öncülük etmiĢtir 

[67]. 1971 yılında Kırkland ve Synder‘in yayınladığı ‗Modern Practice of Liquid 
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Chromatography‘ adlı kitap bu tekniğin anlaĢılması ve yaygınlaĢmasında önemli 

bir yere sahip olmuĢtur [62,63,67]. 1970′lerden günümüze, HPLC tekniği, 

laboratuvarlarda organik maddeler için ayırma, analiz ve saflaĢtırmanın 

vazgeçilmez seçeneği olmuĢ, özellikle de peptit ve proteinlerin 

karakterizasyonunda en önemli yöntem haline gelmiĢ ve biyolojik- biyomedikal 

bilimlerde son on yıldır çok hızlı sağlanan ilerlemelerde kritik rol üstlenmiĢtir. 

Böylece HPLC, molekül analiz ve saflaĢtırmalarında öncü teknik olarak 

günümüzde iyi bir yer edinmiĢtir [62,63,67]. 

HPLC tekniği, kullanılan diğer tekniklere göre üstün özelliklere sahiptir. HPLC 

sistemlerinde kullanılan sabit fazların geliĢtirilmesine yönelik çalıĢmalar, daha 

küçük boyutlara sahip kolonlar kullanılarak yüksek basınçta, daha kısa sürede 

daha yüksek verimle kromatografik analizler yapılabildiğini göstermektedir. 

Ultraviyole ve floresans dedektörler kullanılarak yüksek duyarlılıkta analit tayini 

yapılabilmekte ve kütle spektrometresi ile birlikte çok düĢük deriĢimdeki analitlerin 

çözelti içerisindeki deriĢimleri belirlenebilmektedir [68]. 

 

2.1.2. HPLC BileĢenleri 

HPLC cihazı; uygun bir çözüde çözülen örnek karıĢımını (analitleri) sıvı hareketli 

faz yardımıyla yüksek basınç altında kromatografi kolonundan geçirerek analitlerin 

ayrılması amacı ile en yaygın kullanılan cihaz haline gelmiĢtir. Modern HPLC 

sistemi ġekil 2.2‘de gösterildiği gibi pompa,  enjeksiyon sistemi, kolon (sabit faz), 

detektör, verileri kayıt ve analiz eden sistem olarak 5 ana kısımdan oluĢmaktadır. 

 

 

ġekil 2.2. HPLC sistemini oluĢturan birimler [69]. 
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ġekil 2.2‘de görüldüğü gibi bu yöntemde uygun çözücüde çözülen örnek karıĢımı 

(analitler), kolon giriĢ ve çıkıĢı arasında oluĢturulan yüksek basınç farkı ile kolonda 

ilerlemektedir. Analitler kolondaki sabit faz ile etkileĢimlerine göre kolonu farklı 

zamanlarda terketmektedir. Basınç farkı, kolon giriĢine bir pompa aracılığıyla 

uygulanan basınç ile sağlanır. Pompa sistemi  HPLC sisteminin en önemli 

kısımlarından biridir. Sistemde; hareketli fazın; enjektör, kolon ve dedektör 

boyunca sürekli sabit akıĢını sağlayan kısımdır. BaĢlangıçta basınç; modern sıvı 

kromatografisinin temel kriteri olarak düĢünülmekte ve bu nedenle sistem ―Yüksek 

Basınç Sıvı Kromatografisi‖ olarak adlandırılmaktaydı [70]. Ancak bu tanımlamam 

günümüzde geçerliliğini yitirmiĢtir; çünkü yüksek performans yalnızca basınç değil 

farklı faktörler göz önüne alınarak değerlendirilmektedir. 

Yüksek performans sağlayan faktörler ; 

 - Dar bir boy dağılım aralığında uygun partiküllerin kullanılması,  

-  Gözenek boyutu dağılımı, 

-  Yüksek basınçta kolon dolgulanması, 

-  Doğru, düĢük hacimli örnek enjektörleri, 

-  Duyarlı dedektörler, 

-  Doğru pompalama sistemi kullanımı,  

Ģeklinde sıralanmaktadır [70,71]. 

Kromatografik analiz, kolona örneğin enjeksiyonu ile baĢlar. Enjeksiyon ünitesi 

basit olarak bir enjeksiyon valfi ve örnek haznesinden oluĢur. Analiz, analit ve 

hareketli fazın kolona pompalanması ile devam eder. Ayrılan her bir analitin pikleri, 

kolon çıkıĢına bağlanan uygun bir dedektörle tespit edilip analit miktarıyla orantılı 

olarak kaydedilir. Her bir analit için alınan dedektör cevabı bir kaydedici veya 

bilgisayar ekranında kromatogram olarak görüntülenir. Sabit faz ve örneğin, 

hareketli faz ile etkileĢimleri göç derecesini ve örnek bileĢenlerin ayrılmasını 

belirler [65,72]. 

Kolonlar: Genellikle kimyasal aĢınmaya ve yüksek basınca dayanıklı olmasından 

dolayı paslanmaz çelikten yapılmaktadır. Paslanmaz çeliğin bir diğer avantajı da 

sabit faz ile yoğun, düzgün ve homojen Ģekilde doldurulabilmesidir [73]. En sık 
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karĢılaĢılan sabit faz türleri; amorf partiküller, yüzeysel gözenekli partiküller, 

tamamen gözenekli partiküller ve monolitlerdir [73]. (ġekil 2.3 )  

 

 
ġekil 2.3. HPLC kolonlarında kullanılan sabit faz yapıları [73] 

 

Amorf partiküler gözeneksiz bir tabakadan oluĢtuğu ve bu nedenle partikül 

gözenek içi difüzyon gerçekleĢmediği için; bu sabit fazlar ile çok hızlı ayrımlar 

yapılabilmektedir. Fakat, gözenekli partiküller ile kıyaslandıklarında düĢük yüzey 

alanlarına sahip olduklarından kolonda analitler için düĢük alıkonma zamanı elde 

edilmekte ve bu nedenle kolona örnek yüklemesinde problem meydana 

gelmektedir [74]. Buna karĢın gözenekli partiküllerin yüksek yüzey alanına sahip 

olması analitlerin alıkonma zamanını arttırmakta ve kolona örnek yüklemesi 

elveriĢli hale gelmektedir. Fakat gözenek içerisine doğru uzanan difüzyon yolu 

kolon verimini düĢürmektedir. Monolitik dolgu malzemesi, birbirine kanallarla 

bağlanan sürekli gözeneklerden oluĢmaktadır. DüĢük kolon basıncı ile kısa sürede 

kromatografik ayrım sağlanabilmekte ve monolitik kolona yüksek örnek yüklemesi 

yapılabilmektedir. Partikül ve monolitik bazlı sabit fazlar için sıklıkla inorganik 

materyaller (silika, alüminyum, zirkonyum ve titanyum) ve ya organik polimerler 

kullanılmaktadır [74]. 

Pompa sistemi: Mikron boyutlu partiküller ile doldurulmuĢ kolonlarda akıĢı 

sağlayabilmek için gerekli olan sistemdir.  HPLC pompaları vidalı  (Ģırınga  tipi) ve 

pistonlu pompalar olmak üzere iki türlüdür.  Kontrol vanaları ve pistondan oluĢan 

bu sistem ile akıĢ dengesine ve kararlılığına hızlı bir Ģekilde ulaĢılarak yüksek 

kolon geri basıncı dengelenmektedir. Pistonlu pompanın Ģematik gösterimi ġekil 

2.4‘te verilmektedir [73,75]. 
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ġekil 2.4. Pistonlu pompanın Ģematik gösterimi [73] 

 

Örnek enjeksiyon sistemi:  Çözücü içinde hazırlanan uygun deriĢimdeki örneğin 

kolona transferini sağlayan bölümdür. Yüksek basınçlı pompa ile kolon arasında 

analiz sırasında pozisyon değiĢtiren bir enjeksiyon valfinden ve örnek haznesinden 

oluĢmaktadır. HPLC sisteminde kullanılan üç tür enjeksiyon sistemi bulunmaktadır.  

Birinci türde enjeksiyon sırasında akıĢ durdurulmakta ve örnek direkt sabit faz 

üzerine gönderilmektedir. Ġkinci türde örnek enjeksiyon öncesi hareketli fazda 

çözülerek bir Ģırınga ile valften enjekte edilmektedir. Örneğin rahat yüklenmesi ve 

hareketli faz akıĢının enjeksiyondan etkilenmemesi için örnek çok uçlu bir vananın 

içerdiği kangala verilmekte ve vananın pozisyonu değiĢtirilerek hareketli fazın 

kangaldan geçmesi (enjeksiyon) sağlanmaktadır. Üçüncü ve en çok tercih edilen 

tür çok giriĢli valf kullanılmasıdır (ġekil 2.5) ve bu valfin kullanımı analizlerin 

tekrarlanabilirliğini arttırmaktadır [73,75]. 
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ġekil 2.5. Altı-giriĢli valfte yükleme ve enjeksiyon anında örnek döngüsünün 

durumu [73] 

 

HPLC dedektörü: Kolondan ayrılan örnek bileĢeninden alınan sinyallerin 

kromatogram üzerinde pik olarak ifade edilmesini sağlayan cihazdır. Sıvı 

kromatografisinde en çok kullanılan dedektörler, UV ıĢığın absorpsiyonuna (UV 

dedektörler) ve kırılma indisine (refraktif indeks dedektörler) dayanır. Daha az 

kullanılanlar floresans (FL), elektrokimyasal (EC) ve elektrik iletkenlik 

detektörleridir. Ayrıca HPLC ile birlikte kütle spektrometresi kullanımı ile analiz 

edilen örneğin kimyasal yapısı hakıında daha fazla bilgi toplanabilmektedir [73]. 

 

Verileri k y t ve  n liz eden sistem: Detektörden gelen sinyallerin belli bir 

büyüklüğe çevrilmesini,  verilerin saklanmasını ve iĢlenmesini sağlar. Böylece 

analiz sonuçları değerlendirilip kolon performans parametreleri 

hesaplanabilmektedir  [73]. 

 

2.1.3. Kromatografik Performans Parametreleri 

Kromatografik performans parametreleri, kolon dolgu metaryali ve analitlerin 

etkileĢimi sonucunda analitlerin değiĢen alıkonma sürelerine göre belirlenen, kolon 

performansının tespit edilmesi ve kıyaslanabilmesi için kullanılan boyutlu ve 

boyutsuz faktörlerdir. HPLC sistemlerinde yaygın olarak kullanılan kromatografik 

performans parametreleri aĢağıda detaylı bir Ģekilde anlatılmaktadır: 
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Al konm : Hareketli faz içerisinde kolona gelen, analizi yapılacak maddeye ait 

bileĢenlerin sabit faz ile etkileĢime girerek belirli oranda tutulması daha doğrusu 

yavaĢlatılması ve böylece daha geç olarak sabit fazı terk etmesidir. Bir 

kromatografi kolonunun iki çözüneni ayrılmadaki verimliliği, iki türün akıĢ 

sırasındaki bağıl hızlarına bağlıdır. Analitin kolondan göç hızı analitin sabit faz ile 

hareketli faz arasındaki dengesine bağlıdır. ġekil 2.6‘da X ve Y analitlerinin kolon 

boyunca ilerlerken fazlar arasında gerçekleĢen kütle transferi ve difüzyon 

gösterilmektedir. X ve Z analitlerinin kolon içerisindeki alıkonmaları bu olaylara 

göre farklılık göstermektedir [75]. 

 

 

ġekil 2.6. X ve Z analitlerinin kolon içerisinde sabit faz ve hareketli faz içerisindeki 

hareketleri [75] 

 

Bu özellikten yola çıkılarak, belirli sabit analitik koĢullar altında, her kimyasal 

madde için alıkonma zamanı (retention time-tR) tanımı türetilmekte ve EĢitlik 2.1 ile 

hesaplanmaktatir. Bu kavram, belirli sabit deneysel koĢullarda analizi yapılan 

maddenin sabit fazı terketmesi için geçen sürenin bir fonksiyonudur. Bu süre 

yüzeyin hidrofobisitesi ve hareketli fazın komposizyonu ile değiĢmektedir [76]. 

Burada iki tanım karĢımıza çıkmaktadır. 

t0 = kolona ait ölü zaman (column dead time) yani sabit faz ile etkileĢmeyen inert 
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bir referans analit için alıkonma süresi. 

tR = alıkonma zamanı (retention time), herhangi bir hareketli faz ile birlikte kolon 

içerisinde herhangi bir bileĢiğin kaydedilen alıkonma süresi 

 

tR = t0 + t‘R                            (2.1) 

Ayrılan analitin sabit ve hareketli fazda dağılımını (alıkonmasını) etkileyen faktörler 

Ģunlardır: 

- Hareketli fazın kompozisyonu ve özellikleri 

- Sabit fazın tipi ve özellikleri 

- Sabit ve hareketli faz ile ayrılan örnek bileĢenleri arasındaki moleküller arası 

etkileĢimler 

- Sıcaklık 

 

Uygun bir kromatografik ayırma hareketli ve sabit faz özelliklerinin veya çalıĢma 

parametrelerinin değiĢtirilmesi ile elde edilir [73].  

 

Al konm  f ktörü (k): Hareketli faz akıĢ hızından, kolonun boyutlarından, sabit 

fazın boyutundan ve gözenekliliğinden bağımsız olarak sadece kolon içerisindeki 

sabit fazın hareketli faz içindeki analitler ile etkileĢimine, yani sabit fazın 

polaritesine bağlı olarak değiĢen boyutsuz bir parametredir. Hidrofilik etkileĢim 

kromatografisinde sabit fazın hidrofobisitesini gösterir. Alıkonma faktörü EĢitlik 

2.2.‘de tanımlanmıĢtır [73].  

k= (tR – t0) / t0                 (2.2) 

 
BaĢarılı bir kromatografik analizde k değerleri 1.5 ile 4 arasında değiĢmektedir.  

1.5‘tan küçük değerler analitlerin birbirlerinden yeterince iyi ayrılmadıklarını; 4 

üzeri değerler ise analitlerin çok geç zamanlarda kolonu terkettiklerini, analiz 

süresinin uzadığını ve pik geniĢliklerinin arttığını göstermektedir. Kompleks 

kromatografik analizlerde bu değer 1 ile 10 arasında değiĢmektedir [73]. 
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Teorik kademe s y s  veya kademe yüksekliği: Kromatografik sistemin ayırma 

performansını gösteren kolon verimliliğinin önemli bir ölçüsüdür. Teorik 

kademeleri, analitin kolon boyunca ilerlerken sabit faz ile etkileĢtiği tüm bölgelerin 

sayısı olarak düĢünülebilir. Bir kolonda teorik kademe sayıları ne kadar fazla ise 

kolon verimi o kadar yüksektir demektir [73,76]. ġekil 2.7‘deki verilenler 

kullanılarak EĢitlik (2.3) yardımıyla hesaplanır: 

 

N=5.54 x (tR / W1/2 )
2                                             (2.3) 

 

Burada tR; bileĢiğin alıkonma süresini ve W1/2; pik yüksekliğinin yarısındaki taban 

geniĢliğini ifade etmektedir. Kolon boyu arttıkça teorik kademe sayısında da artıĢ 

gözlenir. 

 

 

 
ġekil 2.7. Ġki ardıĢık pik için teorik kademe sayısı değerinin hesaplanmasında 

kullanılan pik taban geniĢliklerinin ve alıkonma sürelerinin gösterimi [75] 

 

Kademe yüksekliği,  

h = ( L / N )                       (2.4) 

 

eĢitliği ile gösterilmektedir. Burada h; kademe yüksekliği; L, kolon boyudur. 

 

Bir kolonda N değeri büyüdükçe h değeri azalır. Daha düĢük kademe yüksekliği ve 
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daha yüksek teorik kademe sayısı, yüksek verim ile kısa sürede kromatografik 

sonuçların elde edildiği anlamına gelmektedir. Partikül boyutunu küçülterek veya 

kolon boyunu uzatarak yüksek teorik kademe sayısı veya düĢük kademe 

yüksekliği değeri elde edilir  [73].  

 

Pik geniĢliği (band geniĢlemesi) ve buna bağlı olarak teorik kademe sayısı ve 

kademe yüksekliği, kromatografik analiz koĢullarına (analiz sıcaklığı, kolon boyutu, 

partikül boyutu, basınç vs.) bağlı olarak değiĢmektedir. ġekil 2.8a-e‘de analitin 

kolon boyunca ilerlemesi sırasında pik geniĢliğine neden olan olaylar 

gösterilmektedir. 

 

 

 
ġekil 2.8. Analitin kolon boyunca ilerlemesi sırasında pik geniĢlemesi nedenleri 

 

2.8a‘da analitlerin kolona enjeksiyon anı görülmektedir. Enjeksiyon anında, kolona 

girmeden önce,  analitler enjeksiyon hattında küçük de olsa bellirli bir hacimde 

bulunurlar. Bu hacim ekstra bir pik geniĢlemesine yol açsa da gözardı 

edilmektedir. 2.8b‘de analitlerin kolon boyunca, bölgeler arasındaki deriĢim farkına 
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bağlı olarak meydana gelen, hareketini göstermektedir. Bu olay difüzyon prosesi 

olarak tanımlanmaktadır. Bu sırada oluĢan pik geniĢlemesi süreye bağlı olarak 

artar; dolayısıyla yüksek akıĢ hızlarında analitlerin kolonda kalma süreleri 

azalacağından pik geniĢlemesi de azalmıĢ olur. 2.8c‘de Eddy difüzyonu 

gösterilmektedir. Eddy difüzyonu ile partiküller arasında hareketlenen analitler 

Ģekildeki gibi bir dağılım göstererek pik geniĢlemesine neden olur. Bu hareket, 

hareketli faz akıĢ hızından bağımsız olup; eğer kolon düzgün ve homojen biçimde 

dolgulanmıĢ ise azalmakta böylece pik geniĢlemesi de buna bağlı olarak önlenmiĢ 

olmaktadır. 2.8d‘de gösterilen hareketli faz kütle aktarımı hareketli faz akıĢ hızının 

bir sonucu olarak ortaya çıkar. Kolondaki partikül çapına, kolon çapına ve akıĢ 

hızına bağlı olarak değiĢir. Yüksek akıĢ hızlarında, hareketli faz çok daha hızlı 

kolondan geçeceğinden, hareketli faz içerisinde kalan ve onunla birlikte kolondan 

çıkan analitler pik geniĢlemesine neden olmaktadır. 2.8e‘de sabit faz kütle transferi 

görülmektedir. Analitlerin absorpsiyonu ve desorpsiyonu için gerekli süre ile 

doğrudan orantılıdır. Bazı analitler partikül gözeneklerine difüzlenerek kolonda 

daha fazla zaman geçirip kolonu geç terkederken; bazı analitler için bu süre daha 

kısa olur ve daha önce kolondan çıkarlar. Bu olay hareketli faz akıĢ hızı ile 

doğrudan orantılıdır. Son olarak 2.8f‘de analitler detektöre ulaĢır. Sonuç olarak; 

kolon uzunluğunun artmasıyla ve hareketli fazın akıĢ hızının artmasıyla pik 

geniĢliği artmaktadır. Bunun tam tersi olan durumlarda pik geniĢliği daralır ve 

sivrilir. Ġdeal bir bant dar ve sivri olmalıdır [75]. 

Pik çö ünürlüğü: ArdıĢık iki pikin birbirinden ne kadar iyi ayırıldığını gösteren 

önemli bir parametredir. Kromatografik analiz sonucu elde edilen iki ardıĢık pik için 

çözünürlük değeri, 

R= 2 x [ (tr2) – (tr1) ] / (W1 + W2 )                              (2.5) 

 

EĢitliği ile hesaplanır. ġekil 2.9‘da görüldüğü gibi, 1. pikin 2. pike göre (2/1) 

çözünürlük değeri hesaplanmasında, (tr1) ve (tr2) noktaları sırasıyla 1 ve 2 pikleri 

için alıkonma zamanlarını göstermektedir. W1 ve W2 ise yine sırasıyla 1 ve 2 pikleri 

için taban geniĢliğini ifade etmektedir. BaĢarılı bir kromatogramda pik çözünürlük 

değerlerinin R≥1.5 olması istenir [73,77]. 
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ġekil 2.9. Ġki ardıĢık pik için çözünürlük değerinin hesaplanmasında kullanılan pik 

taban geniĢliklerinin ve alıkonma sürelerinin gösterimi [73] 

 

Kolon Geçirgenliği: Kromatografik kolonların akıĢa karĢı gösterdiği direnci 

tanımlamaktadır. Partikül dolgulu kolonlarda olması gereken en önemli özellik 

partikül boyutunun eĢ ve partiküllerin kolon içerisine homojen Ģeklide doldurulmuĢ 

olmasıdır. Monodispers (eĢ boyutlu) partiküller ile doldurulmuĢ kolonlarda 

polidispers (farklı boyutlu) partiküller ile doldurulmuĢ kolonlara kıyasla, 

kromatografik analizde daha düĢük kolon basıncı ve daha yüksek kolon verimi 

elde edilmektedir. ġekil 2.10‘da görüldüğü gibi polidispers partikül dolgulu kolonda 

büyük ve çok sayıda boĢluklar oluĢmakta, bu da kolon verimini olumsuz Ģekilde 

etkilemektedir. Aynı zamanda kolon tekrarlanabilirliğinin yüksek olması için de 

partiküllerin eĢ boyutlu olması ve kolona düzgün ve homojen Ģekilde dolgulanması 

gerekmektedir [78,79]. 

 

 

ġekil 2.10. Kolona dolgulanmıĢ (A) Monodispers (B) Polidispers partiküllerin 

görünümü [80] 
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Kolon geçirgenliği, kolondaki hareketli faz akıĢ hızı ve basınç düĢmesi değerleri 

kullanılarak Darcy eĢitliği (EĢitlik 2.6)  ile hesaplanmaktadır [80]. 

 

                                  (2.6) 

Bu eĢitlikte K0(m
2); kolon geçirgenliğini,  (m3/s); hareketli fazın akıĢ hızını,  

(Pa.s); hareketli fazın viskozitesini, L (m); kolon uzunluğunu, ∆P (Pa); kolonun geri 

basıncını ve r (m); kolonun iç çapını ifade etmektedir [80]. EĢitlikten de görüldüğü 

gibi geçirgenlik, kolon boyutuna ve kolon basıncına bağlıdır. Kolon basıncını 

düĢürebilmek için hareketli faz olarak düĢük viskositeli organik bir çözücü kullanılır  

[81,82]. 

Tekrarlanabilirlik: Kromatografi çalıĢmalarında aynı koĢullar altında alınmıĢ olan 

ölçümlerdeki değiĢim olarak tanımlanmaktadır. Analiz Ģartlarından, kromatografik 

sistemden veya kolon dolgu materyalinin sentezinden kaynaklanabilecek olan 

nedenlerden dolayı tekrarlanabilirlik analizlerinde farklı sonuçlar alınabilmektedir. 

Tekrarlanabilirlik, aynı gün içerisinde analizden analize tekrarlanabilirlik, farklı 

günlerde yapılan günden güne tekrarlanabilirlik veya aynı koĢullarda sentezlenen 

kolonlar ile kolondan kolona tekrarlanabilirlik olmak üzere farklı Ģekillerde 

tanımlanabilinmektedir. Tekrarlanabilirlik, EĢitlik 2.7, 2.8, 2.9 yardımı ile 

hesaplanmaktadır. 

RTn =                (2.7) 

SD =              (2.8) 

% BSS =               (2.9) 
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Tekrarlanabilirlik, bağıl standart sapma, (BSS) ile ifade edilir ve elde edilen değerin 

% 4‘ün altında olması istenir [83]. EĢitlikte RTn; farklı analizler için belirli bir analit 

ile elde edilen sayıca ortalama alıkonma süresi, SD; standart sapma, BSS; bağıl 

standart sapma, Ni; analiz sayısını, RTi ise i no‘lu analitin alıkonma süresini ifade 

etmektedir.  

 

2.1.4. S v  Krom togr fisi Sistemleri 

Sıvı kromatografisinin geliĢtirilmekte olan formları, Nano-sıvı kromatografisi, Mikro-

sıvı kromatografisi ve Kapiler Elektrokromatografi Ģeklinde sıralanabilir. Bu 

kromatografik yöntemlerin sınıflandırılması kolon iç çapı, hareketli faz akıĢ hızı ve 

kolon ayırma verimi dikkate alınarak yapılmaktadır. Sıvı kromatografik yöntemleri 

bu özelliklerine göre listeleyen sınıflama Çizelge 2.1‘de verilmektedir. Burada, 

HPLC‘nin geliĢtirilmiĢ formları olan 3 yöntemin (nano-sıvı kromatografisi, mikro-sıvı 

kromatografisi ve kapiler elektrokromatografi) klasik HPLC‘ye kıyasla teorik 

kademe sayısı veya kademe yüksekliği Ģeklinde ifade edilen ayırma verimi 

yönünden çok daha iyi olduğu görülmektedir. Kolon ayırma verimi genellikle 

kolonun birim uzunluğundaki teorik kademe sayısı veya kademe yüksekliği 

cinsinden ifade edilmektedir. Çizelge 2.1‘den görüldüğü gibi teorik kademe 

sayısının yüksek veya kademe yüksekliğinin düĢük olması, kolon ayırma veriminin 

yüksek olması anlamına gelmektedir. ġekil 2.11‘de sıvı kromatografisi 

sistemlerinde  kullanılan kolonlar gösterilmektedir. 

Kolon verimini yüksek olması kromatografik analizin kısa sürede yüksek pik 

çözünürlüğü ile yapılabilmesini sağlamaktadır. Yüksek kolon verimi eldesi 

sağlayan en iyi yöntem kapiler elektrokromatografi de elektroosmotik akıĢa bağlı 

olarak, iyonize gruplar içeren bileĢiklerin tayininde sorunlar yaĢanması, nano-

kromatografide ise akıĢ yolunun darlığı nedeniyle oluĢan tıkanma problemleri bu 

sistemlerin günümüzde yaygınlaĢmasına engel oluĢturmaktadır. Bu nedenle 

kapiler kromatografi, nano-sıvı kromatografisi ve elektrokromatografiye göre daha 

yaygın kullanımda olan ileri yöntem, mikro-sıvı kromatografisidir [66,84].  
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Çizelge 2.1. Sıvı kromatografisi türlerinin kolon boyutu, hareketli faz akıĢ hızı ve 

kolon ayırma verimi yönünden karĢılaĢtırılması 

 

 
Sistem 

 
Kolon iç 

ç p  
(mm) 

 
Hareketli faz 

 k Ģ h    

(L/dk) 

 
Teorik 

k deme s y s   
(kademe/m) 

 
Kademe 

yüksekliği      

(m) 

 
Klasik HPLC 

 
2.0-10.0 

 
200-10000 

 
5.000-50.000 

 
20-200 

 
Nano-sıvı 

kromatografisi 
(Nano-LC) 

 
0.01-0.15 

 
0.01-0.10 

 
10.000-
100.000 

 
1-100 

 
Mikro-sıvı 

kromatografisi 
(kapiler ve semi-
mikro-LC dahil) 

 
0.10-2.00 

 
0.1-200 

 
10.000-
100.000 

 
10-100 

 
Kapiler 

elektrokromatografi 
(CEC) 

 
0.05-0.1 

 
Elektroosmotik 

akıĢ 

 
100.000-
500.000 

 
2-10 

 

 

 

 

 
ġekil 2.11. HPLC ve HPLC sitemlerinde kullanılan kolonların karĢılaĢtırılması     

A) Nano-akıĢ HPLC kolonu 100 m i.d. x 5 cm B) Kapiler HPLC kolonu 75 m 

i.d. x 25 cm C) paslanmaz çelik HPLC kolonu 1 mm i.d. x 10 cm D) paslanmaz 

çelik HPLC kolonu 7.5 mm i.d. x 30 cm [66] 
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2.2. Mikro S v  Krom togr fisi 

 

Yüksek performanslı sıvı kromatografisi (HPLC), hem akademik hem de ticari 

alanda analitik laboratuvarlarında kullanılan standart bir ayırma tekniği haline 

gelmiĢtir.  Ancak HPLC sisteminin yüksek miktarda solvent tüketimi, fazla miktarda 

örnek kullanımı, algılama duyarlığının düĢük olması gibi bazı dezavantajları 

bulunmaktadır. Mikro-sıvı kromatografisi, klasik yüksek performanslı sıvı 

kromatografisine (HPLC) alternatif olarak geliĢtirilen, düĢük hacimli hareketli faz 

kullanımı ve 0.5-2.1 mm arasında kolon içi çapına sahip kolonlar ile çalıĢma 

imkanı sunan, hızlı ve yüksek çözünürlüklü kromatografik analizi hedefleyen yeni 

sıvı-kromatografisi yöntemlerinden biridir.  

 

Ġlk olarak 1967‘de mikro sıvı kromatografisi, Horvath ve arkadaĢları tarafından 

kullanılmaya baĢlanmıĢ ve 0.5-1.0 mm iç çapa sahip paslanmaz çelik kolonlara 

doldurulmuĢ 30 m boyutundaki partiküller ile nükleotidlerin ayrımı 

gerçekleĢtirilmiĢtir [86-88]. Nükleotidlerin hızlı ayrımına rağmen büyük boyuttaki 

partiküller ile doldurulmuĢ kolonlarla yapılan çalıĢmalarda düĢük verim elde edildiği 

görülmüĢtür. Bu nedenle daha sonraki yıllarda birçok araĢtırma grubu kolon ve 

partikül boyutunun küçültülmesi, kolon malzemesi ve sabit faz sentezi hakkında 

çeĢitli çalıĢmalarda bulunmuĢlardır. Ishii ve arkadaĢlarının Teflon tüplerde (0.5 mm 

i.d.) sentezledikleri dolgulu kapiler HPLC kolonunu analitik uygulamalarda kullanıp, 

sonuçları mikro akıĢ detektörleriyle izlemeleri kromatografide dolgulu  kapiler kolon 

kullanımının temelini oluĢturmaktadır [66].   Scott ve arkadaĢları 1 mm iç çapına 

sahip kolonlar kullanarak yüksek verimli kromatografik sonuçlar elde etmiĢler, 

mikro sıvı kromatografisi cihazının tasarımına, kolon dolum prosedürlerinin 

geliĢtirilmesine ve sistem çalıĢma koĢullarını optimize etmeye yönelik çalıĢmalarda 

bulunmuĢlardır [66]. Novotny ve ekip arkadaĢları kolon iç çapını 50-200 m ye 

düĢürerek kolonu, 10-100 m çapa sahip partiküller ile doldurmuĢlardır. Daha 

sonra yaptıkları çalıĢmalar ile 30 m çapa sahip partiküller ile doldurulmuĢ 70 m 

iç çapa sahip kolonlar kullanılarak yüksek basınca gerek duyulmadan yüksek 

verim elde edilebilir olduğunu göstermiĢlerdir.  [66,85].  
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2.3. Kolon Teknolojisi 

2.3.1. Kolonl r n S n fl nd r lm s  

 

Mikro sıvı kromatografisinin en önemli parçası örnek analitlerinin kromatografik 

ayrımının gerçekleĢtirildiği yer olan kolonlardır. Kolonların birbirleriyle 

karĢılaĢtırmaları ve karakteristik özelliklerinin belirlenmesi, termodinamik ve kinetik 

özellikleri göz önünde tutularak yapılmaktadır. Alıkonma faktörü, k, seçicilik, ve 

pik asimetrisi gibi parametreler kolonların termodinamik; kademe yüksekliği, h, 

geçirgenlik  ve ayırma verimi gibi parametreler ise kolonların kinetik özelliklerinin 

bir göstergesidir. [89]. 

 

Mikro sıvı kromatografisinde kullanılan kolonlar,  iç çaplarına ve kolonlardan geçen 

hareketli fazın akıĢ hızlarına göre 4 sınıfa ayrılırlar. Bunlar Çizelge 2.2‘de 

gösterildiği gibi mikrobor kolonlar (1-2 mm i.d.), dolgulu kapiler kolonlar (0.1-0.5 

mm i.d.), semi dolgulu kapiler kolonlar (0.02-0.1 mm id.)  ve açık tübüler kapiler 

kolonlardır  (0.01-0.075 mm i.d.) [85]. ġekil 2.12‘de dolgulu ve açık tübüler 

kolonların kesit görüntüleri verilmektedir. 

 

Çizelge 2.2. Mikro-LC kolonlarının genel özellikleri [90,94] 

_________________________________________________________________ 
Tür         Uzunluk           Ġç çap             AkıĢ hızı  

          (m)        (mm)                     (L/dk 
_________________________________________________________________ 
Mikro-bor 0.1-1 1-2                         5-200 

Dolgulu Kapiler 0.1-2 0.1-0.5 0.1-20 

Semi Dolgulu Kapiler 1-100 0.02-0.1 0.1-2 

Açık Tübüler 1-100 0.01-0.075 0.05-2 
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ġekil 2.12. (A) Dolgulu (B) Açık tübüler kolonların kesit görüntüleri [93]. 

 

2.3.1.1. Aç k Tübüler Kolon (OTC) 

 

Açık tübüler kolonlar, 10-20 m iç çapa sahip silika kapiler kolon iç yüzeyi 1 L 

kadar kalınlıkta sıvı ile kaplanmıĢ kolonlardır. Bu tür kolonlardaki basınç düĢüĢü 

ihmal edilebilir düzeyde olduğundan boyları çok uzundur. (10-100 m). Kapiler 

kolonlarda 0.1-1.5 mm kalınlığında uçucu olmayan sıvı tabaka ince bir film halinde 

kolon çeperlerine emdirilir. Üç tipi vardır: 

1. WCOT (Wall-Coated Open Tubular): Sıvı faz ince film halinde iki ucu açık 

tüp Ģeklindeki kolonun çeperlerine kaplanmıĢtır. 

2. SCOT (Support-Coated Open Tubular) : Sıvı faz ince film halinde destek 

katısı üzerine emdirilerek kolona doldurulmuĢtur.  

3. FSOT (Fused-Silica Open Tubular): Kuartz kullanılarak yapılmıĢtır. 

Bu kolonlar ilk kez 1957‘de gaz kromatografisinde (GC) kullanılmıĢ, yaklaĢık 20 yıl 

sonra da sıvı kromatografisinde kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Kolon sentezi için  

monomer ve monomer miktarına göre daha az miktarda  çapraz bağlayıcı içeren 

monomer çözeltisi, baĢlatıcı ve çözücü ile birlikte kolona basınç altında enjeksiyon 

edilir ve in-situ polimerizasyon yöntemi ile uygun sıcaklıkta polimerizasyon 

gerçekleĢtirilir. Sıcaklık, polimerizasyon süresi ve kolon iç yüzeyi gibi parametreler 

bu tür kolonların kromatografik performansını önemli ölçüde  (örn: alıkonma 

faktörü) etkilemektedir [91,92]. 

Kennedy ve Jorgenson hücre analizi için açık tübüler kolonları etkili bir Ģekilde 
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kullanmıĢlardır. Kolonlarda az miktarda örnek kullanımı gereksinimi, sabit fazın 

örnek bileĢenlerini iyi çözmesi ve kullanılan detektörlerin bu kolonlar için iyi 

duyarlılıkta olmaları, hücre analizinin baĢarılı yapılabilmesini sağlamaktadır. Saito 

ve arkadaĢları açık tübüler kolonların kullanımı üzerine çalıĢmıĢtır [66]. Yapılan 

çalıĢmalar kolonların etkili bir Ģekilde kullanılabilmesi için kolon iç çapının 10 

m‘den küçük olması gerektiğini göstermiĢtir. Bu boyutlara sahip kolonlar ile 

çalıĢmak güç olduğundan, 1990‘lardan sonra bu kolonlar ile yapılan çalıĢmalar 

giderek azalmıĢtır [66].  

 

2.3.1.2. Semi-Dolgulu Kapiler Kolonlar 
 

Semi-dolgulu kolonlar, mikro kapiler kolonlardır ve ilk kez Tsuda ve arkadaĢları 

tarafından geliĢtirilmiĢtir [95,96]. Bu tür kolonlar 10-100 m çapındaki dolgu 

materyalinin silika kaplier tüplere doldurulmasıyla hazırlanmaktadır. Kapiler 

kolonların iç çapları, dolgu materyallinin boyutlarının yaklaĢık 2 veya 3 katı 

olmalıdır (50-200 m).  Sentezlenen tüm kolonlar ile yüksek çözünürlükte 

kromatografik  ayrımlar elde edilse de, yüksek  kademe yüksekliği değeri ve uzun 

analiz süreleri nedeni ile fazla tercih edilmemektedir [97,98]. 

 

2.3.1.3. Dolgulu Kapiler Kolonlar 

Dolgulu kolonlar, hazırlanıĢının kolay olmasından ve açık tübüler kolonlara gore 

üstünlüklerinin bulunmasından dolayı tercih edilen kolonlardır [97]. Mikro-sıvı 

kromatografisinde kullanılan dolgulu kapiler kolonlar, genellikle alkillenmiĢ silika 

partikülleri veya in-situ polimerizasyon yöntemiyle sentezlenen polimerik materyali 

sabit faz olarak kullanan kolonlardır [66]. Literatürde, dolgulu kapiler kolonların 

sentezi, kapiler kolon ve geleneksel kolonların karĢılaĢtırılması, monolitik 

kolonlarda sabit faz olarak kullanılan organik polimerler, mikrobor ve monolitik 

kapiler kolonlarının kromatografik verimlerinin karĢılaĢtırılmasına yönelik çok 

sayıda çalıĢma bulunmaktadır [99]. 

Dolgulu kapiler kolonların, mikro sıvı kromatografisinde tercih edilmelerinin çok 

çeĢitli nedenleri bulunmaktadır. Bu tür kolonların tercih nedenleri arasında 
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dolumlarının kolay olması, daha uzun kolon boylarının kullanılabilir olması ve 

kolon dolgu materyali boyutunun 5 mikrona kadar çıkması ile halen düĢük kademe 

yüksekliği değeri ve yüksek teorik kademe sayısı değeri (100.000 plaka/m) elde 

edilebilmesi, yapıldığı silika malzemenin geleneksel kolonların yapıldığı paslanmaz 

çelik malzemesine göre avantajları bulunmasıdır [66]. Açık tübüler kolonlar ile 

karĢılaĢtırıldıklarında 5 mikron boyutunda dolgu materyali ile doldurulmuĢ 15 

mikron iç çapa sahip kolonlarla bile çalıĢma imkanının bulunması, dolgu 

materyalinin çeĢitliliği ve örnek yükleme kapasitesinin fazla oluĢu yönünden 

dolgulu kapiler kolonların üstünlükleri bulunmaktadır. Fakat açık tübüler kolonlara 

kıyasla düĢük geçirgenlik özelliklerinin bulunması bazı analizlerin yapılmasını 

zorlaĢtırmaktadır [66]. Dolgulu kapiler kolonlar ile yapılan çalıĢmalar kolon ve 

dolgu materyalinin boyutlarının küçültülmesine yönelik çalıĢmalardır. Kennedy ve 

Jorgenson kolon iç çapını 20-50 m‘ye; daha sonra Hsieh bu değeri daha da 

düĢürerek (12-33 m) baĢarılı ve verimli kromatografik sonuçlar elde etmiĢlerdir 

[100].  

 

2.3.1.4. Mikrobor Kolonlar 

 

HPLC‘de kullanılan 4-5 mm iç çapa sahip dolgulu kolonlara karĢılık, 1979‘da Scott 

ve Kucera 0.5-2 mikron iç çapa sahip mikrobor kolonlar ile daha verimli sonuçlar 

elde edildiğini göstermiĢlerdir [101]. ÇalıĢmada kullanılan kolonlar paslanmaz 

çelikten yapılmıĢ olup; kolon baĢında ve sonunda, enjeksiyondan kolona veya 

kolondan detektöre gidebilecek safsızlıkları önlemek amacıyla 2 mikron çapında 

gözeneklere sahip fritler kullanılmıĢtır. Mikrobor kolon kullanımı özellikle az 

miktarda çözücü kullanımı yönününden önemli fayda sağlamaktadır. Geleneksel 

HPLC kolonlarında yüksek kolon verimi elde edebilmek için uzun kolonlara ihtiyaç 

vardır; ancak analiz süresi kolon uzunluğuna bağlı olarak artmaktadır.  Scott ve 

Kucera, yaptıkları çalıĢmalar ile 10 m çapa sahip silika partiküller ile doldurulmuĢ 

kolonlarda 20 m‘nin altında plaka sayısının elde edilemediğini göstermiĢlerdir. 

Yaptıkları çalıĢmada, optimum boyutlarda mikrobor kolon kullanımı ile çok düĢük 

kademe yüksekliği değerlerine ulaĢıldığını ve bu nedenle kompleks bileĢiklerin 

ayrımındaki uzun analiz sürelerinin tolere edilebilir olduğunu vurgulamıĢlardır 

[101]. Bu çalıĢma ile birlikte mikrobor kolon tasarımına ve kullanımına yönelik 
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çalıĢmalar literatüre girmeye baĢlamıĢtır [102,103]. Günümüzde özellikle mikrosıvı 

kromatografisi için geliĢtirilen mikrobor kolonlar (diğer adı ile ―mikrokolonlar‖) ticari 

kataloglarda yaygın bir Ģekilde yerlerini almıĢlardır 

 

2.3.2. Mikrobor Kolon T s r m  

 

Kolon boyutlarını küçültmek kromatografik analizlerde pratik ve teorik açıdan 

avantajlar sağlamaktadır. Bu nedenle kolon tasarımı yaparken bazı önemli 

parametreler göz önünde bulundurulmalıdır. Kolon uzunluğu (L), kolon çapı (r), 

partikül çapı (dp), gözeneklilik (), kullanılacak olan hareketli  faz doğrusal akıĢ hızı 

(u) kolon tasarımı sırasında dikkat edilmesi gereken önemli hidrodinamik 

parametrelerdir. Kolon verimliliğini gösteren kademe yüksekliği (Height Equivalent 

to Theoretical Plate, h) ve teorik kademe  sayısı (N) ise kinetik parametrelerdir. 

BaĢarılı bir kromatografik ayrım için, kullanılan kolonun tasarımı, tüm bu 

parametreler düĢünülerek yapılmalıdır [104]. 

 

Kolon uzunluğunu sabit tutarak kolon çapını azaltmak, toplam kolon hacminde 

değiĢime neden olacaktır. Toplam kolon hacmi, partiküller arası ve partikül 

gözenek boĢluklarının hacmi ile kolona doldurulmuĢ partiküllerin hacminin 

toplamını ifade etmektedir. Kolon içerisindeki boĢluk hacmi kolon toplam hacmine 

bölündüğünde kolon gözenekliliği (ε) elde edilmektedir [104]. Kolon giriĢ ve 

çıkıĢına kütle denkliği uygulandığında hareketli faz hacimsel akıĢ hızının (F) 

(mL/s), hareketli faz doğrusal akıĢ hızına (u) (cm/s), kolon gözenekliliğine (ε) ve 

kolon çapına (r) bağlı olduğu anlaĢılmaktadır [104]. (EĢitlik 2.9) 

 

F= u π r2 ε /4                                                     (2.9)                        

 

Analitin kolondaki alıkonma hacmi (VR), kolon çapının karesine ve analitin 

kolondaki alıkonma süresine (tR) bağlı olarak değiĢmektedir. EĢitlik 2.10‘da 

görüldüğü üzere kolon çapı küçüldükçe hareketli faz akıĢ hızı azalacağından 

analiz süresince kullanılan hareketli faz miktarı da azalacaktır [104]. 
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VR= F tR = u π r2 ε tR / 4                        (2.10) 

 

Çizelge 2.3‘te 50 cm uzunluğunda farklı kolon iç çap uzunluklarına sahip kolonlar 

verilmektedir. Burada görüldüğü gibi kolon iç çap uzunluğu küçüldükçe hareketli 

faz kullanım miktarı % 98 oranında azalmaktadır. 

 

Çizelge 2.3. Farklı iç çap uzunluğuna sahip kolonlar için hareketli faz kullanımı 

[104] 

_______________________________________________________________ 
Kolon iç çapı (mm)                   AkıĢ hızı (mL/dk)                     % Hareketli faz    
                                                                                                        kullanımı 
________________________________________________________________ 
 4.6                    1.00                      100.0 

2.0           0.19                                 18.9 

1.0           0.05             4.7 

0.7           0.02   2.3 
0.5         0.01 1.2 

________________________________________________________________                                          
 

 

Kolon giriĢ-çıkıĢında oluĢan basınç farkı (P), Darcy EĢitliğine gore, hareketli faz  

doğrusal akıĢ hızına (u) , kolon uzunluğuna (L) ve hareketli fazın viskositesine () 

bağlıdır [104]. (EĢitlik 2.11) 

 

P= u  L/ K0                                  (2.11) 

 

Burada K0 sabittir. 

 

Synder, kolon verimini gösteren kademe yüksekliğini (h) EĢitlik 2.12 ile 

açıklamaktadır. 

 

HETP=  C u0.4 dp1.8                                                       (2.12) 

 

Burada C analit türüne özgü bir sabittir. 
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2.10, 2.11, 2.12 eĢitliklerinin birleĢtirilmesi ile ortaya çıkan EĢitlik 2.13 kolon 

veriminin (N) ve analiz süresinin (tR)  hangi parametrelerle değiĢtiğini 

göstermektedir.  

 

N/tR  = K0 P /  L C u0.4 dp 1.8  (1+k‘)                                                     (2.13) 

 

Buada k‘ analit kapasite katsayısı olarak tanımlanmaktadır [104]. EĢitlik 2.13‘e 

bakıldığında, düĢük viskositeye sahip hareketli faz ile çalıĢılan yüksek basınçlı 

sistemlerde, çapları oldukça küçük partiküllerin sabit faz olarak kullanıldığı kısa 

kolonlar ile  daha kısa analiz süresinde daha  yüksek verimli  ayırma elde 

edilebileceği görülmektedir [104]. 

 

Analiz süresini ve verimliliği etkileyen diğer bir parametre ise sistemde oluĢan ölü 

hacimdir. Sistemde oluĢan ölü hacim, analitlerin  kolondan dedektöre ulaĢması için 

gereken süreyi yani analitlerin alıkonma sürelerini olumsuz yönde etkilemektedir. 

Ölü hacim kolon çapına, kolon uzunluğuna ve toplam kolon gözenekliliğine bağlı 

olarak değiĢmektedir. Ölü hacmi azaltmak için kolon çapı ve kolon uzunluğu 

azaltılmalıdır. Ancak kolon uzunluğu azaldıkça analiz sonucunda elde edilecek 

piklerdeki band aralığı artacaktır. Bu nedenle pik band aralığının geniĢlemesini 

önlemek için kullanılacak dedektör hücre hacmi de azaltılmalıdır. Kirkland ve 

arkadaĢları yaptıkları çalıĢmada detektör hücre hacminin analitlerin alıkonma 

hacminin 1/10‘i kadar olması durumunda pik band geniĢlemesinin önlendiğini 

göstermiĢlerdir. ÇalıĢmada elde ettikleri, ġekil 2.13‘te gösterilen grafiğe 

bakıldığında  50 cm uzunluğundaki bir kolonda, detektör hücre hacminin analitlerin 

alıkonma hacminin 1/10‘i olduğu durumlarda, kolon iç çapı küçüldüğünde daha 

düĢük analit alıkonma hacminde daha yüksek verim elde edildiği görülmektedir.  

Yapılan çalıĢmanın sonucunda 50 cm x 1 mm i.d. boyutlarında bir kolon kullanarak  

yapılan kromatografik  analizde 11 L alıkonma hacmine sahip bir analit için 10000 

teorik kademe sayısı elde etmek isteniliyorsa  detektör hücre hacminin yaklaĢık 1 

L olması gerektiği belirlenmiĢtir [104]. 
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ġekil 2.13. Farklı iç çapa sahip kolonlar için alıkonma hacminin teorik kademe 

sayısı ile değiĢimi (L= 50 cm) [104] 

 

Hareketli faz kaçaklarını ve bu nedenle oluĢan pikleri önlemek için pompanın 

çıkıĢı-kolon giriĢ ve kolon çıkıĢı- detektör giriĢi arasındaki bağlantıların dikkatli 

yapılması gerekmektedir. Bu nedenle bağlantı elemanlarının hareketli fazdan 

etkilenmeyen, yüksek basınçlara dayanıklı ve kullanılan sisteme uygun boyutlara 

sahip olması gerekmektedir. Sistem için uygun olmayan bağlantı elemanlarının 

seçilmesi ve bu bağlantı elemanlarının sisteme yanlıĢ monte edilmesi bağlantı 

noktalarında ölü zamanlara ve bunlar da ġekil 2.14‘te gösterildiği gibi pikin 

Ģeklinde bozunma ve kolon veriminde düĢüĢe neden olmaktadır [69].  

 

 

 
ġekil 2.14. Bağlantı noktalarında oluĢan ekstra hacimlerin kromatografik analiz 

sonucu elde edilen piklere etkisi. Üst kromatogram: YanlıĢ yapılan bağlantı sonucu 

elde edilen pik, Alt kromatogram: Doğru yapılan bağlantı sonucu elde edilen pik 

[69]. 
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2.4. P rtikül B  l  S bit F  l r  

 

Sıvı kromatografisi konusunda yapılan çalıĢmaların çoğu yeni bir sabit faz 

sentezine yöneliktir. 1950‘li yıllarda sabit faz olarak kullanılan partiküllerin Ģekilleri 

bozuk ve boyutları 50-100 mikron arasında değiĢirken; günümüzde küre biçiminde, 

eĢ boyutlu ve 5 mikron veya daha küçük boyutlu partikül sentezi giderek 

yaygınlaĢmıĢtır [106].  

 

Kromatografik analizin yüksek verimlilikte gerçekleĢebilmesi için partikül 

boyutunun küçük olması kadar partikül yüzey alanınında yüksek olması 

gerekmektedir. Yüksek yüzey alanı, partikül gözenekliliği ve gözenek boyutu ile  

doğru orantılı olarak değiĢmektedir [106]. Partikül yüzey alanının gözenek boyutu  

ile değiĢimi Çizelge 2.4‘te verilmektedir. Buradan görüldüğü gibi, mikrogözenekli 

partiküllerde yüzey alanı yüksektir; ancak bu partiküllerde gözenek boyutundan 

dolayı analitin gözenek içi difüzyonu yavaĢlamakta bu da alıkonma süresini 

etkilemekte ve analiz sonucunda piklerde  bant geniĢlemesi görülmektedir [106]. 

 

 

Çizelge 2.4. Partikül yüzey alanının partikülün ortalama gözenek boyutu ile 

değiĢimi [107] 

_________________________________________________________________ 
Partikül yüzey alanı (m2/g)                                     Ortalama gözenek  boyutu (nm)                     
_________________________________________________________________ 
 <500                                                2 (mikrogözenek)                    

50-500                            2-50 (mezogözenek)  

 <50                                      >50 (makrogözenek)            

_________________________________________________________________ 

 

Partikül bazlı sabit fazlar, polimerik partikül bazlı ve silika partikül bazlı sabit fazlar 

olmak üzere ikiye ayrılmaktadır. 

Gözenekli silika partiküller sıvı kromatografisinde yaygın kullanılan sabit fazlardır. 

Klasik sol-jel metodu ile sentezlenen silika partiküllere oktadesil grubu kovalent 

olarak bağlanarak elde edilen C18 grubu içeren silika bazlı partiküller HPLC 

kolonlarında kromatografik ayrım için kullanılmaktadırlar. Silika partiküllerin 

mekanik dayanımı yüksektir ve bu partiküller ile pH 2-8 aralığında rahatlıkla 
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çalıĢılabilmektedir [106]. Jorgenson, ilk kez ortalama partikül boyutu 1.5 m olan 

silika bazlı kolonlar kullanarak küçük moleküllü analitlerin ayrımını kısa zamanda 

yüksek verimde yapmayı baĢarmıĢtır [108]. Ancak gözenekli silika partiküllerin eĢ 

boyutlu üretimi zor olduğundan genellikle sentezlenen partiküllerin boyutları geniĢ 

aralıkta dağılım göstermektedir [80]. 

Polimerik partikül bazlı sabit fazlar iyon değiĢim, hidrofobik etkileĢim ve afinite 

kromatografisinde yaygın olarak kullanılmaktadır [109]. GeniĢ pH aralığında 

kullanım olanakları, yüksek basınca dayanıklı olmaları, yüzey 

modifikasyonlarındaki çeĢitlilik ve kolaylık polimerik partiküllerin en önemli 

avantajlarıdır [110,111]. Ng ve arkadaĢları, 69 MPa basınca dayanıklı kopolimer 

partikülleri divinilbenzen‘i (DVB) çapraz bağlayıcı olarak kullanarak gözeneksiz 

formda sentezlemiĢlerdir [80]. Dispersiyon polimerizasyonu ile hazırlanan 

partiküllerde hacimce %1-2 oranında çapraz bağlayıcı kullanımı ile partiküllerin 

mekanik dayanımınının azaldığı görülmüĢtür [112]. Bu nedenle ilk aĢamada 

polistiren mikroküreler hazırlanıp daha sonraki aĢamada hacimce %20 oranında 

çapraz bağlayıcı eklenerek polimerizasyon iki aĢamalı olarak yapılmıĢ; 

polimerizasyon sonucunda yüksek mekanik dayanıma sahip polimerik partiküllerin 

elde edildiği görülmüĢtür [112-114]. Wang ve arkadaĢları, eĢboyutlu 

makrogözenekli polimerik partikülleri süspansiyon polimerizasyonu tekniğini 

kullanarak sentezlemiĢlerdir [115]. Yöntemde emülsiyon polimerizasyonu ile 

hazırladıkları gözeneksiz eĢboyutlu partikülleri çözücü, monomer (stiren) ve 

çapraz bağlayıcı (DVB) ortamında ĢiĢirmiĢlerdir [115-118]. Polimerizasyon sonrası, 

eĢboyutlu makrogözenekli bir yapının oluĢtuğu görülmüĢtür. BaĢka bir çalıĢma 

grubu, etilen dimetakrilat‘ı (EDMA) çapraz bağlayıcı olarak kullanarak sabit faz 

olarak kullanıma uygun metakrilat bazlı partiküller sentezlemiĢlerdir [80]. Coupek 

ve arkadaĢları, monomer olarak 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) ve çapraz 

bağlayıcı olarak EDMA kullanarak gözenekli ve mekanik dayanımı yüksek hidrofilik 

partiküller elde etmiĢlerdir [80]. Yapılan çalıĢmalarda metakrilat bazlı gözenekli 

partiküllerin, mikrosüspansiyon polimerizasyonu yöntemi kullanılarak yani çıkıĢ 

lateksinin sulu ortamda organik çözücülerle ĢiĢirilip gözenekli hale getirilmesi  

sonucu elde edildiği görülmüĢtür [119-120]. ġekil 2.15‘te silika ve polimerik bazlı 

partiküllerin SEM görüntüleri verilmektedir .  
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ġekil 2.15. A) Silika ve B) Polimerik bazlı partiküllerin SEM görüntüleri [80] 

 

Son yıllarda Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) uygulamalarında polimerik partiküllerin önemi artmıĢtır. 

Çünkü bu partiküllerin silika bazlı olanlara göre avantajları vardır. Gözenekli ve 

eĢboyutlu olarak sentezlenmesi ve türevlendirilmesi kolaydır. Ayrıca kimyasal 

kararlılığa sahip olması sebebiyle kromatografi çalıĢmaları için uygundur [80]. 

 

2.5. Polimerik Sabit Faz Sentesi 

Polimerik sabit faz sentezi için kullanılan polimerizasyon reaksiyonları 5 baĢlık 

altında incelenebilir. 

 

 Yığın Polimerizasyonu 

 Çözelti Polimerizasyonu 

 Süspansiyon Polimerizasyonu 

 Emülsiyon Polimerizasyonu 

 Dispersiyon Polimerizasyonu 

 

Tez çalıĢmasında dispersiyon polimerizasyonu yöntemi kullanılarak çıkıĢ lateksi 

sentezlenmiĢtir.  Yöntemin detayları bölüm 2.5.1.‘de verilmektedir. 

 

 

2.5.1.  Dispersiyon Polimerizasyonu 

 

Dispersiyon polimerizasyonu, mikrometre boyutunda eĢboyutlu polimerik 
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partiküllerin üretimi için kullanılmaktadır ve bu polimerizasyon yönteminde 

baĢlangıçta monomer fazı, dağıtma ortamında çözünmüĢ olarak bulunmaktadır. 

Ancak, homojen olan bu yapı polimerizasyon reaksiyonunun baĢlatılmasıyla 

birlikte oluĢan hızlı çekirdeklenme sonucunda polimer ve dağıtma ortamını içeren 

iki fazlı yapıya dönüĢmektedir [121]. Günümüze değin dispersiyon 

polimerizasyonu ile ilgili birçok çalıĢma yapılmıĢ ve eĢboyutlu partikül üretimine 

çeĢitli parametrelerin etkisi incelenmiĢtir. Bu konudaki ilk çalıĢmalar Ugelstad ve 

grubu tarafından baĢlatılmıĢtır. Levy ve arkadaĢları tarafından yürütülen çalıĢmada 

ise 1-6 μm aralığında eĢboyutlu polistiren partiküller elde edilmiĢtir [122]. 

Dispersiyon polimerizasyonuyla sentezlenen partiküllerin molekül ağırlığı, boy ve 

boy dağılımı ve monomer dönüĢümü aĢağıdaki faktörlere bağlıdır [121]: 

 

• Polimerizasyon sıcaklığı 

• KarıĢtırma hızı ve Ģekli 

• Dağıtma ortamının türü ve bileĢimi 

• Stabilizör türü ve deriĢimi 

• BaĢlatıcı türü ve deriĢimi 

• Monomer dağıtma ortamı hacimsel oranı 

 

Dispersiyon polimerizasyonuna sıcaklığın etkisini araĢtırmak için yapılan 

çalıĢmalarda 55-80 oC aralığında artan polimerizasyon sıcaklığı ile ortalama 

partikül boyutu ve boy dağılımında artıĢın olduğu; ayrıca artan sıcaklık ile polimerin 

molekül ağırlığında önemli bir azalmanın olduğu gözlemlenmiĢtir [123]. 

Dispersiyon polimerizasyonu sistemlerinde, yüksek karıĢtırma hızlarında 

oluĢabilecek Ģiddetli kayma gerilimi partiküllerde eĢboyut özelliğinin bozulmasına 

ve boy dağılımının oluĢmasına neden olacağından genellikle düĢük karıĢtırma 

hızlarında çalıĢılmaktadır [123] .  

 

Dispersiyon polimerizasyonunda ortalama boy ve boy dağılımını etkileyen bir diğer 

önemli değiĢken dağıtma ortamı türü ve bileĢimidir. Dispersiyon 

polimerizasyonunda amaç mümkün olduğunca dar bir boy dağılımına sahip 

partiküllerin sentezlenmesidir.  Kullanılan dağıtma ortamının polaritesi ve dağıtma 

ortamındaki monomer çözünürlüğü sonuç partiküllerinin boyutunu ve boy 
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dağılımını önemli ölçüde etkilemektedir.  Ġdeal olarak seçilen bir sistemde 

monomer çözünürlüğünün yüksek, oluĢan polimer çözünürlüğünün ise düĢük 

olması istenmektedir [124,125].  Artan monomer/dağıtma ortamı hacimsel oranı ile 

ortalama partikül boyutu genelde artıĢ gösterir; ancak bu oranın aĢırı artıĢı ile 

sonuç partiküllerde önemli oranda boy dağılımı meydana gelmektedir. 

 

Dispersiyon polimerizasyonunda genellikle dağıtma ortamında çözünebilen ve 

genellikle polimerik yapıda olan stabilizörler kullanılmaktadır.  Yapılan çalıĢmalarda 

stabilizör deriĢiminin artmasıyla polimerik partiküllerin boyutlarının küçüldüğü 

gözlemlenmiĢtir [124,125]. Bu polimerizasyon yönteminde monomer fazında 

çözünen baĢlatıcı miktarının artması ile elde edilen partiküllerin boy dağılımında bir 

geniĢleme ve reaksiyon hızında bir artıĢ meydana geldiği gözlemlenmiĢtir [126]. 

BaĢlatıcı deriĢiminin artması ile polimerizasyon hızında oluĢan artıĢ daha fazla 

serbest baĢlatıcı radikalin oluĢmasıyla açıklanabilir [126,127]. Ayrıca baĢlatıcı 

miktarıyla polimerin molekül ağırlığı arasında kuvvetli bir iliĢki gözlemlenmiĢtir. 

BaĢlatıcı miktarı arttıkça polimerin molekül ağırlığı azalmaktadır. Bunun nedeni ise 

daha fazla serbest radikalin oluĢması ile polimerizasyonun çok merkezli olarak 

baĢlaması ve ortalama zincir uzunluğunun kısalmasıdır [126,127]. 

 

2.5.2.  Türevlendirilebilir Formd  EĢboyutlu P rtikül Sente i 

 

Genel olarak inert polimerik yüzeyleri türevlendirmek zordur.  Ancak eĢboyutlu 

polimerik partiküllerin yüzeyinde fonksiyonel grupların varlığı ligand bağlanması ya 

da biyolojik moleküllerin immobilizasyonu gibi uygulamalar için istenen bir 

durumdur. Literatürde eĢboyutlu ve türevlendirilebilir formda polimerik partiküllerin 

sentezi genellikle stiren gibi bir hidrofobik monomer ile fonksiyonel grup içeren 

polar bir komonomerin kopolimerizasyonu ile yapılmaktadır. Bu Ģekilde yapılan 

kopolimerizasyonlarda genellikle akrilat bazlı fonksiyonel komonomerler 

kullanılmaktadır. Karboksil, hidroksil, amin, amid, aldehit veya klorometil 

fonksiyonel grupları sonuç ürünün monodispersitesi korunarak polimerik kürelerin 

yüzeyine bağlanabilir [128,129]. 

 

Literatürdeki bir çalıĢmada stiren monomeri, metil metakrilat, metakrilik asit, 



  
37 

akrilamid, hidroksietilakrilat, dimetilaminoetilmetakrilat ve polidimetilsiloksan gibi 

çeĢitli fonksiyonel monomerler ile dispersiyon polimerizasyonu yöntemiyle 

kopolimerize edilmiĢtir [128]. Bu polimerizasyonlarda etanol dağıtma ortamı, 

azobisizobütironitril baĢlatıcı ve polivinilpirolidon ise stabilizör olarak kullanılmıĢtır. 

Böylece tek basamaklı bir proses ile 2.4-3.7 μm boyut aralığında eĢboyutlu 

mikroküreler elde edilmiĢtir. Sonuçlar partiküllerin ortalama boy ve boy dağılımının 

komonomer türü ile değiĢtiğini göstermiĢtir [128]. 

 

Literatürde türevlendirilebilir formda eĢboyutlu partiküllerin çok basamaklı 

polimerizasyon yöntemleriyle sentezine iliĢkin çalıĢmalar da bulunmaktadır. 

Yapılan bir çalıĢmada, emülsiyon yapıcı madde içermeyen emülsiyon 

polimerizasyonuna dayalı bir yöntem geliĢtirilmiĢtir. Bu yöntemde devam etmekte 

olan kopolimerizasyon sırasında ortamdaki partikül sayısı sabit tutularak, mevcut 

partiküllerin monomer-komonomer karıĢımı ile ĢiĢmesi sağlanmaktadır. Bu sayede 

polistiren-polimetakrilik asit (PS/PMAc), polistiren-polimetakrilat (PS/PMMA), 

polistiren-polihidroksietilmetakrilat (PS/PHEMA) ve polistiren-poliakrilik asit 

(PS/PAAc) eĢboyutlu kopolimer mikroküreler sentezlenmiĢtir [130]. 

 

Ayrıca yapılan diğer bir çalıĢmada çok basamaklı mikrosüspansiyon 

polimerizasyonu yöntemiyle de eĢboyutlu gözenekli ve türevlendirilebilir formda 

partikül üretimi gerçekleĢtirilmiĢtir [129]. Yöntemde çıkıĢ lateksi dispersiyon 

polimerizasyonuyla sentezlenmiĢtir ve elde edilen monodispers özellikteki bu 

partiküller fonksiyonel komonomer, monomer ve baĢlatıcı içeren bir organik faz ile 

oda sıcaklığında ve emülsiyon ortamında ĢiĢirilmiĢtir. Ġkinci basamakta ĢiĢmiĢ 

durumda olan çıkıĢ lateksinin içerisinde fonksiyonel gruba sahip komonomerin 

polimerizasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Burada kullanılan fonksiyonel monomerin su 

içerisindeki çözünürlüğü azaldıkça elde edilen partiküllerin gözenek boyutunda da 

bir azalma gözlemlenmiĢtir. 
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2.5.3. EĢboyutlu ve Gö enekli P rtikül Sente i Ġçin Kull n l n Çok B s m kl  

Mikrosüsp nsiyon Yöntemleri 

Önceleri HPLC kolon dolgu materyali olarak polidispers, yani belli bir boy 

dağılımına sahip partiküller kullanılırken 1990‘lı yıllardan itibaren eĢboyutlu ve 

gözenekli partiküller kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Çünkü bu partiküller ile hazırlanmıĢ 

kolonda, polidispers partiküllerle hazırlanmıĢ kolonlara göre daha yüksek teorik 

kademe sayısı ve daha yüksek pik çözünürlükleri elde edilmiĢtir [131-133]. 

Gözenekli eĢboyutlu polimerik partiküllerin sentezi ile ilgili ilk çalıĢmalar Ugelstad 

tarafından yapılmıĢtır [131]. Bu çalıĢmada 1-100 μm boyut aralığındaki gözenekli 

eĢboyutlu partiküller, stirenin emülsiyon polimerizasyonu ile hazırlanmıĢtır. Elde 

edilen polistiren partiküller ilk önce dodesil klorür ya da dibütilftalat gibi düĢük 

molekül ağırlığına sahip bir organik ajan ile ĢiĢirilmiĢtir. Ġkinci basamak ĢiĢirme 

prosesi monomer ve çapraz bağlayıcı içeren monomer faz emülsiyonunda 

yapılmıĢtır. Polimerizasyon 80ºC‘de ve Na2S2O8‘in baĢlatıcı olarak kullanıldığı 

ortamda gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġnert organik bileĢen ve monomer fazında ĢiĢirilen 

polistiren partikül yapısı içinde polimerizasyon gerçekleĢtirilerek ortalama boyutu 5 

μm olan eĢboyutlu partiküller elde edilmiĢtir. Cheng ise eĢboyutlu ve gözenekli 

formda partikül sentezine yönelik çok basamaklı baĢka bir polimerizasyon yöntemi 

geliĢtirmiĢtir [134,135]. Bu yöntem dört temel basamaktan oluĢmaktadır. Birinci 

basamakta çıkıĢ lateksi, stiren, divinilbenzen ve n-heptan içeren organik faz ile 

sulu emülsiyon ortamında ĢiĢirilmiĢtir. 2,2-azobis-2-metilbütironitril bu organik 

fazda çözülerek, ikinci kademe polimerizasyonunda baĢlatıcı olarak kullanılmıĢtır. 

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

Polywet KX-3 dağıtıcılarını içeren bir emülsiyon yapıcı madde sistemi 

kullanılmıĢtır. Partiküllerin ikinci basamak polimerizasyonu sonucunda 

kremleĢmeleri ve biraraya gelip toplanmalarını engellemek için ĢiĢirme oranı düĢük 

tutulmuĢtur. Oda sıcaklığında ve çalkalamalı sistemde gerçekleĢtirilen organik faz 

ile ĢiĢirme iĢlemini ikinci basamak polimerizasyon iĢlemi takip etmiĢtir. 

Polimerizasyon, azot atmosferinde ve 70 oC sıcaklıkta yapılmıĢtır. Sonuç olarak, 

eĢboyutlu polimerik partiküller, metilen klorür ile ekstrakte edilerek gözenekli 

formda elde edilmiĢtir.  
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Okubo tarafından ise eĢboyutlu ve büyük boyutlu partiküllerin çapraz bağlı formda 

eldesi amacıyla iki basamaklı dinamik ĢiĢme adı verilen baĢka bir polimerizasyon 

yöntemi geliĢtirilmiĢtir [136]. Bu yöntem kapsamında önce dispersiyon 

polimerizasyonu ile 1.9 μm boyutunda eĢboyutlu polistiren partiküller üretilmiĢtir. 

Partiküllerin ĢiĢirilmesi sulu ortamda baĢlatıcı içeren divinilbenzen ile yapılmıĢtır. 

ĠĢlem homojen formda olan ve divinilbenzen içeren etanol-su ortamında 

baĢlamaktadır. ġiĢirme ortamına bir enjeksiyon pompası kullanılarak sürekli olarak 

sabit hızla su beslemesi yapılmaktadır. Böylece dağıtma ortamının polaritesi 

zamanla arttırılmaktadır. Divinilbenzenin dağıtma ortamından ayrılarak eĢboyutlu 

partiküllerin geçiĢi sağlanmaktadır. Dinamik ĢiĢme yönteminde su besleme hızı 

ayarlanarak monodispersite korunmak suretiyle partiküllerin divinilbenzenle 

ĢiĢmeleri sağlanmaktadır. ġiĢirme iĢlemi sonrasında ikinci basamak 

polimerizasyonunda divinilbenzen partiküller içinde polimerleĢtirilmekte ve 4.3 μm 

boyutunda ve çapraz bağlı partiküller elde edilmektedir. BaĢlatıcı olarak benzoil 

peroksit ve stabilizör olarak polivinil alkol kullanılmaktadır. Polimerizasyon 70°C 

sıcaklıkta 24 saat süreyle ve çalkalamalı reaktörlerde gerçekleĢmektedir. 

 

Kromatografik uygulamaya yönelik makrogözenekli eĢboyutlu partiküllerin sentezi 

için bir baĢka yöntem de Frechet ve arkadaĢları tarafından önerilmiĢtir [132,133]. 

Bu yöntemde 1.1 μm boyutundaki eĢboyutlu polistiren çıkıĢ partikülleri emülsiyon 

polimerizasyonu ile üretilmiĢtir. Ġki basamaktan oluĢan bu yöntemde, çıkıĢ 

partikülleri ilk basamakta lauril sülfat içeren sulu ortamda emülsifiye edilmiĢ, dibütil 

ftalat ile oda sıcaklığında sisirilmiĢtir. Ġkinci basamak ĢiĢirme iĢleminde ise 

öncelikle hacimce %50 stiren ve %50 divinilbenzen içeren monomer karıĢımı 

dibütil ftalat ile birlikte yine lauril sülfatın sulu çözeltisinde dağıtılır. Bu monomer 

karıĢımının içerisinde repolimerizasyonda baĢlatıcı olarak kullanılan benzoil 

peroksit de vardır. Ġlk basamak ĢiĢme iĢleminde elde edilen ve dibütil ftalat içeren 

polimerik partiküller ikinci basamakta hazırlanan emülsiyon ile tekrar oda 

sıcaklığında etkileĢtirilir. Organik fazın tamamının partiküllere transfer olmasının 

ardından elde edilen süspansiyon ortamına stabilizör olarak polivinil alkol ve ikinci 

basamak polimerizasyonunda yeni partikül oluĢumunu engellemek için suda 

çözünen inhibitor olarak sodyum nitrat eklenmiĢtir. Monomer karıĢımının diluent 

varlığında partiküller içinde polimerizasyonu ile 7.4 μm boyutundaki eĢboyutlu 
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partiküller çapraz bağlı formda sentezlenmiĢtir. Partiküller toluen ile ekstrakte 

edilmiĢ ve gözenekli yapının oluĢması sağlanmıĢtır. 

 

 

2.6. Hidrofilik EtkileĢim Krom togr fisi 

2.6.1. GiriĢ 

Hidrofilik etkileĢim kromatografisi polar formda moleküllerin,  hidrofilik ligand içeren 

sabit faz kullanılarak  ayrılmasını sağlayan yeni bir kromatografik yöntemdir. Sıvı 

kromatografisi teknikleri içerisinde ters faz kromatografisi (reversed phase 

chromatography, RPC), iyon değiĢim kromatografisi (ion-exchange 

chromatography, IEC) ve büyüklükçe etkileĢim kromatografisi (size exclusion 

chromatography, SEC) yöntemlerine göre geliĢtirilmiĢ en yeni kromatografik mod 

olma özelliğine sahiptir [137-140].  

 

Ters faz kromatografisi (RPC), günümüzde sıvı kromatografisi yöntemleri arasında 

en yaygın kullanılan tekniktir. Ancak polar formda olan bileĢiklerin ters faz 

kolonlarında analit ile sabit faz arasındaki polarite farkından ötürü düĢük alıkonma 

süresine sahip olmaları bu tür bileĢiklerin RPC ile ayrımını zorlaĢtırmaktadır. 

HILIC‘te  hidrofilik ligand içeren sabit faz kullanımı nedeniyle, sabit faz ile hidrofilik 

formdaki polar analitler arasında baskın bir etkileĢim olmaktadır. EtkileĢimin 

gücüne bağlı olarak analitler, en apolardan polara doğru artan sürelerde kolondan 

çıkmakta ve klasik kromatografik tekniklere kıyasla çok daha kolay 

ayrılabilmektedir. Bunun  yanı sıra normal faz sıvı kromatografisinde çözünemeyen 

polar analitlerin ayırımında ve ayrıca zwitteriyonik yapıda sentezlenebilen kolonlar  

kullanılarak  hem iyonik etkileĢim hem de hidrofilik etkileĢim metodu ile  ayrılabilen 

analitlerin ayırımında da kullanılmaktadır. Böylece HILIC, en yaygın kromatografik 

tekniklerden biri olan ters faz kromatografisine alternatif, polar analit tayinine 

yönelik yeni bir kromatografik yöntem olarak ortaya çıkmıĢtır [141-146].  

BaĢlangıçta polar bileĢen analizi için RPC‘ye alternatif bir kromatografik teknik 

olarak ortaya atılan HILIC tekniğinin popülaritesi, tekniğin farklı türde analitlerin 

özellikle polar biyokimyasalların (karbohidrat, nükleotid, nükleosid, aminoasitler ve 

peptid türü moleküller) analizine uygulanması konusundaki esnekliğinin 

farkedilmesiyle önemli ölçüde bir artıĢ göstermiĢtir [139, 147-157].  
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2.6.2. Tarihi 

Özellikle karbohidrat türü moleküllerin analizine yönelik ilk çalıĢmalar, 40 yıl 

öncesinden yapılmıĢ olmasına rağmen, hidrofilik etkileĢim kromatografisi 

(Hydrophilic interaction chromatography, HILIC) kavramı ilk kez 1990 yılında Alpert 

tarafından tanımlanmıĢtır [150,158,159].  HILIC moduna gore yapılan ilk 

kromatografik çalıĢma 1975 yılında Ģekerin ve oligosakkaritlerin analizi olsa da 

hidrofilik sabit faz ile birlikte ―düĢük deriĢimde su içeren organik çözücü kullanımı‖ 

düĢüncesi 1950‘lere dayanmaktadır [150, 159,160]. Alpert ilk kez HILIC‘in yaygın 

kullanılan tekniklerden farkını açıklayan düĢünceler ortaya koymuĢtur [158]. 

Gregor, ilk kez hidrofilik sabit faz üzerinde su için zengin bir tabaka varlığını 

kanıtlamıĢtır [161]. 1975‘te Linden ve arkadaĢları tarafından yapılan çalıĢmada 

asetonitril/su hareketli fazı kullanılarak amino-silika bazlı sabit faz ile karbonhidrat 

ayrımı gerçekleĢtirilmiĢtir [150]. Bunu takiben Rabel ve arkadaĢları tarafından 

1976‘da yüksek asetonitril deriĢimi kullanılarak Ģekerlerin ayrımı HILIC modunda 

gerçekleĢtirilmiĢtir [159].   

 

2.6.3. Mek ni m s  

 

Yöntem çoğunlukla, % 5-40 aralığında su içeren asetonitril bazlı (kısmen apolar) 

bir hareketli faz kullanılarak, iyonik gruplar içeren hidrofilik bir yüzeye sahip sabit 

faz ile, polar formdaki analitlerin kolon materyali ile aralarındaki hidrofilik etkileĢim 

farkına bağlı olarak ayrılması prensibine dayanmaktadır [137].  

 

HILIC‘in ayırma mekanizması sabit fazın üzerindeki polar grupların hareketli 

fazdaki su moleküllerini kendilerine çekmeleri ve böylece yüzeyde bir hidrofilik bir 

tabaka oluĢumu temeline dayanmaktadır (ġekil 2.16)  Daha polar bileĢikler sabit 

sulu tabaka ile daha güçlü etkileĢim göstermekte ve kolonu daha geç terk 

etmektedir [141,144]. 
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ġekil 2.16. Polar sabit faz yüzeyinde, asetonitril ile zengin hareketli faz kullanımı 

sırasında su moleküllerinin oluĢturduğu tabaka. 

 

2.6.4. HILIC için Kull n l n Hareketli Faz ve Sabit Fazlar 
 

2.6.4.1. Hareketli faz 
 

Polar ve hidrofilik analitlerin ayırımında oldukça güçlü olduğu kanıtlanan HILIC 

sisteminde sabit faz genelde silika üzerinde siyano amino, diol gibi polar gruplar 

içerir. Hareketli fazda ise düĢük deriĢimde su ve polar çözücü bulunur ve sabit faza 

göre daha az polardır. Genellikle asetonitril ve düĢük deriĢimde su içeren karıĢım 

hareketli faz olarak kullanılmaktadır [140,158,163]. Aynı zamanda 2-propanol ve 

dioksan gibi su ile karıĢan çözücülerde kullanılabilmektedir.  Ancak bu tür viskoz 

hareketli fazların kullanımı ayırma verimini düĢürmektedir [137,164,165,169]. ġekil 

2.17‘de HILIC kolonunda polar organik çözücülerin  vitaminlerin ayrımındaki etkisi 

gösterilmektedir. Asetonitril kullanımı ile diğer polar çözücülere kıyasla daha 

yüksek çözünürlükte ve yüksek ayırma verimi ile pikler elde edildiği görülmektedir 

[169]. 
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ġekil 2.17. HILIC kolonunda kullanılan polar organik çözücülerin vitamin ayrımı 

üzerine etkisi. Analiz koĢulları: kolon: Inertsil Diol (150 mm x 4.6 mm, 5 m), 

hareketli faz: 90/10 v/v organik çözücü/amonyum asetat (10 mM, pH 5.0). 

Analitler: (1) nikotinamid, (2) piridoksin (3) riboflavin (4) nikotinik asit (5) L-askorbik 

asit (6) tiyamine. Organik çözücüler: MeOH: metanol, IPA: izopropanol, ACN: 

asetonitril, THF: tetrahidrofuran [169]. 

 

HILIC‘te düĢük su deriĢimi ve yüksek deriĢimde organik çözücü kullanımı, elektron 

iyonlaĢma kütle spektrometresinin (ESI-MS) analitlere olan duyarlığını 

arttırmaktadır [166-168]. Ayrıca hareketli fazın yüksek organik içeriğinden ötürü 

kolon geri basıncı düĢüktür ve bu özellik kolonun yüksek akıĢ hızlarında 

çalıĢmasını kolaylaĢtırarak analiz süresini kısaltmaktadır. HILIC‘te sabit fazın ve 

analitlerin polaritesinin artması, hareketli fazın polaritesinin azalması, analitlerin 

alıkonmasını arttırmaktadır. Hareketli faz polaritesi, pH‘ı, sabit faz türü, akıĢ hızı 

gibi parametreler HILIC sisteminde yüksek performans ile bir kromatografik ayrım 

gerçekleĢtirmek için oldukça önemlidir.  Bu yöntemde hareketli faz içerisindeki su 

deriĢiminin hacimce %5-40 arasında olması gerekmektedir. Hareketli faz olarak 

sıklıkla kullanılan asetonitril deriĢimi genellikle hacimce %95-60 arasındadır [137, 

142, 144, 170]. 
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Hareketli faz içerisinde tampon ve asit kullanımı da kromatografik analizi etkileyen 

diğer bir parametredir. Kromatografik analiz sırasında analitler asit ayrıĢma 

değerlerine (pKa) göre hareketli faz pH‘ına bağlı olarak iyonize olurlar. Meydana 

gelen elektrostatik etkileĢim sabit faz üzerine analit adsorpsiyonunu ve buna bağlı 

olarak analitlerin alıkonma sürelerini etkilemektedir [169]. 

 

 

2.6.4.2 Sabit Faz 
 

2.6.4.2.1. Silik  ve Polimerik B  l  P rtikül Formund  S bit Fazlar 
 

Günümüzde HILIC için yeni ayırma ortamlarının geliĢtirilmesine yönelik yoğun bir 

araĢtırma aktivitesi sözkonusudur [137,143,171,172]. HILIC için üretilen ve 

kullanımda olan sabit fazlar çoğunlukla silika partikül bazlı olup, klasik HPLC 

sisteminde kullanıma yöneliktir [173]. Son yıllarda üretilmiĢ silika bazlı bazı HILIC 

kolonları ve içerdikleri kromatografik ligandlar Çizelge 2.5‘te sunulmaktadır [45]. 

Buradan görüldüğü gibi, katyonik formda aminoalkil, zwiteriyonik formda 

sülfobetain ve nötral formda hidroksalkil türü polar ligandlar silika partikül içeren 

HILIC kolonlarında kullanılmaktadır. Bu kolonların tamamına yakınının klasik 

HPLC sisteminde kullanıma uygun olarak üretildiği tekrar not edilmelidir [45]. The 

U.S. Food and Drug Administration (FDA), melamin ve siyanürik asit kalıntılarının 

eĢ zamanlı tayini için, ZIC®-HILIC kromatografi kolonunun kullanıldığı bir yöntem 

geliĢtirdiğini açıklamıĢtır.  

 

Silika partikül bazlı HILIC kolonlarının sentezine yönelik ilk çalıĢmalar 2006 

yılından itibaren literatüre girmiĢtir. Bu çalıĢmalarda, gözenekli silika mikroküreler 

üzerine, polimerik formda hidrofilik ligandlar ―katı faz üzerine graftlama‖ ile 

takılmıĢtır. Bu kapsamda silika partiküller üzerine [N,N-dimetil-N-

(metakriloksietil)amonyum]propan sülfonat (DMAPS), 2-metakriloksietil fosforilkolin 

(MEPC) gibi monomerler atom transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) ile graft 

edilerek zwitteriyonik formda polimerik ligand içeren HILIC sabit fazları 

hazırlanmıĢtır [50,137]. Ayrıca, Irgum ve arkadaĢları tarafından DMAPS monomeri, 

tersinir katılma-ayrıĢma içeren zincir transfer polimerizasyonu (reversible addition-

fragmentation chain transfer polymerization, RAFT) yöntemi ile silika partiküllerin 
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yüzeyine graftlanarak, yine sülfobetain türü zwitteriyonik formda HILIC sabit faz 

sentezi gerçekleĢtirilmiĢtir [52]. Aynı grup silika mikroküreler üzerine sorbitol 

metakrilat graft ederek hidroksialkil gruplu polimerik ligand içeren HILIC sabit faz 

sentezini gerçekleĢtirmiĢtir [51]. 

 

Çizelge 2.5. Klasik HPLC sistemi için son yıllarda geliĢtirilen ve silika partikül 

içeren bazı HILIC kolonları ve taĢıdıkları kromatografik ligandlar [45]. 

Sabit Faz 
Türü 

Ligand Y p  Kolon Ad  

Nötral 

Amid 

 

BEH Amid 

Siyano 
 

YMC-Pack 
Cyan 

Diol 

 

Inertsil HILIC 

Pozitif 
yüklü 

Amino 

 

YMC-Pack 
Amino 

Triazol 

 

CosmosilHILI
C 

Zwitter- 
iyonik 

Sülfobetain 

 

ZIC-HILIC 

Fosfokolin 

 

Shiseido PC 

HILIC 

 

2010 yılında, silika mikroküreler üzerine poli(epoksipropil metakrilat) graft edilerek, 

epoksipropil grubu üzerinden yapıya trishidroksimetilaminometan bağlanmıĢ ve 

böylece yine hidroksialkil fonksiyonel grubu içeren nötral sabit faz sentezi yapılmıĢ 

ve HILIC modunda baĢarıyla kullanılmıĢtır [47].  Ayrıca 2011 yılında, aminoglikoz 
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grubu içeren ligand, Huisgen-kimyası (click chemistry) ile silika partikül yüzeyine 

bağlanmıĢ ve sabit faz HILIC ile amino asit ayrımı için kullanılmıĢtır [49]. 2012 

yılında yine Huisgen-kimyası (click chemistry) ile L-azidolisin, silika partiküllerin 

yüzeyine kovalent olarak bağlanmıĢ ve sentezlenen sabit faz ile polar analitlerin 

kromatografik ayrımı gerçekleĢtirilmiĢtir [174]. Son zamanlarda hidrofilik sabit faz 

sentezinde tiyol-en kolay bağlanma reaksiyonları kullanılmaya baĢlanmıĢtır 

[175,176]. Liang ve arkadaĢları tarafından tiyol-en kolay bağlanma reaksiyonları ile 

silika partikül yüzeyine sistein bağlanmıĢ ve hazırlanan zwitteriyonik hidrofilik sabit 

faz ile polar analitlerin kromatografik analizleri yapılmıĢtır [175]. Bir baĢka 

çalıĢmada yine tiyol-en kolay bağlanma reaksiyonları kullanılarak imidazolyum 

bazlı zwitteriyonik sabit faz sentezi gerçekleĢtirilmiĢ ve sentezlenen partiküller 

nükleosidlerin, nükleik asitlerin, organik asitlerin ve vitaminlerin ayrımında 

baĢarıyla kullanılmıĢtır [176]. 2014 yılında poli(2-viniloksazolin) silika partiküllerin 

yüzeyine graftlanarak nükleosidlerin kromatografik ayrımında kullanılmıĢtır [170]. 

Kuroda ve arkadaĢları tarafından amino grubu bağlanan silika partiküller ile L-

Gluten ve L-Aspartic asit‘in  karboksil grupları arasında amid bağı oluĢturularak 

yeni bir silika bazlı sabit faz sentezlenmiĢ ve oluĢan sabit faz hidrofilik etkileĢim 

kromatografisi modunda polar analitlerin ayrımında kullanılmıĢtır [177] 

 

Yapılan literatür taraması ile klasik HPLC sistemi için polimerik partikül bazlı HILIC 

sabit fazlarının sentezine yönelik sınırlı sayıda çalıĢma bulunmuĢtur. Ġlkinde 

gözenekli ve eĢboyutlu poli(klorometilstiren-co-divinilbenzen) partiküller üzerine 

ATRP ile 2-hidroksil-3-[4-(hidroksimetil)-1H-1,2,3-triazol-1-]propil 2-metakrilat graft 

edilerek, triazol grubu içeren sabit faz sentezi yapılmıĢ, nükleotid ve nükleosidlerin 

kromatografik ayrımında baĢarıyla kullanılmıĢtır [60]. Yine aynı grup tarafından 

eĢboyutlu-gözenekli poli(glisidil metakrilat) bazlı partiküller üzerine poli(vinil 

tetrazol),  ATRP ile graft edilerek elde edilen sabit faz HILIC ile nükleosid 

ayrımında kullanılmıĢtır [61]. Tuncel ve grubu tarafından 2014 yılında polimerik 

bazlı hidrofilik sabit faz sentezine yönelik iki çalıĢma yapılmıĢtır [178,179]. Ġlkinde 

poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller üzerine hidrofilik formdaki kromatografik ligand 

(katyonik formda polietilenimin (PEI)), reaktif kloropropil grubu üzerinden kovalent 

olarak bağlanmıĢ ve sentezlenen partikül formundaki sabit faz, mikro-sıvı 

kromatografisi sisteminde HILIC modunda nükleotid, nükleosid ve organik asit 
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ayrımında kullanılmıĢtır [178]. Diğer bir çalıĢmada baĢlatıcı içeren poli(GDMA-co-

GDGDA) partiküller üzerinde, 2-metakriloksietildimetil(3-sülfopropil)amonyum-

hidroksit (MESH)‘in atom transfer radikal polimerizasyonu ile zwitteriyonik formda, 

moleküler fırça türü ligand içeren partiküller elde edilmiĢtir [179]. GeliĢtirilen 

kolonların nükleosid, organik asit ve polar akrilik bileĢenlerin ayırımında HILIC 

modu için mikro sıvı kromatografisi sisteminde kullanılabileceği gösterilmiĢtir [179]. 

 

2.6.4.2.2. Silika ve Polimerik B  l  Monolit Formund  S bit Fazlar 

 

Monolitik formda HILIC sabit fazlarının sentezine yönelik çalıĢmaların tamamı 

mikrosıvı kromatografisi sistemine yönelik olarak yapılmıĢtır. Bu çalıĢmalar silika 

bazlı ve polimer bazlı monolitik kapiler kolonlar olarak 2 ayrı kategoride 

düĢünülebilir.  

 

HILIC için sentezlenen ―silika bazlı kapiler monolitik kolonlar‖ ile ilgili ilk çalıĢmalar 

literatüre 2007 yılından itibaren girmiĢtir [6,180-185]. Bu çalıĢmaların ilkinde 

poli(akrilik asit) ligand taĢıyan silika monolit mikro-sıvı kromatografisi sisteminde 

baĢarıyla kullanılmıĢtır [180]. 2010 ve 2011 yıllarında ise, kitosan, 

metilimidazolyum ve zwitteriyonik bazlı hidrofilik ligandlar içeren silika monolitler 

sentezlenmiĢtir [6,181,182]. Ayrıca yine zirkonyum oksit bazlı kapiler monolitin 

mikro-sıvı kromatografisi sisteminde HILIC için kullanımını içeren bir çalıĢma 2010 

yılında yayınlanmıĢtır [183]. Silika mikrokürelerin aglomerasyonu veya oktadesil 

grubu içeren silika bazlı monolitlerin hidrofilizasyonu ile de HILIC için monolitik 

formda kapiler kolonlar hazırlanmıĢtır [184,185].  

 

Literatürde 2007 yılından itibaren HILIC için ―polimer bazlı kapiler monolitik  

kolonlar‖ üzerine çalıĢmalar görülmektedir [186]. Bu kapsamda N,N-dimetil-N-

metakriloksi-N-(3-sulfopropil)amonyum betain ve etilen dimetakrilatın termal 

kopolimerizasyonu ile iç çapı 100 m olan kapiler silika tüp içerisinde monolitik  

kapiler kolon üretilmiĢtir. HILIC ile oligonükleotid ayrımı için N-(hidroksimetil) 

metakrilamid (HMMAA) ve etilen dimetakrilatın kopolimerizasyonu ile yeni bir 

kapiler monolitik kolon geliĢtirilmiĢtir [187]. Monomer olarak 2-metakriloksietil 

fosforilkolin (MPC) ve [2-metakriloksietil]dimetil-(3-sulfopropil)amonyum hidroksit, 
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çapraz bağlayıcı olarak etilen dimetakrilat kullanımıyla, polimerik formda HILIC 

kapiler monolitleri elde edilmiĢtir [188,189]. Ayrıca 2-

(metakriloksi)etiltrimetilamonyum metil sulfat (META)-pentaeritrol triakrilat (PETA) 

ve N,N-dimetil-N-metakriloksietil-N-(3-sulfopropil)amonyum betain-poli(etilen glikol) 

diakrilat monomer-çapraz bağlayıcı çiftlerinin kullanılmasıyla HILIC modunda polar 

bileĢiklerin ayrımı için kapiler monolitik kolonlar elde edilmiĢtir [190,191]. 

Literatürde farklı hidrofilik ligand bağlı metakrilat bazlı monolitik yapıların sentezi 

ve HILIC modda sıvı kromatografisinde kulllanımı yaygın olarak çalıĢılan konular 

arasındadır [192-198]. 

 

 

2.6.5. Liter türde Kull n l n HILIC Kolonl r n n Perform nsl r  ve Uygulama 

Al nl r  

 

Diğer kromatografik tekniklere göre önemli avantajlara sahip olan HILIC 

kolonlarının geliĢtirilmesinin ticari ve bilimsel alanda günümüzün popüler 

konularından biri olduğu görülmektedir [169, 199].  

 

HILIC genelde polar  analitlerin ayrılmasında kullanılmaktadır [200]. Bu kapsamda 

yaygın olarak aĢağıdaki analit grupları kullanılmaktadır.  

  

 Biyolojik aktif bileĢikler 

 Antibiyotikler 

 Nükleotidler 

 Nükleosidler 

 Suda çözünen vitaminler 

 Ġlaç metabolitleri 

 Nörotransmiterler 

 Aminoasitler  

 Peptidler 

 Oligosakkaritler 

 RPC‘de alıkonamayan polar bileĢikler 
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Polar analitlerin HILIC modunda kromatografik ayrımında kullanılan kolonların 

analiz koĢulları ve elde edilen sonuçlar Çizelge 2.6‘da verilmektedir.       

 

Günümüzde ilaç endüstrisi, gıda analizleri ve biyokimyasal araĢtırmalar gibi pek 

çok alanda kullanılmak üzere silika ve polimerik partikül bazlı HILIC kolonları 

üretilmektedir [144,205-207]. Merck firması ürettiği silika ve polimerik partikül bazlı 

HILIC kolonlarını uygulama alanlarına göre iyon, melamin analizi ve peptid 

analizinde kullanılan kolonlar Ģeklinde sınıflandırmıĢtır. Firmanın ZIC®-pHILIC 

adını verdiği polimer bazlı kolonlar polar bileĢiklerin ayrımında geniĢ pH aralığında 

uygun tampon sistemi ile kullanılabilmektedir. ZIC®-pHILIC kolonları, zwitteriyonik 

fonksiyonel grup bağlı 5 µm boyutunda polimerik partiküller ile doldurulmuĢ olup,  

özellikle nükleosid ve nükleotidlerin kromatografik analizlerinde kullanılmaktadır 

[144].  Bunun yanı sıra SeQuant® firması ZIC®-HILIC adını verdiği farklı bir kolon 

daha geliĢtirerek kolonun  glikanların ve glikopeptidlerin ayrımı için önermiĢtir [144, 

205-207]. Çizelge 2.7‘de HILIC ticari kolonlarının yaygın uygulama alanları 

verilmektedir. Buradan görüldüğü gibi kolonlar, biyolojik uygulamalar, gıda ve ilaç 

analizi için nükleobaz, nükleosid ve nükleotiderin analizlerinde kullanılmaktadır 

[194].
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Çizelge 2.6. Polar analitlerin HILIC modunda kromatografik ayrımında kullanılan 

kolonların analiz koĢulları ve elde edilen sonuçlar [171] 

 

Sabit faz               Analitler                       Analiz                    Kademe              Ref                 
                                                                         koĢull r                        yüksekliği 
_________________________________________________________________ 
 

Silika        aromatik karboksilik asit         85% ACN-                 10 m               [148] 
            20mM AB,UV 

  

             nükleik bazlar ve nükleosidler    85% ACN-              10-12 m             [148] 
                                                             20mM AB,UV 
 

Amino-silika   aromatik karboksilik asit   85% ACN-                44-60 m           [148]      
            20mM AB,UV 

  

                        nükleik bazlar ve             85% ACN-               14-20 m            [148] 
                         nükleosidler                 20mM AB,UV 
  

                            peptitler                        92% ACN-               22-95 m           [201] 
                                                              2.5mM AB,UV 
 

           amino asitler                   60% MeOH             58-100 m          [202] 
                                                                   ESI-MS 
 

Sulfobetain   aromatik karboksilik asit     85% ACN-              12-21 m             [148]      
                                                                5mM AB,UV 
  

 morfin                 %70 ACN 15 m              [203] 
                 20mM AB,UV 

 

                            peptitler                        70% ACN-               33-56 m           [203] 
                                                               50mM AB,UV 
 

          nükleik bazlar ve             85% ACN-                17-21 m           [148] 
                         nükleosidler                 20mM AB,UV 
 

                                                                 70% ACN-               36-84 m           [203] 
                                                              100mM AB,UV 
 
 

Triazol                     okzalik asit                      %50 ACN              11 m               [204] 
                                                           10mM PB (pH 7),UV 
 

                                benzoik asit                   %50 ACN              17 m               [204] 
                                                              10mM AB, UV 
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Çi elge 2 6  dev m ediyor 
_________________________________________________________________ 
Sabit faz               Analitler                       Analiz                    Kademe              Ref                 
                                                                         koĢull r                        yüksekliği 
_________________________________________________________________ 
 

                                        üridin                       %90 ACN 14 m         [204] 
                                                              10mM AB, UV 
 

                                  sitidin                      %80 ACN  21 m         [204] 
                                                              10mM AB, UV 
 

Poly(HTMA)-g-        guanozin                    %90 ACN 134 m  [60] 

poly(CMS-co-DVB)                        20 mM amonyum format 
partiküller     
 

 sitozin 321 m  [60]
   
       

  uracil 367 m  [60]
  

 
  

Poly(VT)-g-              sitidin                        %95 ACN  373 m          [61] 
poly(GMA-co-                                   20 mM amonyum format     
EDMA)                        
partiküller            

 sitozin  462 m  [61]     
  

                             adenozin  615 m         [61] 
_________________________________________________________________ 

AB: amonyum asetat tamponu, PB: sodium fosfat tamponu, MeOH: Metanol, ACN: 
asetonitril 
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Çizelge 2.7. HILIC ticari kolonların nükleobaz, nükleosid ve nükleotid analiz 

uygulamaları [194] 

________________________________________________________________________________ 

      Uygulama             Kolon                Kaynak                 
_________________________________________________________________ 
 

Ġdrarda ve serumda nükleosid analizi KINETEZ HILIC   [208] 

Ġdrarda nükleosid analizi        PHA           [209] 

Kanser hastaları için idrarda nükleobaz     ZIC-HILIC  [210] 
ve nükleosid analizi      
 
Yapay ortamda hazırlanmıĢ doku örnekleri            ZIC-pHILIC                        [205] 
ya da bakteri  örneklerinde nükleotid analizi   
 
Ganedorma (mantar) kalitesini araĢtırmak için      ZIC-HILIC                          [211] 
yapılan nükleobaz ve nükleosid analizleri    
 
DNA‘da  6-tiyoguanin analizi                                  HILIC BEH          [212] 
 
Bebeklerde nükleotid analizi TSK-Gel-NH2-100 [213] 
_________________________________________________________________ 
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2.7. C nl /Kontrollü R dik l Polimeri  syon Teknikleri (Living/Controled 

Radical Polymerization Techniques) 

 

2.7.1. Mekanizma 
 

YaĢayan polimerizasyon reaksiyonları olarak da bilinen kontrollü radikal 

polimerizasyonu mekanizmaları, polimer molekülünün kontrollü büyümesini 

sağlamakta ve istenilen molekül ağırlığını elde etmeye yarayan farklı 

polimerizasyon mekanizmalarını içermektedir. Polimerizasyon mekanizmalarında 

büyüyen polimer zincirinin sonlanma adımı ortadan kaldırıldığı için yöntem 

‗yaĢayan‘ ismini almıĢtır. Sonlanma ve baĢlama basamakları dıĢ etkiyle kontrollü 

bir Ģekilde yapılır. Bu sayede polimerin molekül ağırlığı ve polimer  zincir sonu 

grupları kontrol edilir [214-217]. Kontrollü büyüme mekanizmaları sayesinde farklı 

monomerler eklenerek kontrollü blok kopolimerler elde edilebilir [217-221]. 

Sonlanma ve zincir transferi reaksiyonlarının olmadığı yaĢayan polimerizasyon 

mekanizmalarında polimer zincirinin büyüme hızı sabittir ve reaksiyon sonunda 

elde edilen polimer moleküllerinin zincir büyüklükleri birbirine çok yakındır; yani 

monodisperse yakın molekül ağırlığı dağılımı vardır. Bütün monomerler tükenene 

kadar polimerizasyon reaksiyonu devam eder ve molekül ağırlığı polimer 

dönüĢümü ile doğrusal bir bağıntı içindedir [217-221] . 

 

Kontrollü radikal polimerizasyonların avantajları Ģunlardır [214-221]: 

 

-molekül ağırlığının polimer dönüĢümüyle doğrusal bağıntı içinde olması, 

dolayısıyla istenilen molekül ağırlığının elde edilmesi, 

- monodisperse yakın dar bir molekül ağırlığı dağılımı elde edilmesi, 

- zincir sonunda fonksiyonel gruplara sahip polimerler elde edilmesi, 

- polimer moleküler mimari yapısının kontrol edilmesi (blok kopolimerler), 

- Yıldız (star), petek (comb), fırça (brush), kurtçuk (worm) veya graft mimariye 

sahip polimerlerin sentezinde moleküler yapıların elde edilmesi. 

 

Bu tür polimerizasyon reaksiyonlarının kullanımı özellikle blok kopolimerlerin 

sentezinde yaygındır. Reaksiyonun istenilen adımında farklı monomerler eklenerek 

di- ya da tri- blok kopolimerler elde edilebilir [214-221]. Kontrollü radikal 

http://www.polimernedir.com/polimer-nedir-2/#molekulagirligi
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polimerizasyonları ilk kez Michael Szwac tarafından 1956 yılında stirenin alkali 

metaller ile THF‘te anyonik polimerizasyonu sırasında kullanılmıĢtır [222]. Daha 

sonraki yıllarda teknik geliĢtirilerek, çeĢitli mekanizmalar tanımlanmıĢtır. Bunlar Ģu 

Ģekilde sıralanmaktadır [223]: 

 

 EĢleĢme ile Tersinir Deaktivasyon (Kararlı Serbest Radikal Polimerizasyonu 

-SFRP) [224]. 

 Dejeneratif Transfer (Tersinir Katılma-AyrıĢma Zincir Transfer 

Polimerizasyonu-RAFT) [225]. 

 Atom Transferi ile Tersinir Deaktivasyon (Atom Transfer Radikal 

Polimerizasyonu -ATRP) [226, 227]. 

 

2.7.2. Tersinir K t lm -Ayr Ģm  Zincir Tr nsferi Mek ni m s  (Reversible 
Addition Fragmentation Chain Transfer Polymerization, RAFT) 
 

Tersinir Katılma-AyrıĢma Zincir Transferi mekanizması uluslararası literatürde 

Reversible Addition Fragmentation Chain Transfer (RAFT) adıyla anılmakta ve 

RAFT olarak kısaltılmaktadır. RAFT polimerizasyonunda dityoesterler, 

dithiokarbamateler, tritiyokarbonatlar ve ksantat (xanthate) gibi tiyokarboniltiyo 

bileĢikleri kullanılarak tersinir zincir transferi mekanizması harekete geçirilir. Çok 

yönlü kullanılabilen polimerizasyon reaksiyonlarından biridir. Farklı fonksiyonel 

gruplara sahip monomerlere ve çözücülere karĢı toleranslıdır ve geniĢ bir sıcaklık 

aralığında reaksiyonu yürütmek mümkündür. Diğer radikal polimerizasyon 

mekanizmalarında olduğu gibi RAFT mekanizmasında da baĢlatıcı, monomer, 

sıcaklık ve çözücü kullanılır. Bunlara ek olarak zincir transfer  ajanına ihtiyaç vardır 

[225]. 

 

RAFT mekanizmasının ATRP‘ye göre en büyük avantajı birçok farklı monomerin 

polimerizasyonunda kullanılabilmesidir. RAFT ile polimerize edilen belli baĢlı 

monomerler stiren ve türevleri, akrilat, akrilamid, metakrilat, metakrilamid, 

bütadien, vinil asetat ve vinilpirolidon Ģeklinde sıralanabilir [225]. Bütün kullanım 

avantajının yanı sıra RAFT‘ın bir takım dezavantajları da bulunmaktadır [225]: 

 

 

http://www.polimernedir.com/polimer-kimyasi/kontrollu-polimerizasyon-mekanizmalari/kararli-serbest-radikal-polimerlesmesi/
http://www.polimernedir.com/polimer-kimyasi/kontrollu-polimerizasyon-mekanizmalari/tersinir-eklenme-fragmantasyon-zincir-transferi-raft/
http://www.polimernedir.com/polimer-kimyasi/kontrollu-polimerizasyon-mekanizmalari/tersinir-eklenme-fragmantasyon-zincir-transferi-raft/
http://www.polimernedir.com/polimer-kimyasi/kontrollu-polimerizasyon-mekanizmalari/atom-transfer-radikal-polimerlesmesi-atrp/
http://www.polimernedir.com/polimer-kimyasi/kontrollu-polimerizasyon-mekanizmalari/atom-transfer-radikal-polimerlesmesi-atrp/
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-Ġçinde bakır ya da diğer metallerin bulunduğu polimerlerin sentezinde 

kullanılamaz. 

 

- Moleküler yapıların bazılarını, örneğin yıldız polimerleri, RAFT ile elde etmek çok 

kolay değildir, ancak gerekli olan RAFT ajanı sentezlendiği sürece her tür yapı 

elde edilebilir. 

 

-RAFT sentezinde kullanılan kimyasallar ticari olarak bulunmaz ve bu sebeple 

RAFT sentezi kullanılacağı zaman bütün kimyasallar ve ajanlar sentezlenmelidir. 

(Bazı firmalar bu kimyasalları satıĢa sunmakta olsalar bile RAFT endüstriyel 

alanda daha yaygınlaĢmadığı için fiyatları oldukça yüksektir). 

 

-ATRP ile elde edilen polimerlerin yeĢil renge sahip olması gibi, RAFT ile 

sentezlenen polimerlerde de dityoester grupları bulunduğu için koku ve renk 

(pembemsi kırmızı, sarı) gözlemlenir. Ancak bu sorunu gidermek, basit bir 

reaksiyon basamağı ile mümkündür. 

 

1990‘lı yıllarda Sawamoto ve grubu ile Matyjaszewski ve grubu birbirlerinden 

bağımsız olarak ATRP tekniğini geliĢtirmiĢlerdir. Bu teknik olağanüstü bir buluĢ 

olarak kabul görmüĢ ve birçok grup tarafından polimerizasyonlarda kullanılmaya 

baĢlanmıĢtır [226-228]. 

 

2.7.3. Atom Radilkal Transfer Polimerizasyonu (Atom Transfer Radical 

Polymerization, ATRP) 

 

Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu (ATRP) ilk kez 1995 yılında tanıtıldıktan, 

Matzasyewski ve grubu ile Sawamoto ve grubu  tarafından geliĢtirildikten sonra 

kontrollü radikal polimerizasyon mekanizmaları  içerisinde en etkili ve en yaygın 

olarak kullanılan yöntemlerden biri haline gelmiĢtir. [229]. ATRP mekanizması ile 

geniĢ bir monomer spektrumu (stiren, akrilonitril, akrilat/metakrilat bazlı 

monomerler) polimerizasyon için kullanılabilir. Kullanılan özel metal katalizör 

bileĢikleri sayesinde farklı monomerler büyüyen polimer zincirine eklenebilir ve 

yeni kopolimerler elde edilebilir. Bu mekanizma, sıcaklık gibi reaksiyon 
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parametrelerinin kontrolü ile kolayca durdurulup yeniden baĢlatılabilir [230]. 

 

Yöntemin özelliği, çok dar bir molekül ağırlığı dağılımı ile istenilen molekül 

ağırlığında polimerlerin üretilebilmesidir. Sentezlenen polimerin kendisinin bir 

―makro baĢlatıcı‖ olarak davranması nedeniyle, yöntem bir ―canlı polimerizasyon‖ 

yöntemi olma özelliğini taĢımaktadır. Bir baĢka deyimle, polimerizasyon 

tamamlandıktan sonra ortama yeni veya aynı türde bir monomer ilavesiyle 

polimerizasyon tekrar baĢlatılabilmekte ve kontrollü olarak polimerik zincir 

istenildiği ölçüde uzatılabilmektedir. Bu yöntemle üretilen polimerlerin, 

polidispersite indeksleri çoğunlukla 1.5 değerinin altında olup, polimerizasyon 

koĢullarının ayarlanması ile polimerizasyon sırasında molekül ağırlığı iyi kontrol 

edilebilmektedir. Böylece hedeflenen molekül ağırlığına bütün polimer zincirleri 

yaklaĢık aynı uzunlukta olacak Ģekilde ulaĢılabilmektedir  [218,220]. Bilinen radikal 

polimerizasyonunda, radikalik gruplar kullanılarak baĢlama sağlanmakta, bu zincir 

basamağını ilerleme ve sonlanma mekanizmaları takip etmektedir. Klasik radikalik 

polimerizasyonda radikaller kp ve kt hız sabitleri ile ilerlemekte ve sonlanmaktadır 

(ġekil 2.18) [223]. 

 

 
ġekil 2.18. Klasik radikal polimerizasyon  genel mekanizması [223] 
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ATRP‘de  ise radikaller tersinir redoks iĢlemi ile geçiĢ metalleri ile katalizlenerek 

oluĢmaktadır (ġekil 2.19). OluĢan radikale monomerin ilavesi ile büyüyen polimerik 

radikal (Pn), aktivasyon sırasında yükseltgenerek oluĢan metal kompleksi 

tarafından tersinir bir reaksiyon ile deaktive edilmektedir. Bu aktivasyon ve 

deaktivasyon döngüsü sırasında polimer zincirleri birbirlerine çok yakın hızlarda 

büyümeye devam etmektedir. Reaksiyon hızları kıyaslandığında aktivasyon hızının 

deaktivasyon hızına göre düĢük olduğu bilinmektedir. Bu durum ortamda büyüyen 

polimerik radikallerin (Pn) deriĢiminin düĢük olmasına neden olmakta ve 

polimerizasyonun kontrolünü sağlamaktadır. Bu durumun Pn radikallerin kendi 

aralarında birleĢerek sönümlenmesini de minimuma indirdiği düĢünülmektedir. Bu 

Ģekilde canlı polimer korunmakta, istenildiği takdirde bu polimer üzerinden tekrar 

polimerizasyonlar yürütülebilmektedir. ATRP yönteminde bakır en çok 

kullanılmasına rağmen demir bileĢikleri de daha az zehirli olmaları nedeni ile 

kullanılmaktadır [230]. 

 

 

 
 
ġekil 2.19. ATRP genel mekanizması [230] 
 

 

Bu yöntem ile membran veya partikül formundaki polimerik yüzeyler üzerinde eĢ 

uzunlukta polimer zincirlerinden oluĢan ―molecular brush‖ formunda kovalent bağlı 

polimer zincirleri oluĢturulabilmektedir. Partikül formundaki materyaller içerisinde 

özellikle ―silika‖ bazlı olanlar dikkati çekmektedir [221,223]. Yüzeye bağlanan 
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polimer uzunluğunun molekül sayısı düzeyinde ayarlanabilmesi ve yüzeydeki 

polimerik kaplama kalınlığının ‖nanometre‖ boyutunda kontrolü  ATRP‘yi, yüzey 

türevlendirme amacıyla kullanılan ―nanoteknolojik bir yöntem‖ haline getirmiĢtir 

[231, 232]. ATRP yöntemi kullanılarak RAFT yöntemi sonucu elde edilen benzer 

yapılar sentezlenebilmekte hatta bazı durumlarda ATRP yöntemi diğer yöntemlere 

kıyasla daha kolay ve pratik bir yöntem olabilmektedir [223]. 

 

Kararlı Serbest Radikal Polimerizasyonu (SFRP) ve Atom Transfer Radikal 

Polimerizasyonu (ATRP) mekanizmalarında polimer zincirinin büyümesi tersinir 

sonlanma ile kontrol edilirken, Tersinir Katılma-AyrıĢma Zincir Transferi (ya da 

Tersinir Eklenme Fragmantasyon Zincir Transferi, ve ya Tersinir Katılma-

Parçalanma Zincir Transferi) mekanizmasında ise tersinir zincir transferi 

reaksiyonu, zincirin büyümesini kontrol eden faktördür [223].  

 

 

2.8. Kol y B ğl nm  (Click Chemistry) Yöntemi 

 

Kolay bağlanma Yöntemi, ilk kez K.Berry Sharpless tarafından bulunmuĢtur [233]. 

Bu yöntemde gerçekleĢen en yaygın reaksiyonu 1960‘lı yıllarda  Rolf Huisgen ilk 

kez tanımlamıĢtır [234]. Huisgen reaksiyonu olarak bilinen reaksiyonda ġekil 

2.20‘de gösterildiği gibi azid ile alkin grubu arasında 1,3-dipolar halkalanması 

sonucunda 1,2,3-triazol  sentezi gerçekleĢmektedir [234]. Reaksiyon, Ru, Ni, Pt, 

Pd ve özellikle Cu(I) katalizörleri varlığında oda sıcaklığında gerçekleĢmektedir 

[235-240]. Yapılan bir çok çalıĢmada, bu katalizörlerin reaksiyon hızını önemli 

ölçüde arttırdığı kanıtlanmıĢtır  [239,240]. 

 

 

ġekil 2.20. Kolay Bağlanma (Click Chemistry) Yöntemi Mekanizması [234] 
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Kolay bağlanma reaksiyonlarının tercih edilir olmalarının baĢlıca sebepleri, basit 

reaksiyon koĢullarında gerçekleĢtirilebilmeleri, yüksek verim alınabilmesi, yüksek 

seçicilik ile gerçekleĢmeleri, fonksiyonel grup çeĢitliliğine olanak sağlamaları, kısa 

reaksiyon sürelerine sahip olmaları ve kullanılan çözücülere karĢı hassas 

olmamalarıdır [235].  

Literatürde kolay bağlanma reaksiyonları her türlü kromatografik modda çalıĢmaya 

yönelik sabit fazların sentezi için kullanılmaktadır. Triazol grubu belli pH 

aralıklarında  (pH 3-7) kolayca iyonize olabildiği için bağlandığı sabit fazı pozitif 

yükler ve bu Ģekilde sabit fazın anyon değiĢim kromatografisinde kullanımını 

sağlar [240].  Zhang ve arkadaĢları bu tür sabit fazların sentezine ve kromatografik 

uygulamalarına yönelik çalıĢmalar  yapmıĢlardır [241].  HILIC için  zwitteriyonik 

formda sabit fazların kolay bağlanma yöntemi ile sentezi ve kromatografik 

performanslarının incelenmesi üzerinde çeĢitli çalıĢmalar yapılmıĢtır [243]. 

 

Chu ve arkadaĢları zwitteriyonik fonksiyonel gruba sahip lisini azid bağlı silika 

partiküller üzerine kolay bağlanma reaksiyonu ile bağlamıĢ ve HILIC modunda 

nükleosidlerin ve nükleotidlerin kromatografik ayrımında baĢarıyla kullanmıĢlardır 

[174]. Yapılan çalıĢmada, üretilen kolonun performansı HILIC ticari kolonları ile 

kolon performansları karĢılaĢtırıldığında kolay bağlanma reaksiyonu ile 

sentezlenen kolonun daha iyi  olduğu görülmüĢtür (ġekil 2.21 ) [243].  

Liang ve arkadaĢları azid bağlı silika jel üzerine kolay bağlanma yöntemi ile 

aspargin bağlayarak  amid-HILIC kolonları sentezlemiĢlerdir. Sentezlenen sabit faz 

nükleosidlerin ve nükleotidlerin ayrımında kullanılmıĢtır [244]. 

Yapılan diğer bir çalıĢmada 2-propilamin silika yapı üzerinde kolay bağlanma 

reaksiyonu ile graft edilerek yapıda triazol grubunun oluĢması sağlanmıĢ ve 

hazırlanan sabit faz nükleosidlerin ve organik asitlerin HILIC modunda 

kromatografik analizinde kullanılmıĢtır. Yine aynı çalıĢmada yapısında triazol 

halkası oluĢturulmamıĢ silika sabit faz, aynı polar analitlerin kromatografik 

analizinde kullanılmıĢ ve kromatografik performansının triazol grubu bağlı kolona 

göre düĢük olduğu gösterilmiĢtir [245]. 
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ġekil 2.21. Nükleotid ve nükleosidlerin kromatografik analizi A) 5 m, 150 mm x 

4.6 mm i.d., kolay bağlanma reaksiyonu ile silika üzerine lizin bağlanan kolon B) 5 

m, 150 mm x 4.6 mm i.d., Zwitteriyonik HILIC ticari kolon, C) 5 m, 150 mm x 4.6 

mm i.d., Atlantis HILIC-silika ticari kolon. Analiz koĢulları:AkıĢ hızı: 1 mL/dk, 30 oC, 

hareketli faz: ACN/su (85:15, v/v), UV: 254 nm, Pik sırası: 1) urasil, 2) adenozin, 3) 

üridin, 4) sitozin, 5) sitidin, 6) guanozin [243]. 
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3. DENEYSEL ÇALIġMALAR 

 

Tez çalıĢması poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin sentezi, türevlendirilmesi, ve 

HILIC modunda mikro-sıvı kromatografisi performans testlerinin yapılması Ģeklinde 

üç kısıma ayrılabilir. Ġlk kısımda öncelikle eĢboyutlu-gözenekli formda poli(HPMA-

Cl-co-EDMA) partiküllerin sentezi için çok basamaklı mikrosüspansiyon 

polimerizasyonu tekniği geliĢtirilmiĢtir.  EĢboyutlu partikül formundaki 

mikrokromatografik sabit fazların sentezi için literatürde henüz kullanılmayan 

reaktif polimerik form, poli(HPMA-Cl-co-EDMA) baĢlangıç materyali olarak 

seçilmiĢtir. Bu yapıyı oluĢturan monomer ve çapraz bağlayıcı ġekil 3.1‘de 

gösterilmektedir. 

 

 

 
 
ġekil 3.1.  Poli (HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin sentezi amacıyla kullanılan 

monomer (A) HPMA-Cl  ve çapraz bağlayıcı (B) EDMA [246] 

 

Literatürde mevcut eĢboyutlu-gözenekli partiküllerin sentezi için kullanılan çok 

basamaklı polimerizasyon tekniklerinin önemli bir kısmında uygun bir çıkıĢ lateksi 

sulu emülsiyon ortamında monodispersitesi korunarak önce gözenek yapıcı 

solvent, arkasından monomer ve çapraz bağlayıcı karıĢımı ile ĢiĢirilmekte ve son 

basamakta monomer fazı ĢiĢmiĢ partiküller içerisinde belli bir sıcaklıkta polimerize 

edilmektedir [36-39, 247, 248]. Yapılan çalıĢmalar, en iyi boyut ve gözeneklilik 

özelliklerine sahip poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin poli(GMA) çıkıĢ lateksi ve 

etilbenzen (EB) gözenek yapıcı solvent olarak kullanıldığında elde edilebildiğini 
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göstermiĢtir [249]. Bu nedenle partikül sentezinde kullanılacak çok basamaklı 

mikrosüspansiyon polimerizasyonu için değiĢken etkilerinin incelenmesine yönelik 

deneylerde poli(GMA), çıkıĢ lateksi; EB ise gözenek yapıcı solvent olarak 

kullanılmıĢtır.  

 

ÇalıĢmanın ikinci kısmında HILIC ligandlarının poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

partiküllere bağlanma yöntemleri geliĢtirilmiĢtir. Bu amaçla, poli(HPMA-Cl-co-

EDMA) partiküllerin kloropropil grubu üzerinden gerçekleĢen ligand bağlanma 

reaksiyonları kullanılmıĢtır. Yapılan ön deneylerde ligand bağlama reaksiyonu için 

kullanılan çözücü türü ve reaksiyon sıcaklığı araĢtırılmıĢ ve yapılan elementel 

analiz sonucunda en iyi ligand bağlanmasının elde edildiği çözücü türü ve 

reaksiyon sıcaklığı dikkate alınarak uygun ligand bağlanma koĢulları belirlenmiĢtir 

[249].  

 

Son kısımda üretilen ligand bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller, mikro sıvı 

kromatografisi sisteminde HILIC modunda sabit faz olarak kullanılmıĢtır. 

GeliĢtirilen sabit fazlar ile nükleosid, nükleotid, organik asitler ve farklı polar 

analitlerin ayrımı baĢarıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

3.1. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) P rtiküllerin Sente i  
 

3.1.1. Materyal 
 

Monomer olarak kullanılan glisidil metakrilat (GMA), 3-kloro-2-hidroksipropil 

metakrilat (HPMA-Cl) ve çapraz bağlayıcı olarak kullanılan etilen glikol dimetakrilat 

(EDMA) Sigma-Aldrich Co., U.S.A.‘dan temin edilmiĢ ve alındığı Ģekliyle 

polimerizasyonlarda kullanılmıĢtır. Poli(vinil pirolidon) (PVP K-30, Ortalama 

molekül ağırlığı: 40.000 Da), poli(vinil alkol) (PVA, Ortalama molekül ağırlığı: 

85.000-146.000, Hidroliz derecesi: % 89) ve sodyum lauril sülfat (SLS) yine aynı 

firmadan alınmıĢtır. Gözenek yapıcı olarak kullanılan etil benzen (EB), çözücü 

olarak kullanılan dimetil formamid (DMF), dioksan (D) ve tetrahidrofuran (THF) 

Riedel De Haen (Almanya) firmasından temin edilmiĢtir. BaĢlatıcı olarak kullanılan 

benzoil peroksit (BPO) ve 2,2‘-azobisizobütironitril (AIBN) ise Across Organics 

(Ġngiltere) firmasından alınmıĢtır. BPO oda sıcaklığında kurutularak, AIBN ise 
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metanolden kristalize edilerek polimerizasyon deneylerinde kullanılmıĢtır.  Seçilen 

ligandlar, trietanol amin (TEA-OH), [2-(metakriloksi)etil]dimetil-(3-

sülfopropil)amonyum hidroksit (MESH) ve  propargil alkol Sigma-Aldrich‘ten temin 

edilmiĢtir. Kolay bağlanma ve ATRP için kullanılan reaktifler, sodyum azid (NaN3) 

ve 2-bromoisobütrilbromür‘de (BrIBuBr) yine aynı firmadan temin edilmiĢ ve 

alındığı Ģekliyle deneylerde kullanılmıĢtır. Katalizör olarak kullanılan trietilamin 

(TEA) ve bakır( I) iyodür (CuI) Sigma-Aldrich‘ten temin edilmiĢtir. 

 

3.1.2. Ç k Ģ L teksi Sentezi 

 

ÇıkıĢ lateksi olarak kullanılan eĢboyutlu poli(GMA) lateks partiküller, GMA 

monomerinin dispersiyon polimerizasyonu ile elde edilmiĢtir. ÇıkıĢ materyali olarak 

akrilik kökenli lateks seçilmesinin nedeni, eĢboyutlu ve gözenekli partikül 

sentezinde kullanılacak monomer (HPMA-Cl) ve çapraz bağlayıcının (EDMA) da 

akrilik bazlı olmasıdır. Böylece çıkıĢ lateksinin polaritesinin monomer faz 

polaritesine yakın olması sağlanmıĢtır.  

 

Dispersiyon polimerizasyonunda stabilizör olarak kullanılan PVP K-30 (0.45 g), 

sızdırmaz özelliğe sahip bir Pyrex reaktörde bulunan mutlak etanol (30 mL) 

içerisinde çözülmektedir. Çözeltiye GMA (3 mL) ve baĢlatıcı olarak kullanılan AIBN 

(0.24 g) eklenmekte ve oda sıcaklığında ultrasonik banyoda çözünmesi 

sağlanmaktadır. Reaktör, oda sıcaklığında sıcaklık kontrollü ve çalkalamalı bir su 

banyosuna yerleĢtirilmekte ve ısıtma iĢlemi baĢlatılmaktadır. YaklaĢık 40 dakikada 

70oC sıcaklığa ulaĢılmaktadır. Polimerizasyon 70oC sıcaklıkta 24 saat süre ile 120 

cpm çalkalama hızında gerçekleĢtirilmektedir. Polimerizasyon sonrası reaktör oda 

sıcaklığına soğutulmakta ve elde edilen lateks 3 kez etanol ile 3 kez de distile-

deiyonize su ile ardıĢık santrifüjleme-dekantasyon iĢlemi uygulanarak 

yıkanmaktadır. Santrifüjlenen poli(GMA) lateks partiküller son basamakta yaklaĢık 

10 mL su içerisinde ultrasonikasyon yolu ile dağıtılmaktadır. Örneğin katı içeriğinin 

belirlenmesi amacıyla bu çözeltiden 1 mL örnek alınarak, 70oC‘da vakumda 24 

saat kurutulmaktadır. Partikül içeriği belirlenen lateks dispersiyonu, 

mikrosüspansiyon polimerizasyonu deneylerinde kullanılmak üzere 

saklanmaktadır. 
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3.1.3. Çok B s m kl  Mikrosüsp nsiyon Polimerizasyonu 

 

Uygulanan çok basamaklı mikrosüspansiyon polimerizasyonu yöntemi dört 

basamaktan oluĢmaktadır. Bu basamaklar Ģu Ģekildedir: 

1. EĢboyutlu çıkıĢ lateksinin dispersiyon polimerizasyonu ile sentezi 

2. ÇıkıĢ lateksinin gözenek yapıcı organik ajan ile ĢiĢirilmesi 

3. ÇıkıĢ lateksinin monomer faz ile ĢiĢirilmesi 

4. Monomer fazının ĢiĢmiĢ partüküller içerisinde polimerizasyonu 

 

Buna göre ilk basamakta akrilat bazlı bir monomerin dispersiyon polimerizasyonu 

ile elde edilen çıkıĢ lateks partikülleri, ikinci basamakta monodispersiteleri 

korunarak sulu emülsiyon ortamında gözenek yapıcı bir organik solvent (EB) ile 

ĢiĢirilmektedir. Gözenek yapıcı çözücünün lateks partiküller tarafından 

absorplanarak, partiküllerin denge ĢiĢme değerine ulaĢması oda sıcaklığında ve 

manyetik karıĢtırma varlığında yapılmaktadır. Takiben,  monomer (HPMA-Cl), 

çapraz bağlayıcı (EDMA) ve baĢlatıcı (BPO) içeren organik fazın, anyonik 

emülsiyon yapıcı madde içeren su bazlı ortamda, ultrasonikasyon yoluyla 

hazırlanan emülsiyonu, organik çözücü ile ĢiĢirilen lateks partikülleri içeren 

emülsiyon ile karıĢtırılmaktadır. Sonuç ortam monomer fazın lateks partiküller 

tarafından absorpsiyonu amacıyla 24 saat süre ile oda sıcaklığında manyetik 

olarak karıĢtırılmaktadır. Son basamakta ise sulu emülsiyon ortamına stabilizör 

olarak kullanılan PVA eklenerek, monomer fazı lateks partiküller içerisinde 

polimerleĢtirilmektedir.  Polimerizasyon sızdırmaz özelliğe sahip reaktörlerde 

sıcaklık kontrollü- çalkalamalı su banyosunda gerçekleĢtirilmektedir. Böylece 

eĢboyutlu-gözenekli formda partiküller elde edilmektedir. EĢboyutlu-gözenekli 

formda partiküller, dönüĢmeyen monomer ve gözenek yapıcı çözücünün 

uzaklaĢtırılması için öncelikle etanol ile ardıĢık santrifüjleme ve dekantasyon 

iĢlemleri uygulanarak yıkanıp,  sonrasında ise çıkıĢ lateksinden gelen polimerin 

uzaklaĢtırılması amacıyla THF ile ekstrakte edilmektedir. Yöntemin Ģematik formu 

ġekil 3.2‘de  ayrıntılı olarak verilmektedir.  
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ġekil 3.2. Çok basamaklı mikrosüspanisyon polimerizasyonu yönteminin Ģematik 

gösterimi. 

 

Yöntemin uygulanması ayrıntılı olarak aĢağıda verilmektedir. Uygun hacimde EB 

(2.5 mL), % 0.25 SLS içeren sulu ortamda (50 mL) 8 dakika süreyle 200 W 

gücünde ultrasonikasyon uygulanarak mikron boyutlu damlacıklar haline 

dağıtılmaktadır. Diğer yandan poli(GMA) lateks partikülleri (0.3 g) içeren uygun 

hacme sahip dispersiyon santrifüjlenerek, sıvı kısmı atılmakta ve lateks partiküller 

EB-Su emülsiyonu içerisinde 4 dakika süreyle ultrasonikasyon uygulanarak 

dağıtılmaktadır. Sonuç dispersiyon bir manyetik karıĢtırıcıda oda sıcaklığında 24 

saat süreyle 250 rpm hızda karıĢtırılarak, poli(GMA) lateks partiküllerin EB ile 

denge ĢiĢme değerine ulaĢması sağlanmaktadır. Bu sürenin bitiminde HPMA-Cl 

(2.5 mL), EDMA (2.5 mL) ve BPO (0.30 g) içeren monomer fazı yine % 0.25 SLS 

içeren su ortamında (50 mL) 12 dakika süreyle ultrasonikasyon uygulanarak 

dağıtılmaktadır. Elde edilen emülsiyon bir önceki basamaktaki ĢiĢmiĢ poli(GMA) 

partikülleri içeren dispersiyonla birleĢtirilmekte ve sonuç emülsiyon monomer 

fazının lateks partiküllere transferi amacıyla bir manyetik karıĢtırıcıda oda 

sıcaklığında 24 saat süreyle 250 rpm hızda karıĢtırılmaktadır. Sürenin bitiminde 

ortama PVA (0.8 g)‘nın sulu çözeltisi (10 mL) eklenerek, sonuç dispersiyon 300 

mL hacim değerine sahip, sızdırmaz bir Pyrex cam reaktöre alınmakta ve reaktör 

oda sıcaklığında çalkalamalı su banyosuna yerleĢtirilmektedir. Çalkalamalı su 

banyosu 80oC sıcaklık değerine, 150 cpm çalkalama hızı varlığında ısıtılmakta ve 

ĢiĢmiĢ lateks partiküller içerisinde monomer fazının polimerizasyonu 80oC 

sıcaklıkta, 24 saat süre ile, 150 cpm çalkalama hızı ile gerçekleĢtirilmektedir.  

 

Polimerizasyonu takiben elde edilen partikül dispersiyonu oda sıcaklığına 

soğutulmakta ve etanol ile 3 kez santriüjleme-dekantasyon tekniği ile yıkanarak 
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dönüĢmeyen monomer ve gözenek yapıcı çözücünün poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

partiküllerden uzaklaĢtırılması sağlanmaktadır. Takip eden basamakta ise 

poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller 2 kez THF (50 mL) ile oda sıcaklığında 

ekstrakte edilmekte ve etanol ile 3‘er kez santrifüjleme-dekantasyon tekniği ile 

yıkanarak, son basamakta 20 mL etanol içerisinde ultrasonikasyon yoluyla 

dağıtılmaktadır. Elde edilen partikül dispersiyonu, HILIC ligandının bağlanması için 

kullanılmak üzere saklanmaktadır.  

 

Tez kapsamında yapılan mikrosüspansiyon polimerizasyonu deneylerinde, farklı 

boy ve gözeneklilik özelliklerine sahip poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin eldesi 

amacıyla monomer faz bileĢimi değiĢtirilmiĢtir. Deney koĢulları Çizelge 3.1‘de toplu 

olarak verilmektedir.  

 

Çizelge 3.1. Mikrosüspansiyon polimerizasyonu için deneysel koĢulları 
_________________________________________________________________ 
Poli(GMA) lateks (g)       EB (mL)              HPMA-Cl (mL)       EDMA(mL) 

_________________________________________________________________ 

 0.30   2.5   0.75    4.25 

 0.30   2.5   1.50    3.50 

 0.30   2.5   2.50    2.50 

 0.30   2.5   3.50    1.50 

 0.30   2.5   4.25    0.75 

_________________________________________________________________ 

Gözenek yapıcı çözücü ile ĢiĢirme: 50 mL, % 0.25 SLS çözeltisi, 24 saat, 250 rpm,  
Monomer ile ĢiĢirme: 50 mL, % 0.25 SLS çözeltisi, 24 saat, 250 rpm, BPO: 0.30 g, 
PVA: 0.8 g. Polimerizasyon koĢulları: 80oC,  24 saat, 150 cpm. 
 
 

3.2. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) P rtiküllerin Türevlendirilmesi ve 

Karakterizasyonu   

  

3.2.1. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) P rtiküllerin Türevlendirilmesi 

 

Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller, kromatografik ligand ile etkileĢtirilerek, 

ligandın kloropropil grubu üzerinden partiküllere kovalent yolla bağlanması 
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sağlanmıĢtır. Böylece partiküller üzerinde, katyonik (TEA-OH), polar (triazol 

halkası) ve zwitteriyonik (MESH) formdaki  ligandların oluĢturulmuĢtur. Partiküllerin 

farklı formdaki HILIC ligandları ile türevlendirilmesi amacıyla kullanılan 

reaksiyonlar aĢağıda tanımlanmaktadır. 

 

 Katyonik formda HILIC sabit faz sentezi için poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

partiküller, tersiyer amin grubu içeren TEA-OH‘ın DMF çözeltisi ile 

etkileĢtirilmiĢtir. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin kloropropil grubu ile 

TEA-OH‘ın tersiyer amin grubu arasında gerçekleĢen nükleofilik 

sübstitüsyon tepkimesi  ile  katyonik formdaki  ligandın partiküle bağlanması 

sağlanmıĢtır. 

 

 Polar ligand içeren HILIC partikül sentezi için ‗kolay bağlanma‘ (klik 

kimyası veya Huisgen reaksiyonu) adı verilen yöntem kullanılmıĢtır [234].  

Bu amaçla poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partikül önce sodyum azid (NaN3) ile 

etkileĢtirilerek üzerindeki klor grubu azid formuna dönüĢtürülmüĢ, bu yapı 

alkin grubu içeren propargil alkol ile tepkimeye sokularak hidroksimetil 

grubu bağlı triazol halkası formunda polar ligandın partikül üzerinde 

oluĢumu sağlanmıĢtır. 

 

 Zwitteriyonik formda HILIC partikül sentezi için zwitteriyonik sülfobetain 

grubu içeren poli(MESH) moleküler zincirler, atom transfer radikal 

polimerizasyon (ATRP) yöntemi ile Br ve Cl bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

partiküllerin üzerinde oluĢturulmuĢtur. 

 

Partiküllere farklı ligandların kovalent olarak bağlanmasına yönelik 

türevlendirilmesi için izlenen yöntemler ve ilgili reaksiyonlar bölüm 3.2.1.1, 3.2.1.2 

ve 3.2.1.3‘te gösterilmektedir. 
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3.2.1.1. TEA-OH  B ğl nm s  

 

Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllere TEA-OH bağlanması, partiküllerin kloropropil 

grubu ile TEA-OH‘ın tersiyer amin grubu arasındaki tek basamaklı reaksiyon ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bağlanmaya iliĢkin reaksiyon ġekil 3.3‘te gösterilmektedir. 

TEA-OH (7.5 mL) ve DMF (30 mL) karıĢtırılarak elde edilen çözeltide poli(HPMA-

Cl-co-EDMA) partiküller (1.5 g) dağıtılmıĢtır. Reaksiyon ortamı sızdırmaz pyrex 

reaktöre konularak, çalkalamalı su banyosunda 150 cpm çalkalama hızında 

60oC‘a ısıtılmıĢtır. Bağlanma iĢlemi 60oC‘da 24 saat süre ile gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Bağlanma iĢlemi sonrasında partiküller santrifüjleme-dekantasyon yöntemi ile üç 

kez DMF ve distile su ile yıkanmıĢ ve son basamakta 10 mL distile su içerisinde 

dağıtılmıĢtır.  

 

 

ġekil 3.3. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllere TEA-OH bağlanması 

 

3 2 1 2  Kol y B ğl nm  (Click Chemistry) Yöntemi ile Ligand B ğl nm s  

 

Kolay bağlanma yöntemi ile iki basamakta poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin 

yüzeyinde polar formda triazol halkasının oluĢturulması sağlanmıĢtır. Her 

basamakta iki farklı reaksiyon sıcaklığı denenerek dört farklı sıcaklıkta polar 

kromatografik ligand,  polimerik yapı üzerinde oluĢturulmuĢtur.  Ġlgili reaksiyon 

ġekil 3.4‘te gösterilmektedir. Bu amaçla, poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller (2 g), 

tetrabutilamonyum iyodür (TBAI, 20 mg) içeren dimetil sulfoksit (DMSO, 60 mL) 

ortamında, iki farklı sıcaklıkta (80oC ve 60oC)  ve 250 rpm karıĢtırma hızında 24 

saat süre ile sodyum azid (NaN3, 2 g) ile etkileĢtirilmektedir. Bu reaksiyonla 
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poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin üzerinde azid grubunun oluĢturulması 

sağlanmıĢtır (ġekil 3.4A). Bağlanma iĢlemi sonrasında partiküller ardıĢık 

santrifüjleme-dekantasyon yoluyla 3 kez DMSO, sonra distile su ile yıkanmıĢtır. 

Ġkinci basamakta azid bağlı partiküller (2 g), bakır( I) iyodür (CuI, 40 mg) içeren  

asetonitril (ACN) ortamında (20 mL) oda sıcaklığında veya 50oC sıcaklıkta, 250 

rpm karıĢtırma hızında 24 saat süre ile propargil alkol (3 g) ile reaksiyona 

sokulmuĢtur. Bu reaksiyon ile partikül yüzeyinde kolay bağlanma yoluyla triazol 

halkasının oluĢumu sağlanmıĢtır (ġekil 3.4B). Bağlanma prosedürü Çizelge 3.2‘de 

ayrıntılı olarak gösterilmektedir. 

 

 

 
ġekil 3.4. Kolay bağlanma reaksiyonu ile (A) poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin 

üzerinde azid grubunun oluĢturulması (B) azid bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

partiküllerin üzerinde triazol halkası içeren ligand formunun oluĢturulması  
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Çizelge 3.2. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partikül yüzeyinde kolay bağlanma yoluyla 

triazol halkasının oluĢum prosedürü 

_________________________________________________________________ 
Kodu  Partikül     Azidleme basamağı            Triazol halkası oluĢum basamağı  

 

                              NaN3  TBAI  DMSO Sıcaklık        PA      CuI     ACN     Sıcaklık  

               (g)             (g)    (mg)     (mL)    (OC)           (g)      (mg)    (mL)        (OC) 

 _________________________________________________________________ 

PT-1 2 2 20 60 60 3 40    20 50 

PT-2 2 2 20 60 60 3 40    20 RT 

PT-3 2 2 20 60 80 3 40    20 RT 

PT-4 2 2 20 60 80 3 40    20 50 

_________________________________________________________________ 

Partikül: Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) , NaN3: Sodyum azid, TBAI: Tetrabutilamonyum iyodür,  
DMSO: Dimetil sülfoksit, PA: Propargil alkol, CuI : Bakır( I) iyodür, ACN: Asetonitril, RT: 
Oda sıcaklığı. 
 
 

3.2.1.2. Zwitteriyonik Ligand B ğl nm s  

Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllere zwitteriyonik ligand bağlanması için atom 

transfer radikal polimerizasyonu (ATRP) kullanılmıĢtır. Bu düĢünce temelinde üç 

farklı yol izlenerek zwitteriyonik formdaki polimerik zincir, poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

partiküller üzerinde oluĢturulmuĢtur (Çizelge 3.3 ve Çizelge 3.4).  

Çizelge 3.3. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller üzerinde ATRP baĢlatıcı sentezi 

için değiĢen ATRP koĢulları 

_________________________________________________________________ 

Kodu   Partikül TEA-OH/DMF EDA/DMF ClPrTMS/Toluen  BrIBuBr/THF   Sıcaklık, 

                 (g)         (mL/mL)       (mL/mL)           (mL/mL)           (mL/mL)         Süre  

 _________________________________________________________________ 

     A         1.5         10/20               -                   3/30                 -        120OC, 6 saat 

 

     B         1.5               -               10/20 -    2/20     60OC, 8 saat 

 

     C         1.5             -  - -      - - 

_________________________________________________________________ 

Partikül: Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) , TEA-OH: Trietanolamin, EDA: Etilendiamin, DMF: 
Dimetil formamid,  ClPrTMS: Kloropropiltrimetoksisilan, BrIBuBr: 2-Bromoisobütrilbromür, 
THF: Tetrahidrofuran. 
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Çizelge 3.4. Zwitteriyonik sülfobetain grubu içeren poli(MESH) moleküler zincirlerin 

partiküller üzerinde yüzey baĢlatıcılı ATRP yöntemi ile oluĢumu 

________________________________________________________________________________ 

Kodu       Kullanılan         Partikül       CuBr/BiPy        MESH      Su Sıcaklık,  
               partikül kodu         (g)       (mmol/mmol)      (mmol)     (ml) 
_________________________________________________________________ 
ClPrTMS- A 1.5 0.2/0.5          10       10      60OC, 8 saat 

b-ATRP 

 

BrIBuBr- B 1.5              0.2/0.5             10       10      60OC, 8 saat 

b-ATRP 

 

HPMA-Cl- C 1.5              0.2/0.5             10       10     60OC, 8 saat 

b-ATRP 

_________________________________________________________________ 

MESH: 2-Metakriloksietildimetil(3-sülfopropil) amonyumhidroksit, CuBr: Bakır (I) bromür 
BiPy: Bipiridin. 
 

Kullanılan ilk yöntemde çok basamaklı mikrosüspansiyon polimerizasyonu yöntemi 

ile sentezlenen kloropropil grubuna sahip polimerik partiküller, ilk basamakta 

ATRP baĢlatıcısının partiküller üzerinde oluĢturulması amacıyla trietanolamin 

(TEA-OH) kullanılarak türevlendirilmiĢ; sonraki basamakta ise 

kloropropiltrimetoksisilan‘ın (ClPrTMS), partiküllere kovalent olarak bağlanması 

sağlanmıĢtır. Bu amaçla poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller (1.5 g) DMF (20 mL) 

ortamında, TEA-OH (10 mL) ile etkileĢtirilmiĢtir (ġekil 3.5A).  Reaksiyon 65oC 

sıcaklıkta, 24 saat süre ile 300 rpm karıĢtırma hızı ile çalkalamalı su banyosunda 

yapılmıĢtır. Elde edilen poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller (1.5 g), toluen (30 mL) 

ortamında ClPrTMS (3 mL) ile etkileĢtirilmiĢtir. Ortam 120oC‘da 6 saat süreyle 

tutularak, TEA katalizörü (0.15 mL) varlığında ClPrTMS‘nin partiküllere 

bağlanması sağlanmıĢtır  (ġekil 3.5B).  Partiküller önce metanol, daha sonra su ile 

3  kez santrifüjleme-dekantasyon yöntemi ile yıkanmıĢtır 
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ġekil 3.5. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllere  (A)  TEA-OH bağlanması, (B) 

TEA-OH bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllere ClPrTMS bağlanması.   

 

Son basamakta ise, zwitteriyonik sülfobetain grubu içeren poli(MESH) moleküler 

zincirlerin Cl bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin üzerinde yüzey baĢlatıcılı 

ATRP yöntemi ile oluĢumu sağlanmıĢtır (ġekil 3.6). Bu amaçla, bir Schlenk 

reaktöründe MESH (10 mmol, 2.8 g)  distile su (10 mL) içerisinde çözülerek, 

çözeltiye bakır (I) bromür (CuBr, Aldrich) (0.2 mmol) ve bipiridin (BiPy, Aldrich) 

(0.5 mmol) eklenmiĢtir. Son basamakta Cl bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

partiküller (1.5 g) polimerizasyon ortamında ultrasonikasyon ile dağıtılmıĢtır. Ortam 

N2 ile 10 dakika süre ile yıkanmıĢ ve vakumlanmıĢtır. Manyetik karıĢtırıcı ile 300 

rpm hızla karıĢtırılan polimerizasyon ortamı 80oC sıcaklığa getirilerek ATRP, bu 

sıcaklıkta 24 saat süre ile 300 rpm karıĢtırma hızında yapılmıĢtır.  
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ġekil 3.6. Cl içeren partiküllerin üzerinde ATRP prosesi ile zwitteriyonik 

poli(MESH) moleküler zincir oluĢturulması.  

 

Kullanılan ikinci yöntemde ATRP baĢlatıcısının partiküller üzerinde oluĢturulması 

amacıyla, poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller EDA ile tepkimeye sokulmuĢtur. 

(ġekil 3.7A). Bu amaçla poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller (1.5 g), DMF (20 mL) 

ortamında, EDA (10 mL) ile etkileĢtirilmiĢtir. Reaksiyon 65oC sıcaklıkta, 24 saat 

süre ile 300 rpm karıĢtırma hızı ile çalkalamalı su banyosunda yapılmıĢtır. Elde 

edilen partiküllere -NH2 grupları üzerinden ATRP için baĢlatıcı olarak kullanılacak 

terminal Br içeren BrIBuBr kovalent olarak bağlanmıĢtır (ġekil 3.7B). Bu amaçla, 

poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller (1.5 g), THF (20 mL) ortamında dağıtılarak, 

sonuç dispersiyon buz banyosu içerisine alınmıĢ ve +4oC‘da tutulan dispersiyona 

BrIBuBr (2 mL), damla damla yaklaĢık 5 dakikada eklenmiĢtir. Ortam 60oC‘da 8 

saat süreyle, 300 rpm karıĢtırma hızı varlığında bekletilerek BrIBuBr‘ün partiküllere  

bağlanması sağlanmıĢtır. Partiküller önce THF, daha sonra metanol ve su ile 3‘er 

kez ardıĢık santrifüjleme-dekantasyon yöntemi kullanılarak yıkanmıĢtır.   
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ġekil 3.7. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin BrIBuBr ile reaksiyonu  (A)  EDA 

bağlanması, (B) BrIBuBr bağlanması.   

 

Zwitteriyonik sülfobetain grubu içeren poli(MESH) moleküler zincirler, Br bağlı-

poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin üzerinde yüzey baĢlatıcılı ATRP yöntemi ile 

MESH monomerinin polimerizasyonu sonucu oluĢturulmuĢtur (ġekil 3.8). Bu 

amaçla, ilk anlatılan ATRP yöntemi uygulanarak poli(MESH) graft edilmiĢ-

poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller elde edilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 3.8. Br içeren partiküllerin üzerinde ATRP prosesi ile zwitteriyonik 

poli(MESH) moleküler zincir oluĢturulması.  
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Üçüncü yöntemde ise yüzeyde bulunan Cl, baĢlatıcı olarak kullanılarak, 

zwitteriyonik sülfobetain grubu içeren poli(MESH) moleküler zincirlerin poli(HPMA-

Cl-co-EDMA) bazlı partiküller üzerinde ATRP yoluyla direkt olarak oluĢumu 

sağlanmıĢtır (ġekil 3.9). Bu amaçla, ilk anlatılan ATRP yöntemi uygulanarak 

poli(MESH) graft edilmiĢ-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller elde edilmiĢtir. 

 

 

 

ġekil 3.9. Cl içeren partiküllerin üzerinde direk ATRP prosesi ile zwitteriyonik 

poli(MESH) moleküler zincir oluĢturulması. 

 

3 farklı yöntem kullanılarak elde edilen poli(MESH) graft edilmiĢ-poli(HPMA-Cl-co-

EDMA) bazlı partiküller ardıĢık santrifüjleme-dekantasyon yöntemi ile 3 kez distile-

diyonize su ile yıkanmıĢtır. 

 

3.2.2. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) P rtiküllerin Karakterizasyonu   

3.2.2.1. T r m l  Elektron Mikroskobu 

 

Poli(HPMA-cl-co-EDMA) partiküller, ortalama boy ve boy dağılım özelliklerinin 

belirlenmesi amacıyla öncelikle ġekil 3.10‘da gösterilen taramalı elektron 

mikroskobu (Scanning electron microscope, SEM) (FEI, Quanta 200 FEG, A.B.D.) 

ile incelenmiĢtir. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller % 0.25‘lik SLS çözeltisi 

içerisinde 1 dakika süreyle ultrasonikasyon uygulanarak ağırlıkça % 5 oranında 

partikül içerecek Ģekilde dağıtılmaktadır. Bu dispersiyondan 0.1 mL, SEM 
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cihazının örnek diski üzerine yayılarak oda sıcaklığında kurutulmaktadır. Kurutulan 

örnekler plazma ortamında fiziksel buhar biriktirme (physical vapor deposition)  

yöntemiyle yaklaĢık 10 nm kalınlığında altın ile kaplanmıĢtır. Altın ile kaplanan 

örnekler SEM cihazında ortalama boy ve boy dağılımının tespiti için yaklaĢık 

4000X, yüzey morfolojisinin incelenmesi için ise yaklaĢık 20000X büyütme ile 

görüntülenerek fotoğraflanmıĢtır.  

 

 

 

ġekil 3.10. Poli(HPMA-cl-co-EDMA) partiküllerin ortalama boy ve boy dağılım 

özelliklerinin belirlenmesi amacıyla kullanılan Quanta 200 FEG SEM cihazı [250].  

 

Ortalama boy değerinin tespiti için her bir örnek için alınan SEM fotoğrafında 

yaklaĢık 100-200 partikülün boy ölçümleri yapılmıĢ ve ortalama partikül boyu 

aĢağıdaki ifade yardımıyla hesaplanmıĢtır [36-39].  

 

Dn = NiDi/Ni                (3.1) 

 

CV = [(NĠ(Di-Dn)
2/[NT-1])1/2/Dn]x100             (3.2) 

 

Burada Dn sayıca ortalama çap değerini (m), Ni ise Di (m) çap değerine sahip 

partiküllerin sayısını ifade etmektedir.  

 

Partiküllerin monodispers özelliği ise boy dağılımı için değiĢim katsayısı 

(coefficient of variation, CV) değeri hesaplanarak belirlenmiĢtir. CV değeri partikül 

boy standart sapma değerinin, sayıca ortama çap değerine oranıdır. CV değerleri 
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EĢitlik 3.2‘ ye göre hesaplanmıĢtır. Bu eĢitlikte NT, fotoğraftaki toplam partikül 

sayısını ifade etmektedir.  

 

3.2.2.2. Ters Büyüklükçe Ay rm  Kromatografisi (SEC) 

 

Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin ortalama gözenek boyutu, gözenek boy 

dağılımı ve gözeneklilik oranları ters büyüklükçe ayırma kromatografisi yöntemiyle 

belirlenmiĢtir. Öncelikle partiküller hareketli faz olarak etanol kullanımı ile 50 mm 

uzunluk ve 7.8 mm iç çap değerine sahip paslanmaz çelik kolonlara 20 MPa 

basınç altında dolgulanmıĢtır. Ġlgili dolgulama yöntemi literatürde yapılan bir çok 

benzer çalıĢmada kullanılmaktadır [40,51,159, 251-253]. Ters büyüklükçe ayırma 

kromatografisi yönteminde ortalama molekül ağırlığı ve moleküler çapı belli 

büyüklükçe ayırma kromatografisi standartları kullanılmıĢtır. Bu standartların ġekil 

3.11‘de gösterilen HPLC sisteminde,  büyüklükçe ayırma kromatografisi modunda, 

gözenekliliği tayin edilecek olan materyal ile dolgulanmıĢ kolonda alıkonma 

süreleri  belirlenmiĢtir [252]. 

 

 

 

ġekil 3.11. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin ortalama gözenek boyutu, 

gözenek boy dağılımı ve gözeneklilik oranlarının belirlenmesi amacıyla kullanılan 

HPLC sistemi [254] 

 

Yöntemde ortalama molekül ağırlığı değeri 180-80.000 Da arasında değiĢen 

dekstran standartlar (Sigma-Aldrich Co. A.B.D.) ve hareketli faz olarak su 
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kullanılmaktadır. Kolon dolumunu takiben 1 mL/dk akıĢ hızında su ile 1 saat 

süreyle koĢullandırılmakta ve su içerisinde 10 mg/mL deriĢiminde çözülerek 

hazırlanan dekstran standartlar ayrı ayrı enjekte edilerek (20 L) kolona 

gönderilmektedir. Her bir standarda ait kromatogram refraktif indeks dedektörü 

(Refreactive Index Dedector-RID) ile kaydedilmektedir. Her bir kromatogramın pik 

tepe noktasından, standarda ait alıkonma süresi ve alıkonma süresinin akıĢ hızı ile 

çarpımı ile o standarda ait alıkonma hacmi bulunmaktadır. Yöntemde fruktoz yani 

hem kolondaki partiküller arası boĢ hacme (inter-particular volume), hem de her bir 

partikülün içindeki bütün gözeneklere (intra-particular volume) girebilen boĢ-hacim 

izleyici molekülü (void-marker) olarak kullanılmaktadır. Ortalama molekül ağırlığı 

80000 Da olan dekstran standardın ise yalnızca partiküller arası hacme (inter-

particular volume) girebildiği kabul edilmektedir.  

 

Kolondaki toplam partikül gözenek hacmi (Vp) EĢitlik 3.3 ile bulunmaktadır.  

 

Vp= V180-V80000                    (3.3) 

 

Burada  V180-V80000 sırasıyla fruktoz ve 80000 Da molekül ağırlığına sahip 

standartlar için alıkonma hacimlerini göstermektedir. Yöntem dekstran standartlar 

için standardın moleküler çapı ile molekül ağırlığı arasında  

 

Dsi = 0.062 (Mwi)
0.59                (3.4) 

 

bağıntısını kullanmaktadır [40,51,159, 251-253]. Yöntem bu bağıntı ile Mwi molekül 

ağırlığına sahip standardın gözenek çapı Dsi‘den büyük bütün gözeneklere 

girebileceğini kabul etmektedir [251]. Buna göre molekül ağırlığı sırası itibariyle 

ardıĢık standartların alıkonma hacimleri arasındaki fark [Vi-1-Vi], iki ardıĢık 

standartın düĢük molekül ağırlıklı olanına karĢı gelen gözenek boyutunun hacmini 

vermektedir. Her bir standart için elde edilen bu değerin toplam partikül gözenek 

hacmine (Vp) bölünmesi ile belirli bir çapa sahip gözeneklerin hacimsel fraksiyonu 

elde edilmektedir (EĢitlik 3.5) [36].  

 

Xi Vi-1/Vp = {[Vi-1-Vi]/Vp}x100              (3.5) 
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Gözenek boy dağılım eğrisi i değerinin Dsi-1 değerine karĢı grafiğe alınması ile 

hazırlanmaktadır. Medyan gözenek çapı (Dpm) ise gözenek dağılım eğrisindeki 

pik maksimum değer (ler)ini göstermektedir. 

 

3.2.2.3. BET Yü ey Al n  Ölçüm Cih    ile Karakterizasyon  

 

Partiküllerin yüzey alanı ġekil 3.12‘de gösterilen Quantochrome, Nova 2200e 

model Yüzey Alanı ve Gözenek Boyutu Ölçüm Cihazı (BET) ile belirlenmiĢtir. 

Yapılan ölçümlerde öncelikle partiküller 80oC‘da 24 saat süreyle kurutulmuĢtur. 

Ardından cihazın özel hücrelerine yerleĢtirilen partiküller 80oC‟de 6 saat süreyle 

vakumlanmıĢ ve kalan nem tamamen uzaklaĢtırılmıĢtır. Bu iĢlemin ardından 

ölçümler sıvı azot içerisine yerleĢtirilen örnek hücrelerinde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Ölçüm prensibi partiküller üzerinden geçirilen azot gazının partiküller üzerine 

adsorplanması ve adsorplanan miktarın azotun buhar basıncından hesaplanması 

temeline dayanmaktadır. Analizler her bir örnekten yaklaĢık olarak 0.1 g alınarak 

yapılmıĢtır . Cihazın 2 adet analiz istasyonuna sahip oluĢu ile iki örneğin ölçümü 

birbirinden bağımsız ve eĢ zamanlı olarak yapılabilmektedir.  

 

 

 
ġekil 3.12. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin yüzey alanlarının belirlenmesi 

amacıyla kullanılan Quantochrome, Nova 2200e model Yüzey Alanı ve Gözenek 

Boyutu Ölçüm Cihazı (BET) [255] 
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3.2.2.4. Elementel An li  ile Lig nd Ġçeriklerinin T yin Edilmesi 

 

Ligand bağlı partiküllerin TEA-OH ve triazol halkası içerikleri (mg ligand/g partikül) 

cinsinden, ġekil 3.13‘te gösterilen CHNS/O Elementel Analiz cihazı (Thermo-

Scientific, Flash 2000, A.B.D.) ile azot tayini, poli(MESH) içerikleri ise kükürt tayini 

yapılarak tespit edilmiĢtir. Elemetel analiz yoluyla öncelikle partikülün istenilen 

heteroatom (N veya S) içeriği belirlenmiĢ ve partikülde bağlı ligand‘tan baĢka 

heteroatom kaynağı olmaması nedeniyle, ligandın heteroatom içeriği kullanılarak, 

bağlı ligand miktarı ―mg ligand/g partikül‖ cinsinden ifade edilmiĢtir.   

 

 

ġekil 3.13. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin ligand içeriklerinin belirlenmesi 

amacıyla kullanılan CHNS/O Elementel Analiz (Thermo-Scientific, Flash 2000, 

A.B.D.) cihazı [256] 

 

3.3. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) P rtiküllerin HILIC modunda Mikro-S v  
Kromatografisi Performans Testleri 
 

3.3.1. Ligand B ğl  EĢboyutlu-Gö enekli Formd ki Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 
P rtiküllerin HPLC Kolonuna Dolgul nm s  
 

Ligand bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin öncelikle ağırlıkça % 10 partikül 

içeren sulu süspansiyonu hazırlanmıĢ ve bu süspansiyon enjektör ile paslanmaz 

çelik HPLC kolonuna (uzunluk 300 mm, iç çap: 2 mm) doldurularak, kolonun iki 

ucuna adaptörler takılmıĢtır. Bir HPLC pompası (Shimadzu, LD-10 ADVP, 

Japonya) ile kolondan 5 mL/dk akıĢ hızı ile 15 dakika süreyle distile su geçirilerek, 
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partiküllerin kolon içerisinde, kolonun çıkıĢ tarafına doğru dolgulanması 

sağlanmıĢtır. Kolondaki partiküllerin basılmasını takiben üst kısımda bulunan su, 

bir enjektör ile uzaklaĢtırılmıĢ ve yerine yeni partikül süspansiyonu eklenerek 

HPLC pompasında distile su ile baskılama iĢlemi yinelenmiĢtir. Bu iĢlemlere 

ardıĢık olarak devam edilerek kolonun tamamının partiküller ile dolgulanması 

sağlanmıĢtır. Kolondaki partikül düzeyinin kolonunun üst sınırına ulaĢmasını 

takiben akıĢ hızı, kolon geri basınç değeri 250 bar oluncaya dek arttırılmıĢ ve bu 

basınç değerinde kolondan distile su 15 dakika süreyle geçirilerek, yatak 

dolgusunun iyice baskılanması sağlanmıĢtır. GiriĢ tarafında partiküllerin 

basılmasıyla oluĢan boĢluk yeni partikül eklenerek doldurulmuĢ ve iĢlem ardıĢık 

olarak sürdürülmüĢtür. Kolondan 250 bar basınçta distile su geçiĢine kolon 

giriĢindeki yatak düzeyinde değiĢim olmayıncaya dek devam edilmiĢtir. Kolonun 

giriĢ tarafının baskılanmasını takiben akıĢ yönü tersine çevrilmiĢ, ve yine 250 bar 

basınç altında distile su kolondan ters yönde 15 dakika süreyle geçirilerek, 

kolonun diğer ucunun baskılanması sağlanmıĢtır. Baskılanma sonucu oluĢan boĢ 

hacme yeni partikül süspansiyonu eklenerek, baskılama iĢlemi yinelenmiĢ ve 

iĢleme seçilen kolon ucunda boĢluk kalmayıncaya dek devam edilmiĢtir. Bu 

Ģekilde 250 bar basınç altında dolgulama iĢlemi tamamlanan kolondan 6 saat 

süreyle distile-deiyonize su geçirilmiĢtir. Partiküllerin geri-basınç akıĢ hızı iliĢikisi 

ise ġekil 3.14‘te gösterilen mikro-sıvı kromatografisi (Dionex, Ultimate 3000, 

A.B.D.) sisteminde izokratik modda, hareketli faz olarak hacimce % 0.05 asetik 

asit içeren asetonitril/su (90/10 mL/mL) çözeltisi kullanılarak belirlenmiĢtir. Bu 

hareketli faz, hidrofilik etkileĢim kromatografisi çalıĢmalarında yaygın olarak 

kullanılması nedeniyle seçilmiĢtir. Yapılan ölçümlerde hareketli faz akıĢ hızı 

partikülün geri-basınç davranıĢına göre 0.1-1.0 mL/dk aralığında değiĢtirilerek, her 

bir akıĢ hızında sistem 15 dakika bekletilmiĢ ve kolon ait geri-basınç değeri 

kaydedilmiĢtir. Yıkama iĢlemi tamamlanan kolonlar HILIC çalıĢmasında 

kullanılacak hareketli faz ile 2 saat süreyle 0.25 mL/dk akıĢ hızında 

koĢullandırılmıĢtır.  
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ġekil 3.14.  Mikro-sıvı kromatografisi sistemi (mikro-LC) 

 

3.3.2. Lig nd B ğl  EĢboyutlu-Gö enekli Formd ki Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

P rtiküller ile HILIC Deneyleri 

 

Hidrofilik etkileĢim kromatografisi (HILIC) çalıĢmaları, Dionex Ultimate 3000, 

A.B.D. mikro/nano-sıvı kromatografisi sisteminde ve izokratik modda 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Ligand bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile 

dolgulanmıĢ kolon, sisteme bağlanarak öncelikle hacimce % 0.05 asetik asit (AAc) 

içeren 90/10 (mL/mL) asetonitril/su çözeltisi ile 6 saat süre ile koĢullandırılmıĢtır. 

Takiben yine % 0.05 AAc içeren ve çalıĢılacak ACN/su oranı ile hazırlanan 

hareketli faz ile 2 saat süre ile koĢullandırılma iĢlemi yinelenmiĢtir. Bu iĢlem 

sonrasında istenilen analit karıĢımının enjeksiyonu yapılarak izokratik modda, 

analit karıĢımının son bileĢeni kolonu terk edinceye kadar kromatografik ayırma 

iĢlemi sürdürülmüĢtür. Analit karıĢımının enjeksiyonu, otomatik olarak ve 1 L 

hacminde enjeksiyon döngüsü kullanılarak yapılmıĢtır.  

 
HILIC deneylerinde analit karıĢımı olarak, yalnızca nükleosidler, peptidler, veya 

organik asitler içeren örnek karıĢımları ve bu grupların herbirinden seçilmiĢ 

analitleri bir arada içeren test karıĢımı kullanılmıĢtır. HILIC modunda yapılan 

kromatografik testlerde kullanılan analitlerin fiziksel özellikleri ve moleküler yapıları 

Çizelge 3.5‘te verilmektedir. 

Her bir analit karıĢımı için öncelikle uygun pH değerinde hareketli faz ACN/su 
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oranı değiĢtirilerek, izokratik modda kromatografik deneyler yapılmıĢtır. Böylece 

kromatografik ayrımın yapılabildiği uygun ACN/su oranı belirlenmiĢtir. Belirlenen 

ACN/su oranı değerine sahip hareketli faz ile farklı akıĢ hızlarında izokratik modda 

çalıĢılarak kromatogramlar alınmıĢtır. Kromatogramlar, UV dedektör kullanılarak 

ve çalıĢılan analit karıĢımı için literatürde önerilen uygun dalga boyu değeri 

seçilerek elde edilmiĢtir. Farklı hareketli faz akıĢ hızları ve ACN/su oranları ile 

alınan kromatogramlarda, Bölüm 2.1.3‘te verilen pik çözünürlüğü, alıkonma faktörü 

ve kademe yüksekliği gibi değerler hesaplanarak kolonların kromatografik 

performans analizi  yapılmıĢtır. 

                                                                                                                           

Çizelge 3.5. HILIC modunda yapılan kromatografik testlerde kullanılan analitlerin 

fiziksel özellikleri ve kimyasal yapıları 

_________________________________________________________________ 

Analit      Temin edildiği           pK             Ssu              Sdiğer           Kimyasal  
                        firma                        (g/L)            (g/L)                     y p s  
 _________________________________________________________________   

Nükleotidler                                                                                

 

Urasil    Sigma Aldrich CO          9.5           çözünür      alkollerde              

                 (Almanya)             [253,257]            [258]      çözünmez [258] 

 

  

Sitozin   Sigma Aldrich CO    4.68, 12.16      ~7          alkollerde az             
                  (Almanya)                [253]              [258]       çözünür [258]  
 

  

 

 

Adenin   Sigma Aldrich CO    4.15, 9.8        ~0.5         alkollerde az             

                  (Almanya)                [259]              [258]       çözünür [258]  

 

 

Guanin   Sigma Aldrich CO    9.92, 3.3,     çözünmez     seyreltik asit             
                  (Almanya)                 9.2               [258]          çöz. (0.1 N  
                                              [258,259]                               HCl) veya  
                                                                                KOH çözeltilerinde   
 çözünür [258] 
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Çi elge 3 5. devam ediyor 

________________________________________________________________________________ 

Analit      Temin edildiği        pK             Ssu              Sdiğer           Kimyasal  
                        firma                  (g/L)            (g/L)                        y p s  
 _________________________________________________________________   

Nükleosidler 

 
Üridin      Sigma Aldrich CO       8.5         çözünür         alkollerde,             

(Almanya)            [260]             [258]         DMSO, DMF,                     
                                                                               ACN, asetonda az     
 çözünür [261] 
 

 

Timidin   Sigma Aldrich CO      9.72,      çözünür    metanol,aseton             
                  (Almanya)              [261]         [258]        kloroform,etil  
                                                                                  asetatta çözünür 
                                                                                       [258] 
 

Sitidin   Sigma Aldrich CO    4.22, 12.5   çözünür      alkollerde              

                 (Almanya)                [258]           [258]     az çözünür [258]   

 

 
Adenozin     Sigma Aldrich CO    3.7,       çözünür      alkollerde          
                         (Almanya)          [260]                         çözünmez   
      [258]           
                                                                                
 

 

 

 

  

Ġnosin        Sigma Aldrich CO    8.8-9          16                ----         
                       (Almanya)           [260]         [258]                            
   
                                                                                
 

 

Guanozin    Sigma Aldrich CO    2.1, 9.2      ~1                 ----         
                       (Almanya)             [262]         [258]                            
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Çi elge 3 5. devam ediyor 

________________________________________________________________________________ 

Analit      Temin edildiği        pK             Ssu              Sdiğer           Kimyasal  
                        firma                    (g/L)            (g/L)                        y p s  
 

 

Akrilik BileĢenler 

Akrilik asit       Sigma Aldrich C.O    4.35        çözünür       ----- 
      Almanya            [261]          [263] 
 
 
 
Akrilamid        BDH Chemicals         ------        çözünür ----- 
       England                                   [264]  
 

 

 

Tiyoüre       Sigma Aldrich        ------         çözünür          ------ 
                       Almanya             [265] 
 
 

 

Organik asitler 

Asetik asit        Merck A. G.           4.76       çözünür        ----------              

                         (Almanya)             [266]          [266]               

 

  

p-Toluik asit   Sigma Aldrich C.O     4.27    sıcak suda      asetonda              

                         (Almanya)               [261]      çözünür       çözünür 

                                                                         [267]                   [267]   

 

 

 

Benzoik asit    Sigma Aldrich C.O       4.2       2.9       alkoller,benzen        

                         (Almanya)                 [268]    [268]        ve eterde    
     çözünür [268] 
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Çi elge 3 5. devam ediyor 

________________________________________________________________________________ 

Analit      Temin edildiği              pK             Ssu              Sdiğer           Kimyasal  
                        firma                            (g/L)            (g/L)                 y p s  

 

4-Klorobenzoik    Sigma Aldrich C.O    ----      sıcak suda     ------- 

asit                          (Almanya)                        çözünür  
    [269] 

 

 

n-Dekanoik      Sigma Aldrich C.O    ----     çözünmez       alkol ve  

asit                       (Almanya)                          [270]             eterde         
                     çözünür 
      [270] 
 

 

Katekolaminler 

 

Tiramin         Sigma Aldrich C.O.      -----        ~50           ------ 
hidroklorür    Almanya                             [271] 
  

 

 

Dopamin         Sigma Aldrich C.O.    -----    çözünür        ~20 
hidroklorür    Almanya                               [272]       (alkolde) 
    [272]        

 

 

Norepinefrin  Sigma Aldrich C.O.  8.85, 9.50    ~12.5      ---- 
                       Almanya               [273]       [273] 

_________________________________________________________________ 

pKa: Asit ayrıĢma değeri, S: çözünürlük (g/L). 
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4. SONUÇLAR ve TARTIġMA 

 

Tez kapsamında eĢboyutlu-gözenekli formda poli(3-kloro-2-hidroksipropil 

metkarilat), poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller mikrosüspansiyon 

polimerizasyonu ile sentezlenmiĢ,  partiküllere farklı HILIC ligandlarının 

bağlanması sağlanmıĢ ve türevlendirilen partiküllerin karakterizasyonu yapılmıĢtır. 

Sonraki basamakta partikül bazlı mikrobor kolonların mikro-sıvı kromatografisi 

sisteminde, HILIC modunda kromatografik performans testleri yapılmıĢ, geliĢtirilen 

kolonların, polar organik moleküller ve polar biyokimyasalların kromatografik 

ayrımında kullanılabileceği gösterilmiĢtir. 

 

4.1. Hidrofilik EtkileĢim Krom togr fisi için Sabit Faz GeliĢtirilmesi 

 

4.1.1. EĢboyutlu-Gö enekli Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) P rtiküllerin Sente i ve 

Karakterizasyonu 

 

HILIC‘de kullanılacak eĢboyutlu-gözenekli partikül formunda sabit fazların eldesi 

için, çıkıĢ materyali olarak hidrofilik formda, kolay türevlendirilebilme yeteneğine 

sahip ve literatürde daha önce kullanılmamıĢ bir polimerik yapı, poli (3-kloro-2-

hidroksipropil metakrilat-co-etilen-dimetakrilat), poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

kopolimeri seçilmiĢtir. EĢ boyutlu ve gözenekli poli(HPMA-Cl-co-EDMA)  partikül 

sentezinin ilk basamağında çıkıĢ lateksi, dispersiyon polimerizasyonu ile elde 

edilmiĢ, daha sonra çok basamaklı mikrosüspansiyon tekniği ile monomer faz 

bileĢimi değiĢtirilerek mikrobor kolonda kullanıma uygun ortalama partikül boyutu 

ve gözeneklilik özelliklerine sahip partiküllerin eldesi sağlanmıĢtır. 

 

Monomer faz bileĢimi değiĢtirilerek elde edilen poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

partiküllerin partikül boy dağılımı ve yüzey morfolojisini gösteren SEM fotoğrafları 

ġekil 4.1‘de sunulmuĢtur. Üretilen poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin ters 

büyüklükçe ayırma kromatografisi yöntemi ile elde edilen gözenek boy dağılım 

eğrileri ise ġekil 4.2‘de verilmektedir. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller için 

gerek SEM fotoğrafları, gerekse gözenek dağılım eğrilerinin değerlendirilmesi ile 

tayin edilen boy ve gözeneklilik özellikleri ise Çizelge 4.1‘de verilmektedir. 
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ġekil 4.1. Farklı monomer faz bileĢimleri ile üretilen poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

partiküllerin SEM fotoğrafları. HPMA-Cl/EDMA oranı (mL/mL): (A) 0.75/4.25, (B) 

1.5/3.5, (C) 2.5/2.5, (D) 3.5/1.5, (E) 4.25/0.75. Büyütme oranı: Büyük resim: 

X20000, Küçük resim: X4000 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.2. Farklı monomer faz bileĢimleri ile üretilen poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

partiküllerin ters büyüklükçe ayırma kromatografisi yöntemi ile elde edilen gözenek 

boy dağılım eğrileri 
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Çizelge 4.1. Farklı monomer faz bileĢimleri ile üretilen poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

partiküllerin boy ve gözeneklilik özellikleri  

 

 

 HPMA-Cl/EDMAa   Dpb (m)   CVc (%)   dmd(nm)     e (%)    ÖYAf             
 
       (mL/mL)            (m2/g) 
_________________________________________________________________ 
 

     0.75/4.25                5.14              4.58                    9              33.2              146.3 

    1.50/3.50      4.80               4.92           9              40.5                65.2 

    2.50/2.50      5.50               3.30                  14      45.9       60.0 

    3.50/1.50                 5.40               4.51                 106             29.4               14.7 

    4.25/0.75                 4.95               4.32                  t.e.              t.e.                  2.1 

_________________________________________________________________ 

a:Monomer faz bileĢimi, b:Ortalama partikül boyu, c:Boy dağılımı için değiĢim 
katsayısı, d:Medyan gözenek boyutu, e:Gözeneklilik oranı, f: Özgül yüzey alanı. 
t.e.:tayin edilmedi. 
 

 

Buradan görüldüğü gibi monomer faz bileĢiminin değiĢmesi, bir baĢka deyimle 

monomer fazındaki çapraz bağlayıcı deriĢiminin değiĢmesi,  ortalama partikül boyu 

ve boy dağılımı değiĢim katsayısı değerinde önemli değiĢime neden 

olmamaktadır. Bu durum ortalama partikül boyu ve boy dağılımının kullanılan 

monomer/çıkıĢ lateksi oranı tarafından kontrol edilmesinden kaynaklanmaktadır. 

Farklı monomer/faz bileĢimleri ile elde edilen partiküllerin SEM fotoğraflarına 

bakıldığında yüzey gözenekliliğinin özellikle % 50‘den büyük çapraz bağlayıcı 

(EDMA) deriĢimlerinde daha belirgin olduğu söylenebilir (ġekil 4.1). Bu çapraz 

bağlayıcı deriĢim aralığında gözeneklilik oranı değerlerinin de yüksek olduğu 

görülmektedir (Çizelge 4.1). Yine aynı çizelgeden, artan çapraz bağlayıcı deriĢimi 

ile partikül özgül yüzey alanı değerinin de belirgin Ģekilde artıĢ gösterdiği 

gözlenmektedir. Bu durum ġekil 4.2‘de verildiği gibi yüksek çapraz bağlayıcı 

deriĢimleri ile küçük gözenek fraksiyonlarının ağırlıklı olduğu partiküllerin 

eldesinden kaynaklanmaktadır. Bu durum farklı kimyasal yapıya sahip eĢboyutlu-

gözenekli partiküllerin sentezi için önerilen partikül oluĢum mekanizmasına göre 

artan çapraz bağlayıcı deriĢimi ile mikropartikül formu içerisinde gözenek yapıcı 
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çözücü varlığında daha küçük çapraz bağlı nanopartiküllerin oluĢumu ve 

agregasyonu ile açıklanmaktadır [36,37,248]. Buradan görüldüğü gibi geliĢtirilen 

yöntem, poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin eĢboyutlu-gözenekli formda 

üretimine imkan vermektedir.  DeğiĢim katsayılarının küçük oluĢu da 

monodispersiteyi iĢaret etmektedir.  

 

Farklı monomer faz bileĢimleri ile üretilen poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller için 

kolon geri-basıncının hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi ise ġekil 4.3‘te 

verilmektedir.  

 

 

 

ġekil 4.3. Farklı monomer faz bileĢimleri ile üretilen poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

partiküller için kolon geri-basıncının hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi. Kolon: 

50x7.8 mm i.ç., Hareketli faz: distile su 

 

Buradan görüldüğü gibi sabit akıĢ hızı değerinde kolon geri-basıncı artan çapraz 

bağlayıcı deriĢimi ile belirgin bir azalma göstermektedir. Bu durum artan çapraz 

bağlayıcı deriĢimi ile kolon gözenekliliğinin (partikül içi ve partiküller arasının 

toplamı) artmasından kaynaklanmaktadır. Çapraz bağlayıcı deriĢimi ile partikül 

boyutunun yaklaĢık olarak sabit kalması nedeniyle, ilgili etkinin büyük ölçüde 

partikül içi gözeneklilik artıĢından kaynaklandığı söylenebilir. Burada da 4.25/0.75 

mL/mL HPMA-Cl/EDMA oranı ile üretilen partiküllerde kolon geri-basınç değerinin 

çok yüksek olmasından ötürü, ters-büyüklükçe ayırma kromatografisi yöntemiyle 

gözenek boy dağılımı ve gözeneklilik tayini yapılamadığı da görülmektedir.  
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Elde edilen partiküllerin boy, gözeneklilik ve geri basınç özelliklerinin 

değerlendirilmesi sonucunda 2.5/2.5 mL/mL HPMA-Cl/EDMA oranı ile üretilen 

poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin ligand bağlanması amacıyla destek 

materyali olarak kullanılmasına karar verilmiĢtir. 

 

4.1.2. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) P rtiküllerin Türevlendirilmesi ve 

Karakterizasyonu 

 

4.1.2.1.  TEA-OH B ğl  EĢboyutlu-Gö enekli Formd ki Poli(HPMA-Cl-co-

EDMA) P rtiküllerin Eldesi ve Karakterizasyonu 

 

Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllere TEA-OH bağlanması, partiküllerin kloropropil 

grubu ile TEA-OH‘ın tersiyer amin grubu arasındaki tek basamaklı reaksiyon ile 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bağlanma reaksiyonu sonrasında partiküllerin SEM ile yüzey 

morfolojisi ve gözenek yapısı, BET yüzey alanı ölçüm sistemi ile özgül yüzey alanı 

ve elementel analiz ile ligand içerikleri tayin edilerek, ligand pağlı partikül özellikleri 

belirlenmiĢtir. Bağlanma reaksiyonu sonrasında yüzey morfolojilerini gösteren 

SEM fotoğrafları ġekil 4.4‘te verilmektedir. Buradan TEA-OH bağlanması ile 

poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin yüzey morfolojisinde önemli bir değiĢim 

meydana gelmediği ve yüzeyin gözeneklilik özelliklerinin korunduğu görülmektedir.  

Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller için 60 m2/g olan özgül yüzey alanı değeri 

TEA-OH bağlanması ile 48.4 m2/g değerine düĢmektedir. Bu durum 

mikrogözeneklerin bir kısmının TEA-OH ile dolmasından kaynaklanmaktadır. TEA-

OH bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin ligand içeriği ağırlıkça %1.19‘dur. 

Azot  tayini için yapılan elemental analizler istenilen ligandın yapıya bağlandığını 

göstermiĢtir. Literatürde HILIC kromatografik sabit faz sentezine yönelik benzer 

çalıĢmalar ile kıyaslandığında elde edilen ligand içeriklerinin HILIC modunda 

kromatografik kullanım için uygun aralıkta olduğu düĢünülmektedir [48,50] 

Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ve TEA-OH ile türevlendirilen poli(HPMA-Cl-

co-EDMA) partiküller ile mikrobor kolonda elde edilen geri-basınç-akıĢ hızı 

grafikleri ġekil 4.5‘te verilmiĢtir. Her iki durumda da artan akıĢ hızı ile geri basınç 

değerlerinin doğrusal Ģekilde arttığı gözlenmektedir. TEA-OH bağlı-poli(HPMA-Cl-
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co-EDMA) partiküller ile dolgulanan kolonun geri-basınç değeri daha sabit akıĢ 

hızı için daha yüksektir. Geri basınç değerindeki doğrusal artıĢ kolon materyallinde 

artan basınçta deformasyon oluĢmadığının göstergesi olup, 0.20-0.75 mL/dk akıĢ 

hızı aralığında sorunsuz bir Ģekilde kromatografik analiz yapılabileceğini 

göstermektedir. 

 

 
 
ġekil 4.4. TEA-OH bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin bağlanma 

reaksiyonu sonrasında yüzey morfolojisini gösteren SEM fotoğrafı. Büyütme oranı: 

X19000 

 

 

 

 

 

 

ġekil 4.5. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) ve TEA-OH ile türevlendirilen poli(HPMA-Cl-

co-EDMA) partiküller ile dolgulanan mikrobor kolonlarda elde edilen geri-basınç-

akıĢ hızı grafikleri. Hareketli faz: % 0.05 AAc içeren 90/10 mL/mL ACN/su. Kolon 

boyutu: 300 x 2 mm iç çap. 
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4.1.2.2. Triazol Halka Formunda Ligand B ğl  EĢboyutlu-Gö enekli 

Formdaki Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) P rtiküllerin Eldesi ve Kull n m    

 

EĢboyutlu ve gözenekli yapıda poli(HPMA-Cl-Co-EDMA) partiküller kolay 

bağlanma (click chemistry) yöntemi kullanılarak polar triazol ligandı içeren forma 

dönüĢtürülmüĢ ve HILIC deneylerinde sabit faz olarak kullanılmıĢtır. Bu amaçla, 

poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller önce sodyum azid ile etkileĢtirilerek klor grubu 

azid formuna dönüĢtürülmüĢ, takiben alkin grubu içeren propargil alkol ile 

tepkimeye sokularak hidroksimetil grubu içeren triazol halkası formunda polar 

ligandın partikül üzerinde oluĢumu sağlanmıĢtır.  Bağlanma yöntemleri, ligand 

bağlanması sırasında farklı çözücü ve sıcaklıklar denenerek oluĢturulmuĢ ve 

yapılan karakterizasyonlar ile uygunluğu gösterilmiĢtir. 

Triazol bağlanma reaksiyonu öncesi ve sonrasında partiküllerin yüzey 

morfolojilerini ve gözenek yapısını gösteren SEM fotoğrafları ġekil 4.6‘da 

verilmektedir. Buradan görüldüğü gibi ligand bağlanması ile normal partiküllere 

kıyasla partikül bütünlüğü, yüzey morfolojisi ve gözenek yapısında ligand bağlama 

iĢlemi ile önemli bir değiĢim olmamaktadır. Türevlendirme sonrası poli(HPMA-Cl-

co-EDMA) partiküllerin heteroatom ve bağlı ligand içerikleri ile bağlanma 

reaksiyonu sonrasında ölçülen özgül yüzey alanları Çizelge 4.2‘de verilmektedir.  

Buradan görüldüğü gibi partiküllerin bağlı ligand içerikleri, ligand türüne göre 

ağırlıkça % 1.0-4.0 aralığında değiĢmektedir. Azot tayini için yapılan elemental 

analizler istenilen ligandların yapıya bağlandığını göstermiĢtir. Literatürde HILIC 

kromatografik sabit faz sentezine yönelik benzer çalıĢmalar ile kıyaslandığında 

elde edilen ligand içeriklerinin HILIC modunda kromatografik kullanım için uygun 

aralıkta olduğu düĢünülmektedir [48,50].  
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ġekil 4.6. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA)  partiküllerin ve farklı koĢullarda propargil alkol 

bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin bağlanma reaksiyonu sonrasında 

yüzey morfolojilerini gösteren SEM fotoğrafları. Partikül  (A) Normal partikül, (B) 

PT-1 (60/50), (C) PT-2 (60/RT), (D) PT-3 (80/RT), (E) PT-4 (80/50) . 

 

Çizelge 4.2. Ligand bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin gözenekilik 

özellikleri ve ligand içerikleri 

_________________________________________________________________
Partikül Kodu      Heteroatom         %Heteroatom        Ligand              ÖYA                                                                                                           
 
(Sentez                                                                          (mg/g partikül)       (m2/g) 
sıcaklıkları) 
_________________________________________________________________ 
P-T1 (60/50)                  N                        0.94                       18.8                60.0 

 

P-T2 (60/RT)                  N              0.93           18.6            53.0  

 

P-T3 (80/RT)        N              3.41           68.2            48.0   

 

P-T4 (80/50)                 N                         3.68                      73.6                 60.0 

ÖYA: Özgül yüzey alanı 
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Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ve ligand bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

partiküller ile doldurulan kolonlardan elde edilen geri-basınç-akıĢ hızı grafikleri 

ġekil 4.7‘de verilmiĢtir. Türevlendirme sonrası; ligand bağlı partiküller ile 

doldurulan kolonun geçirgenliği, gözeneklerin ligand molekülleri ile kapatılmasına 

bağlı olarak azalmıĢtır. Artan akıĢ hızı ile geri basınç değerlerinin doğrusal Ģekilde 

arttığı gözlenmektedir. Geri basınç-akıĢ hızı grafiği 0.1-0.6 mL/dk akıĢ hızı 

aralığında kromatografik analiz yapılabileceğini göstermektedir.   

 

 

ġekil 4.7. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) ve farklı koĢullarda propargil alkol bağlı 

poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanan mikrobor kolonlarda elde edilen 

geri-basınç-akıĢ hızı grafikleri. Hareketli faz: % 0.05 AAc içeren 94/6 mL/mL 

ACN/su. Kolon boyutu: 300x2 mm iç çap. 

 

4.1.2.3. Zwitteriyonik Lig nd B ğl  EĢboyutlu-Gö enekli Formd ki 

Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) P rtiküllerin Eldesi ve Karakterizasyonu 

 

Zwitteriyonik formda makromoleküler ligand, sentezlenen reaktif poli(HPMA-Cl-co-

EDMA) partiküller ile uygun koĢullarda etkileĢtirilerek, partiküller üzerine kovalent 

olarak bağlanmıĢtır. Bu gruptaki çalıĢmalarda zwitteriyonik sülfobetain grubu 

içeren poli(MESH) moleküler zincirleri, ATRP yöntemi ile poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

partikül yüzeylerine bağlanmıĢtir. 
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EĢboyutlu-gözenekli formdaki poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllere poli(MESH) 

moleküler zincirlerinin bağlanmasında üç farklı yöntem izlenmiĢtir. Amaç zincir 

uzunluğunu ve polariteyi değiĢtirerek farklı gözenek yapısına, polariteye ve 

dolayısıyla farklı kromatografik ayırma yeteneğine sahip partikül bazlı kolonların 

eldesidir. Bağlanma reaksiyonu sonrasında partiküllerin yüzey morfolojilerini ve 

gözenek yapısını gösteren SEM fotoğrafları ġekil 4.8‘de verilmektedir. 

 

 

ġekil 4.8. Farklı ATRP formülasyonlarıyla elde edilen zwitteriyonik ligand bağlı- 

poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin bağlanma reaksiyonu sonrasında yüzey 

morfolojilerini gösteren SEM fotoğrafları. Partikül türü (A) ClPrTMS-b-ATRP, (B) 

BrIBuBr-b-ATRP, (C) HPMA-Cl-b-ATRP partiküller 

 

Buradan görüldüğü gibi ligand bağlanması ile normal partiküllere kıyasla partikül 

bütünlüğü, yüzey morfolojisi ve gözenek yapısında önemli bir değiĢim 

olmamaktadır. 

 Zwitteriyonik ligand bağlanan poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin heteroatom ve 

bağlı ligand içerikleri ile bağlanma reaksiyonu sonrasında ölçülen özgül yüzey 

alanları Çizelge 4.3‘te verilmektedir.  
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Çizelge 4.3. Zwitteriyonik ligand bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin 

gözenekilik özellikleri ve ligand içerikleri 

_________________________________________________________________
Partikül             Heteroatom      %Heteroatom         Ligand                ÖYA      
 

                                                                             (mg/g partikül)        (m2/g)                                                                               
_________________________________________________________________ 
ClPrTMS-b-ATRP           S                      0.29                        25.3                35.1 

 

BrIBuBr-b-ATRP           S     1.71             149.2     13.5  

 

HPMA-Cl-b-ATRP  S     0.31              27.1               49.5   

ÖYA: Özgül yüzey alanı 

Kükürt tayini için yapılan elemental analizler istenilen ligandların yapıya 

bağlandığını göstermiĢtir. Buradan görüldüğü gibi partiküllerin ligand içerikleri, 

baĢlatıcı türüne göre ağırlıkça % 0.29-1.70 aralığında değiĢmektedir. Literatürde 

HILIC kromatografik sabit faz sentezine yönelik benzer çalıĢmalar ile 

kıyaslandığında elde edilen ligand içeriklerinin HILIC modunda kromatografik 

kullanım için uygun aralıkta olduğu görülmektedir [48,50]. Türevlendirme sonrası, 

partikül özgül yüzey alanı değerinde yaklaĢık % 20-70 aralığında bir azalma ortaya 

çıkmaktadır. Bu davranıĢ, gözeneklerin bir kısımının ligand molekülleri ile 

kapatılmasından ve ligandın makromoleküler formda olmasından 

kaynaklanmaktadır. Zwitteriyonik ligand içeren poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

partiküllerin bağlanma reaksiyonu sonrasında kolon geri basıncının hareketli faz 

akıĢ hızı ile değiĢimi ise ġekil 4.9‘da verilmektedir. 
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ġekil 4.9. Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) ve farklı ATRP formülasyonlarıyla elde edilen 

zwitteriyonik ligand bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanan 

mikrobor kolonlarda elde edilen geri-basınç-akıĢ hızı grafikleri. Hareketli faz: % 

0.05 AAc içeren 90/10 mL/mL ACN/su. Kolon boyutu: 300x2 mm iç çap. 

 

Buradan görüleceği üzere gözeneklerin bir kısmının ligand molekülleri ile 

kapatılmasına bağlı olarak kolon geçirgenliğinde oluĢan düĢme nedeniyle, ligand 

bağlı partiküllerde, bağlı olmayan partikülle kıyasla, sabit akıĢ hızında biraz daha 

yüksek geri-basınç değerleri gözlenmektedir. Burada HILIC deneylerinde 

kullanılması planlanan kolon boyutu seçilmiĢ, HILIC deneylerinde yaygın olarak 

tercih edilen bir hareketli faz türü kullanılarak geri-basınç değerleri not edilmiĢtir. 

Bağlanan bütün ligandlar için çalıĢılacak akıĢ hızı aralığında kolon-geri basıncının 

hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢiminin doğrusal ve mikro-sıvı kromatografisi sistemi 

için makul bir aralıkta olduğu elde edilen davranıĢtan görülmektedir. Özellikle, geri-

basınç akıĢ hızı iliĢkisinde doğrusaldan sapan (genellikle parabolik) bir değiĢimin 

gözlenmemiĢ olması Ģeçilen partiküllerin, partikül boyunun ve gözenekliliğinin ve 

uygulanan ligand bağlama yönteminin mikro sıvı kromatografisi sisteminde HILIC 

modunda çalıĢma için uygun olduğunu göstermektedir. 

Üç farklı polimerin ortalama molekül ağırlığı büyüklükçe ayırma kromatografisi 

(GPC) tekniği ile hesaplanmıĢtır. Suda çözenen polimerlerin molekül ağırlığı tayini 

için büyüklükçe ayırma kromatografisinde dekstran standartları ile elde edilen 
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kromatogramlar ġekil 4.10‗da gösterilmektedir. GPC kromatogramlarından elde 

edilen sonuçlara göre, belirli kütle ağırlıklarındaki dextran standartların analiz 

sırasında vermiĢ oldukları pik maksimum noktaları kullanılarak, kalibrasyon eğrisi 

oluĢturulmuĢtur. (ġekil 4.11)  Bu eğri yardımıyla sentezlenen polimerlerin ağırlıkça 

ortalama molekül ağırlıkları HPMA-Cl-b-ATRP, BrBuBr-b-ATRP ve ClPrTMS-b-

ATRP partiküller için sırasıyla 2200, 1500, 4500 olarak tespit edilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.10. Ortalama molekül ağırlıkları Mw: 180-80.000 Da olan  dekstran 

standartlar  kullanılarak elde edilen kromatogramlar . Hareketli faz: su, AkıĢ hızı: 

0.1 mL/dk, Kolon: 50 x 7.8 mm i.d. Dedektör: RID 

 

 

ġekil 4.11. Farklı ATRP formülasyonlarıyla elde edilen zwitteriyonik ligand bağlı- 

poli(HPMA-Cl-co-EDMA)  partiküller için dekstran standartlar ile elde edilmiĢ SEC 

kalibrasyon eğrisi. 
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4.2. Hidrofilik EtkileĢim Krom togr fisi Perform ns Testleri 

 

Bu bölümde, yapılan kromatografik deneylerde ayırma ortamı olarak farklı hidrofilik 

ligandlar ile türevlendirilmiĢ poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partikülleri içeren mikrobor  

kolonların kromatografik performansları hidrofilik etkileĢim kromatografisi (HILIC) 

modunda incelenmiĢtir. 

 

4.2.1. TEA-OH B ğl -Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) P rtiküllerin HILIC Modunda 

Sabit Faz Olarak Kull n lm s  ile Y p l n Kromatografik Ç l Ģm l r 

 

TEA-OH bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partikül bazlı kolon ile yapılan 

kromatografik çalıĢmalar izokratik koĢullarda ve oda sıcaklığında 

gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢmada öncelikle hareketli faz için uygun asetonitril/su 

(ACN/su) oranının belirlenmesi sağlanmıĢtır. Takiben en uygun ACN/su oranı ile 

farklı akıĢ hızlarında kromatografik ayırma davranıĢı incelenmiĢtir. TEA-OH bağlı-

poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ kolonda, farklı ACN/su oranları 

ile elde edilen kromatogramlar ġekil 4.12‘de verilmektedir. Kromatogramlardan 

hesaplanan çözünürlük değerleri ise Çizelge 4.4‘te verilmektedir. 

 

 

ġekil 4.12. TEA-OH bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ 

kolonda farklı ACN/su oranları ile test karıĢımının izokratik ayrımı. Kolon: 300x2 

mm iç çap. Hareketli faz: ACN+su + % 0.05 AAc, AkıĢ hızı: 0.5 mL/dk, UV 

dedektör, 260 nm, ACN/su oranı (mL/mL): (A) 96.5/3.5, (B) 95.0/5.0, (C) 92.5/7.5, 

(D) 90.0/10.0, Kolondan çıkıĢ sırası: 1. toluen, 2. urasil, 3. inosin, 4. adenin, 5. 

sitozin, 6. guanin.  
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Çizelge 4.4. TEA-OH-bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller içeren kolonda 

farklı ACN/sua oranları ile alınan kromatogramlardan hesaplanan çözünürlük 

değerleri  

_________________________________________________________________ 
Pik çö ünürlüğü 

__________________________________________________________________ 
  ACN/su                    R(2/1)          R(3/2)              R(4/3)            R(5/4)         R(6/5)           

  (mL/mL) 

   96.5/3.5                   1.76             2.01                 1.42              1.64              1.56                    

   95.0/5.0                  1.64             1.92                 1.32              1.56              1.50                     

   92.5/7.5                     1.53          1.84              1.23            ayrım yok           1.35 

   90.0/10.0               1.46        1.67                 1.10            ayrım yok          0.74 
_________________________________________________________________ 
a: Kromatografik koĢullar: Hareketli faz: ACN/su, AkıĢ hızı: 0.5 mL/dk Kolon: 300x 
2 mm iç çap, UV dedektör, 260 nm, Kolondan çıkıĢ sırası: 1. toluen, 2. urasil, 3. 
inosin, 4. adenin, 5. sitozin, 6. guanin 
 

 

Çizelge 4.4‘ten 96.5/3.5 ve 95.0/5.0 mL/mL ACN/su oranları ile elde edilen 

çözünürlük değerlerinin daha yüksek olduğu görülmektedir. Bu durum test 

karıĢımının izokratik ayrımı için belirtilen aralığın uygun olduğunu göstermektedir. 

ġekil 4.12‘ye bakıldığında ACN deriĢimi arttığında hareketli faz polaritesinin 

azalması ile analitlerin alıkonmasının arttığı gözlenmektedir. Dolayısıyla 90.0/10.0 

mL/mL ACN/su oranı ile en kısa analiz süresi elde edilmiĢtir. Ancak,  analiz süresi 

ve çözünürlük değerleri göz önüne alındığında en uygun ACN/su oranı değeri 

95.0/5.0 olarak belirlenmiĢtir.  ġekil 4.13‘te alıkonma faktörünün ACN deriĢimi ile 

değiĢimi görülmektedir. Piklerin birbirine en yakın olduğu ACN deriĢimi % 90.0 

iken, birbirinden uzaklaĢtığı ACN deriĢimleri % 95.0 ve % 96.5 olarak 

görünmektedir. Analitlerin polaritesi arttıkça kolonda tutulmaları ve dolayısıyla 

alıkonma faktörü de artmaktadır. HILIC sisteminde daha polar bileĢikler sabit fazın 

üzerinde yer alan sabit hidrofilik tabaka ile daha güçlü etkileĢim göstermekte ve 

kolonu daha geç terk etmektedir. Kromatogramlar ve alıkonma faktörü değerleri 

grafiği incelendiğinde analitlerin çıkıĢ sırası toluen, urasil, inosin, adenin, sitozin, 

guanin Ģeklindedir ve analitlerin çıkıĢ sırasına göre alıkonma faktörü değerleri de 
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artmaktadır. HILIC sistemi ve elde edilen sonuçlar göz önüne alındığında analit 

çıkıĢ sırasına uygun olarak bileĢenlerin polaritesinin (hidrofilik özelliği) artığı 

söylenebilir. 

 

 
ġekil 4.13. Test karıĢımı analit grubu ayrımında farklı ACN deriĢimleri ile alıkonma 

faktörlerinin değiĢimi  

 
 
ġekil 4.14‘te ve Çizelge 4.5.'te, TEA-OH-bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller 

içeren kolon ile en uygun ACN deriĢiminde, akıĢ hızı 0.20-0.75 mL/dk aralığında 

değiĢtirilerek izokratik modda test karıĢımının ayrımının yapıldığı kromatogramlar 

ve kromatogramlardan hesaplanan çözünürlük değerleri verilmiĢtir. Kromatografik 

ayrımın özellikle düĢük akıĢ hızları (0.2 ve 0.3 mL/dk) ile daha baĢarılı olduğu 

görülmektedir. Diğer akıĢ hızlarında inosin ve sitozin ayrımının daha zor yapıldığı 

dikkati çekmektedir.  
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ġekil 4.14. TEA-OH bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ 

kolonda test karıĢımının izokratik ayrımı üzerine hareketli faz akıĢ hızının etkisi. 

Kolon: 300x2 mm iç çap. Hareketli faz: ACN+ su + 0.05 % (v/v) AAc, Hareketli 

fazda ACN/su hacimsel oranı: 95/5 mL/mL, AkıĢ hızı (mL/dk): (A) 0.20, (B) 0.30, 

(C) 0.40, (D) 0.50, (E) 0.75, UV dedektör, 260 nm, Pik sırası: 1. toluen, 2. urasil, 3. 

inosin, 4. adenin, 5. sitozin, 6. guanin.  

 

Farklı akıĢ hızlarında elde edilen kromatogramlardan yararlanılarak (ġekil 4.14) 

TEA-OH bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ kolonda, 

hareketli faz akıĢ hızının etkisi teorik kademe sayısı ve kademe yüksekliği‘ne (van-

Deemter grafiği) etkisi tanımlanmıĢtır. Sonuçlar ġekil 4.15‘te verilmiĢtir. Çizelge 

2.6‘da silika ve polimer bazlı HILIC kolonlar için farklı analitler ile saptanmıĢ 

kademe yüksekliği değerlerine bakıldığında, TEA-OH bağlı-poli(HPMA-Cl-co-

EDMA) partikülleri içeren HILIC kolonunun özellikle polimer bazlı HILIC kolonları 

ile kıyaslanabilir ayırma performansına sahip olduğu görülmektedir (ġekil 4.15). 

Ancak silika bazlı HILIC kolonlarında gözlenen kolon verimi değerlerinin, TEA-OH 

bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partikülleri içeren HILIC kolonuna kıyasla daha 

yüksek olduğu not edilmelidir.  
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Çizelge 4.5. Test karıĢımı kullanılarak farklı hareketli faz akıĢ hızlarıa ile alınan 

kromatogramlar yardımıyla hesaplanan çözünürlük değerleri  

_________________________________________________________________________                                                  

Pik Çö ünürlüğü 
_________________________________________________________________ 

    

        Ak Ģ h                      R(2/1)         R(3/2)           R(4/3)            R(5/4)         R(6/5)       

      (mL/dk)        

         0.20                        1.89             2.22              1.43                1.72             1.65               

         0.30                        1.85             2.11              1.38                1.63             1.61 

         0.40                        1.72        1.98              1.35                1.61             1.52 

         0.50                        1.64             1.92              1.32                1.56             1.50                     

         0.75                        1.56             1.84              1.21                1.42             1.46 

_________________________________________________________________ 

a: Kromatografik koĢullar: Hareketli faz: ACN+ su + 0.05 % (v/v) AAc, Hareketli 
fazda ACN/su hacimsel oranı: 95/5 mL/mL, Kolon: 300x 2 mm iç çap, UV 
dedektör, 260 nm, Kolondan çıkıĢ sırası: 1. toluen, 2. urasil, 3. inosin, 4. adenin, 5. 
sitozin, 6. guanin. 
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ġekil 4.15. TEA-OH bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ 

kolonda test karıĢımının izokratik ayrımında (A) teorik kademe sayısı (B) kademe 

yüksekliğinin hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi. Kromatografik koĢullar ġekil 

4.14‘te verilmektedir. 

 

Yapılan çalıĢmalar ile nükleotidlerin izokratik ayrımı için en uygun ACN/su 

hacimsel oranı 95.0/5.0 mL/mL olarak saptanmıĢtır. En uygun ACN/su oranında, 

akıĢ hızı 0.20-0.75 mL/dk aralığında değiĢtirilerek, nükleotidlerin kromatografik 

ayrımının yapıldığı kromatogramlar ġekil 4.16‘da, çözünürlük değerleri ise Çizelge 

3.3.‘te verilmektedir. Buradan görüldüğü gibi geliĢtirilen kolon ile nükleotidlerin 

izokratik ayrımı baĢarıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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ġekil 4.16. TEA-OH bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ 

kolonda nükleotidlerin izokratik ayrımı üzerine hareketli faz akıĢ hızının etkisi. 

Kolon: 300x2 mm iç çap. Hareketli faz: ACN+ su + 0.05 % (v/v) AAc, Hareketli 

fazda ACN/su hacimsel oranı: 95/5 mL/mL, AkıĢ hızı (mL/dk): (A) 0.20, (B) 0.30, 

(C) 0.40, (D) 0.50, (E) 0.75, UV dedektör, 260 nm, Pik sırası: 1. urasil, 2. adenin, 

3. sitozin, 4. guanin.  

 

ÇalıĢılan kolonda,  nükleotidler analit olarak kullanıldığında, teorik kademe sayısı 

ve kademe yüksekliğinin hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi ġekil 4.17‘de 

verilmektedir. Buradan görüldüğü gibi bütün nükleotidler için artan akıĢ hızı ile 

teorik kademe sayısı azalmakta ve kademe yüksekliği ise artmaktadır. Grafikte 

urasil ile 47.000 m-1 değerine ulaĢmılĢtır. Kademe yüksekliği ise farklı nükleotidler 

için 20-150 m aralığında değiĢmektedir. Bu aralık Çizelge 2.6‘da  polimer bazlı 

HILIC kolonları için verilen kademe yüksekliği değerleri ile kıyaslandığında, 

geliĢtirilen kolonun izokratik nükleotid ayrımı için mevcut kolonlar ile aynı 

mertebede kolon verimi değerlerine sahip olduğu görülmektedir. 
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Çizelge 4.6. Nükleotidler kullanılarak farklı hareketli faz akıĢ hızlarıa ile alınan 

kromatogramlar yardımıyla hesaplanan çözünürlük değerleri  

_________________________________________________________________________                                              
Pik Çö ünürlüğü 

 __________________________________________________________________  
        Ak Ģ h                              R(2/1)                      R(3/2)                    R(4/3)              

      (mL/dk)        

         0.20                              3.65                           1.53                       1.82               

         0.30                              3.47                           1.45                       1.75 

         0.40                              3.25                           1.36                       1.63 

         0.50                              3.14                           1.27                       1.55                     

         0.75                              3.08                           1.22                       1.44 
_________________________________________________________________ 
a: Kromatografik koĢullar: Hareketli faz: ACN+ su + 0.05 % (v/v) AAc, Hareketli 
fazda ACN/su hacimsel oranı: 95/5 mL/mL, Kolon: 300x 2 mm iç çap, UV 
dedektör, 260 nm, Pik sırası: 1. urasil, 2. adenin, 3. sitozin, 4. guanin. 

 

 



  
108 

 

ġekil 4.17. TEA-OH bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ 

kolonda nükleotidlerin izokratik ayrımında (A) teorik kademe sayısı (B) kademe 

yüksekliğinin hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi. Kromatografik koĢullar ġekil 

4.16‘da verilmektedir. 

 

Aynı kolonda nükleosid karıĢımınında izokratik koĢullarda kromatografik ayrımı 

incelenmiĢtir. Yapılan ön deneyler ile nükleosidlerin ayrımı için ise en uygun 

ACN/su oranı 95.0/5.0 mL/mL olarak belirlenmiĢtir. ġekil 4.18‘de belirlenen 

ACN/su oranı ile farklı akıĢ hızlarında izokratik modda nükleosidlerin ayrımının 

yapıldığı kromatogramlar verilmektedir. Elde edilen çözünürlük değerleri ise 

Çizelge 4.7‘de verilmiĢtir.  Buradan görüldüğü gibi çalıĢıan bütün akıĢ hızlarında 

nükleosidlerin kromatografik ayrımı baĢarıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. ÇalıĢılan en 

yüksek akıĢ hızı (0.5 mL/dk) ile kromatografik ayrım 15 dakika‘dan daha kısa 

sürede gerçekleĢmektedir. 
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ġekil 4.18. TEA-OH bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ 

kolonda nükleosidlerin izokratik ayrımı üzerine hareketli faz akıĢ hızının etkisi. 

Kolon: 300x2 mm iç çap. Hareketli faz: ACN+ su + 0.05 % (v/v) AAc, Hareketli 

fazda ACN/su hacimsel oranı: 95/5 mL/mL, AkıĢ hızı (mL/dk): (A) 0.20, (B) 0.30, 

(C) 0.40, (D) 0.50, (E) 0.75, UV dedektör, 260 nm, Pik sırası: 1. toluen, 2. üridin, 3. 

inosin, 4. guanozin.  

 

Çizelge 4.7. Nükleosidler kullanılarak farklı hareketli faz akıĢ hızlarıa ile alınan 

kromatogramlar yardımıyla hesaplanan çözünürlük değerleri  

_________________________________________________________________ 

Pik Çö ünürlüğü 

_________________________________________________________________ 

         Ak Ģ h                           R(2/1)                      R(3/2)                     R(4/3)              

        (mL/dk)        

         0.20                              1.94                           2.21                       2.94               

         0.30                              1.83                           2.10                       2.75 

         0.40                              1.78                           1.67                       2.63 

         0.50                              1.65                           1.58                       2.45                     

         0.75                              1.52                           1.51                       2.34 

_________________________________________________________________
a: Kromatografik koĢullar: Hareketli faz: ACN+ su + 0.05 % (v/v) AAc, Hareketli 
fazda ACN/su hacimsel oranı: 95/5 mL/mL, Kolon: 300x 2 mm iç çap, UV 
dedektör, 260 nm, Pik sırası: 1. toluen, 2. üridin, 3. inosin, 4. guanozin.  
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Nükleosidler kullanıldığında, teorik kademe sayısı ve kademe yüksekliğinin 

hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimini gösteren grafik ġekil 4.19‘da verilmektedir. 

Buradan görüldüğü gibi artan akıĢ hızı ile teorik kademe sayısı azalırken; kademe 

yüksekliği artmaktadır. Teorik kademe sayısı üridin ile 41000 m-1 değerine 

ulaĢmıĢtır. Farklı nükleosidlerin kademe yüksekliği değerleri ise 18-205 m 

aralığında değiĢim göstermektedir.  Bu değerler, Çizelge 2.6‘da polimer bazlı 

HILIC kolonlarında nükleosidler için verilen kademe yüksekliği değerlerine göre 

daha iyidir. 

 

 

 

ġekil 4.19. TEA-OH bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ 

kolonda nükleosidlerin izokratik ayrımında (A) teorik kademe sayısı (B) kademe 

yüksekliğinin hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi. Kromatografik koĢullar ġekil 

4.18‘de verilmektedir. 
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Kromatografik ayrıma deneylerinde organik asit karıĢımı asetik asit, p-toluik asit, 

benzoik asit, 4-klorobenzoik asit ile hazırlanmıĢtır. Farklı ACN/su oranları ile alınan 

kromatogramlar ve hesaplanan çözünürlük değerleri sırasıyla ġekil 4.20 ve 

Çizelge 4.8‘de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.20. TEA-OH bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ 

kolonda farklı ACN/su oranları ile organik asitlerin izokratik ayrımı. Kolon: 300x2 

mm iç çap. Hareketli faz: ACN+su + % 0.05 AAc, AkıĢ hızı: 0.5 mL/dk, UV 

dedektör, 220 nm, ACN/su oranı (mL/mL): (A) 98.5/1.5 (B) 97.5/2.5, (C) 95.0/5.0, 

Pik sırası: 1. Asetik asit, 2. p-toluik asit, 3. benzoik asit, 4. 4-klorobenzoik asit.  

 

ġekil 4.21‘de alıkonma faktörünün ACN deriĢimi ile değiĢim grafiği görülmektedir. 

Analitlerin polaritesi arttıkça kolonda tutulmaları ve dolayısıyla alıkonma faktörü de 

artmaktadır. ġekil 4.20‘deki farklı ACN deriĢimleri ile alınan kromatogramlara 

Çizelge 4.8‘de hesaplanan çözünürlük değerlerine ve ġekil 4.21‘deki alıkonma 

faktörünün ACN deriĢimi ile değiĢimine bakılarak en uygun ACN/su oranı hacimce 

98.5/1.5 olarak belirlenmiĢtir.    
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Çizelge 4.8. TEA-OH-bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ 

kolonda organik asit karıĢımı için farklı ACN/sua oranları ile alınan 

kromatogramlardan hesaplanan çözünürlük değerleri  

________________________________________________________________________________ 

             Pik çö ünürlüğü 
_________________________________________________________________ 

  ACN/Su                                R(2/1)                            R(3/2)                       R(4/3)              

  (mL/mL) 

   98.5/1.5                                 1.71                            1.12                          1.62                  

   97.5/2.5                                 1.43                                1.05                          1.52                 

   95.0/5.0                                 1.35                            1.00                          1.47 
________________________________________________________________          
 a: Kromatografik koĢullar: Hareketli faz: ACN/su, AkıĢ hızı: 0.5 mL/dk, Kolon: 
300x 2 mm iç çap, UV dedektör, 220 nm, Pik sırası: 1. asetik asit, 2. p-toluik asit, 
3. benzoik asit, 4. 4-klorobenzoik asit.  

 

 

 
 

ġekil 4.21. Organik asitlerin ayrımında ACN deriĢimi ile alıkonma faktörünün 

değiĢimi  

 

 

 



  
113 

Farklı hareketli faz akıĢ hızları ile alınan kromatogramlar ġekil 4.22‘de 

verilmektedir. 

 

 

ġekil 4.22. TEA-OH bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ 

kolonda organik asitlerin izokratik ayrımına hareketli faz akıĢ hızının etkisi. Kolon: 

300x2 mm iç çap. Hareketli faz: ACN+ su + 0.05 % (v/v) AAc, Hareketli fazda 

ACN/su hacimsel oranı: 95/5 mL/mL, AkıĢ hızı (mL/dk): (A) 0.20, (B) 0.30, (C) 

0.40, (D) 0.50, (E) 0.75, UV dedektör, 220 nm, Pik sırası: 1. asetik asit, 2. p-toluik 

asit, 3. benzoik asit, 4. 4-klorobenzoik asit.  

 

ÇalıĢılan kolonda organik asitler kullanıldığında, farklı akıĢ hızlarında alınan 

kromatogramlar yardımıyla hesaplanan teorik kademe sayısı ve kademe 

yüksekliğinin hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimini gösteren grafikler ġekil 4.23‘te 

verilmektedir. 
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ġekil 4.23. TEA-OH bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ 

kolonda nükleosidlerin izokratik ayrımında (A) teorik kademe sayısı (B) kademe 

yüksekliğinin hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi. Kromatografik koĢullar ġekil 

4.22‘de verilmektedir. 

 

Buradan görüldüğü gibi teorik kademe sayısı artan akıĢ hızı ile düĢerken; kademe 

yüksekliği artan akıĢ hızı ile artıĢ göstermektedir. Teorik kademe sayısı asetik asit 

ile 48000 m-1 değerine ulaĢmıĢtır. Buradan organik asitlerin kademe yüksekliği 

değerlerinin 20-192 m aralığında değiĢtiğini göstermektedir. Çizelge 2.6‘da silika 

bazlı kolonlar için izokratik modda benzoik asit türevleri ile elde edilen kademe 

yüksekliği değerleri yer almaktadır. Buradan elde edilen maksimum kademe 

yüksekliği değerinin yaklaĢık 90 m civarında olduğu görülmektedir. Bu 

karĢılaĢtırma TEA-OH bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partikülleri içeren HILIC 

kolonunun benzoik asit türevlerini ayırma performansının silika bazlı HILIC 

kolonlarına kıyasla daha düĢük olduğunu göstermektedir. Özellikle asidik formda 

ligandları içeren silika bazlı HILIC kolonları ile daha iyi kademe yüksekliği 

değerlerinin elde edildiği görülmektedir. ÇalıĢmada kullanılan ligandın bazik 
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karakterde olması, benzoik asit türevlerinin ligand ile etkileĢiminin uzamasına, 

dolayısıyla pik geniĢlemesine neden olmaktadır. Bu durum ise kolon veriminin 

daha düĢük olmasını gerektirmektedir. 

 

4.2.2. Triazol halkas  formund  lig nd b ğl  poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

p rtiküllerin HILIC modund  s bit f   ol r k kull n lm s  ile y p l n 

krom togr fik ç l Ģm l r 

 

Ligand bağlama koĢulları değiĢtirilerek sentezlenen triazol halkası bağlı 

poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküllerin kromatografik performanslarının incelenmesi 

amacıyla öncelikle nükleosid karıĢımının kromatografik ayrımı yapılmıĢtır. Çizelge 

3.2‘de verilen farklı sentez koĢulları ile elde edilen PT-1, PT-2, PT-3 ve PT-4 

kolonlarında nükleosidlerin analit karıĢımı olarak kullanıldığı, farklı ACN/su oranları 

ile elde edilen kromatogramlar ġekil 4.24 ‘te verilmektedir. Alınan 

kromatogramlardan hesaplanan çözünürlük değerleri ise Çizelge 4.9‘da 

verilmektedir. 
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ġekil 4.24. (A) PT-1 (60/50), (B) PT-2 (60/RT) , (C) PT-3 (80/RT) (D) PT-4 (80/50) 

kodlu kolonlarda farklı ACN/su oranları ile nükleosid karıĢımının izokratik ayrımı. 

Kolon: 300x2 mm iç çap. Hareketli faz: ACN+su + % 0.05 AAc, AkıĢ hızı: 0.4 

mL/dk, UV dedektör, 254 nm, Pik sırası: (A), (D) 1. toluen, 2. timidin, 3. sitidin, 4. 

adenozin, 5.guanozin. (B), (C) 1. toluen, 2. timidin, 3. adenozin, 4.guanozin  

 

Al konm  süresi (dk) 
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Çizelge 4.9. (A) PT-1 (60/50), (B) PT-2 (60/RT) , (C) PT-3 (80/RT) (D) PT-4 

(80/50) kodlu kolonlarda nükleosid karıĢımı için farklı ACN/sua oranları ile alınan 

kromatogramlardan hesaplanan çözünürlük değerleri  

________________________________________________________________________________ 

             Kolon: PT-1 
            Pik çö ünürlüğü 

_________________________________________________________________ 

   ACN/su                    R(2/1)                 R(3/2)               R(4/3)             R(5/4) 

  (mL/mL) 

   90.0/10.0                   1.33                    2.50 4.84 2.92 

   92.0/8.0                    1.42                     3.68 5.29 3.01 

   94.0/6.0                    1.66                     4.47 6.21 3.16 

________________________________________________________________________________ 

             Kolon: PT-2 

             Pik çö ünürlüğü 

_________________________________________________________________ 

  ACN/su                    R(2/1)                 R(3/2)                 R(4/3)              

  (mL/mL) 

   92.0/8.0                    1.22                     1.76   3.90  

   94.0/6.0                    1.33                     2.75   5.53   

   96.0/4.0                    1.42                     3.18   5.68  
________________________________________________________________________________ 

             Kolon: PT-3 
             Pik çö ünürlüğü 

_________________________________________________________________ 

   ACN/su                     R(2/1)                 R(3/2)               R(4/3)              

   (mL/mL) 

    92.0/8.0                    1.33                     2.42   0.66  

    94.0/6.0                     2.07                    2.53   2.17  

    96.0/4.0                     2.20                    2.95   2.50 

_________________________________________________________________ 
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Çi elge 4.9. devam ediyor 

_________________________________________________________________ 

             Kolon: PT-4 
             Pik çö ünürlüğü 

_________________________________________________________________ 

  ACN/su                    R(2/1)                  R(3/2)                R(4/3)          R(5/4) 

  (mL/mL) 

    92.0/8.0                    1.15                     2.11   1.61 1.50 

    94.0/6.0                  1.37                    2.35   1.74 1.60 

    96.0/4.0                  1.43                    2.50   1.90 1.75 

_________________________________________________________________ 

a: Kromatografik koĢullar: Hareketli faz: ACN/su, AkıĢ hızı: 0.4 mL/dk Kolon: 300x 
2 mm iç çap, UV dedektör, 254 nm, Kolondan çıkıĢ sırası: 1. toluen, 2. timidin, 3. 
sitidin, 4. adenozin, 5.guanozin. 
 

 

Kromatogramlardan ve çözünürlük değerlerinden görüldüğü üzere PT-1 (60/50) 

kodlu kolonda 92.0/8.0 mL/mL; PT-2 (60/RT) , PT-3 (80/RT) ve PT-4 (80/60) kodlu 

kolonlarda ise 94.0/6.0 mL/mL ACN/su oranı ile en uygun sürede iyi bir 

kromatografik ayrımın elde edilebildiği görülmektedir. Ancak hazırlanan kolonlar 

içerisinde bağıl olarak en kısa analiz süresi ile tatminkar bir kromatografik ayrımın 

PT-4  kodlu kolon ile elde edildiği görülmektedir. Bu kolonun dikkat çekici bir diğer 

özelliği, artan ACN deriĢimi ile pik çözünürlüğünde önemli bir değiĢim 

gözlenmemesidir. Alıkonma faktörünün ACN deriĢimi ile değiĢimi sentezlenen 

bütün kolonlar için ġekil 4.25‘te verilmektedir. Buradan PT-4 kodlu kolonun 

davranıĢının diğer kolonlardan farklı olduğu net olarak görülmektedir. Diğer 

kolonlar ACN deriĢimi ile, alıkonma faktöründe bariz bir artıĢ gözlenmesine karĢın 

PT-4 kodlu kolonda alıkonma faktörünün ACN deriĢimi ile önemli bir değiĢim 

göstermediği gözlenmektedir. Bu durum PT-4 kodlu kolay bağlanma formülasyonu 

ile ayırma ortamının yeterince hidrofilize edilebildiğini, yani mikroküreler üzerinde 

yeterli deriĢimde triazol halkası oluĢturulabildiğini göstermektedir.  

 



  
119 

 

 

ġekil 4.25. (A) PT-1 (60/50)   (B) PT-2 (60/RT)   (C) PT-3 (80/RT)  (D) PT-4 

(80/50) kodlu  kolonlarında nükleosid karıĢımı ayrımı için farklı ACN deriĢimleri ile 

alıkonma faktörlerinin değiĢimi. 
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Kolon veriminin iki farklı ölçüsü olan teorik kademe sayısının ve teorik kademe 

yüksekliğinin ACN deriĢimi ile değiĢimi ġekil 4.26 ve 4.27‘de verilmektedir. 
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ġekil 4.26. A) PT-1 (60/50)   (B) PT-2  (60/RT)   (C) PT-3 (80/RT)  (D) PT-4 (80/50) 

kodlu kolonlarda nükleosid karıĢımının izokratik ayrımında teorik kademe sayısının 

ACN deriĢimi ile değiĢimi. Kromatografik koĢullar ġekil 4.24‘te verilmektedir. 
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ġekil 4.27. A) PT-1 (60/50)    (B) PT-2 (60/RT)   (C) PT-3 (80/RT)  (D) PT-4 (80/50)   

kodlu  kolonlarda nükleosid karıĢımının izokratik ayrımında kademe yüksekliğinin 

ACN deriĢimi ile değiĢimi. Kromatografik koĢullar ġekil 4.24‘te verilmektedir. 
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Analiz süresi,  çözünürlük değerleri ve teorik kademe sayısı göz önüne alındığında 

en uygun ACN/su oranı değeri  PT-1 (60/50) kolonu için  92.0/8.0 mL/mL,  PT-2 

(60/RT), PT-3 (80/RT) ve PT-4 (80/50) kodlu kolonlar için 94.0/6.0 mL/mL olarak 

belirlenmiĢtir. Kolonlar için belirlenen uygun ACN deriĢimi ile farklı akıĢ hızlarında, 

kolonların nükleosidleri ayırma davranıĢları izlenmiĢtir. Farklı akıĢ hızları ile 

izokratik modda elde edilen kromatogramlar ġekil 4.28‘de ve bu kromatogramlar 

kullanılarak hesaplanan çözünürlük değerleri ise Çizelge 4.10‘da verilmektedir. 
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ġekil 4.28. (A) PT-1 (60/50) (B) PT-2 (60/RT) (C) PT-3 (80/RT)  (D) PT-4 (80/50)  

kodlu  kolonlarında nükleosid bileĢenlerin izokratik ayrımı üzerine hareketli faz akıĢ 

hızının etkisi. Kolon: 300x2 mm iç çap. Hareketli faz: ACN+ su + 0.05 % (v/v) AAc, 

Hareketli fazda ACN/su hacimsel oranı: (A) 92.0/8.0 (B), (C), (D) 94.0/6.0 mL/mL, 

(UV) dedektör, 254 nm, Pik sırası: (A), (D) 1. toluen, 2. timidin, 3. sitidin, 4. 

adenozin, 5.guanozin. (B), (C) 1. toluen, 2. timidin, 3. adenozin, 4.guanozin. 
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Çizelge 4.10. (A) PT-1 (60/50), (B) PT-2 (60/RT) , (C) PT-3 (80/RT) (D) PT-4 

(80/50) kodlu kolonlarda nükleosid karıĢımı için farklı hareketli faz akıĢ hızları ile 

alınan kromatogramlardan hesaplanan çözünürlük değerleri  

________________________________________________________________________________ 

             Kolon: PT-1 
 

                H reketli f  d  ACN/su h cimsel or n : 92/8 mL/mL 
            

             Pik çö ünürlüğü 
_________________________________________________________________ 

  Ak Ģ h                R(2/1)                 R(3/2)                 R(4/3)             R(5/4) 

  (mL/dk) 

     0.30                  1.60                    4.04                 6.40 3.44 

    0.40                   1.42                     3.68                 5.29 3.01 

    0.60                   1.25                   3.42                 4.97 2.44 

    0.70                   1.20                    3.20      4.78 2.30 

________________________________________________________________________________ 

             Kolon: PT-2 

 

H reketli f  d  ACN/su h cimsel or n : 94/6 mL/mL 

 

             Pik çö ünürlüğü 

_________________________________________________________________ 

  Ak Ģ h                    R(2/1)                 R(3/2)               R(4/3)              

  (mL/dk) 

     0.20 1.56 2.80 6.30                  

     0.30 1.30 2.77 5.84                 

     0.40 1.22 2.75 5.60                

     0.50 1.17                   2.63        5.40                

________________________________________________________________________________ 
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Çi elge 4.10. devam ediyor 

________________________________________________________________ 

                                                    Kolon: PT-3 

 

H reketli f  d  ACN/su h cimsel or n : 94/6 mL/mL 

 

                                                   Pik çö ünürlüğü 

_________________________________________________________________ 

  Ak Ģ h                R(2/1)                 R(3/2)                 R(4/3)              

  (mL/dk) 

     0.20                   2.08 3.16 2.24                  

     0.40 2.06 2.53 2.17                 

     0.60                  1.53 2.03 1.95                

   

     0.80 1.39 1.95 1.90               

________________________________________________________________________________ 

                                                     Kolon: PT-4 

 

Hareketli fazda ACN/su h cimsel or n : 94/6 mL/mL 

 

Pik çö ünürlüğü 

_________________________________________________________________ 

  Ak Ģ h                R(2/1)                     R(3/2)            R(4/3)               R(5/4) 

  (mL/dk) 

    0.10                   1.86    2.62 2.25 1.50 

    0.20                   1.66                         2.53 2.21 1.48 

    0.30                   1.55                         2.40 2.06 1.32 

    0.40                   1.43 2.35  1.90 1.25 

    0.50                   1.17    2.19     1.87                  1.20 
_________________________________________________________________ 

a: Kromatografik koĢullar: Hareketli faz: ACN/su, Kolon: 300x 2 mm iç çap, UV 
dedektör, 254 nm, Pik sırası: (A), (D) 1. toluen, 2. timidin, 3. sitidin, 4. adenozin, 
5.guanozin. (B), (C) 1. toluen, 2. timidin, 3. adenozin, 4.guanozin. 
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Kolon veriminin iki farklı ölçüsü olan teorik kademe sayısının ve teorik kademe 

yüksekliğinin hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi farklı kolay bağlanma 

formulasyonları ile üretilen kolonlar için sırasıyla ġekil 4.29 ve 4.30‘da 

verilmektedir. 
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ġekil 4.29. A) PT-1 (60/50)   (B) PT-2 (60/RT)   (C) PT-3 (80/RT) (D) PT-4 (80/50)   

kodlu kolonlarda nükleosid karıĢımının izokratik ayrımında teorik kademe sayısının 

hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi. Kromatografik koĢullar ġekil 4.28‘de 

verilmektedir. 
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ġekil 4.30. A) PT-1 (60/50)   (B) PT-2 (60/RT)    (C) PT-3 (80/RT)  (D) PT-4 (80/50)  

kodlu  kolonlarda nükleosid karıĢımının izokratik ayrımında kademe yüksekliğinin 

hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi. Kromatografik koĢullar ġekil 4.28‘de 

verilmektedir. 
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PT-4 kodlu kolonda referans analit (toluen) ile 60000 kademe/m ve nükleosidler ile 

20000 kademe/m değerine ulaĢan ayırma verimleri elde edilmiĢtir. Diğer 

kolonlarda ise referans analit ile 30000, nükleosidler ile 10000 kademe/m 

değerinin altında değerler gözlenmiĢtir. Bu sonuçlar, triazol halkası ile 

türevlendirilen kolonun kromatografik performansının TEA-OH ligandı içeren HILIC 

kolonuna kıyasla daha düĢük olduğunu göstermektedir.  

 

PT-4 kodlu kolonda HILIC modunda katekolaminlerin kromatografik ayrımı da 

çalıĢılmıĢtır. Ön deneyler ile  20 mM deriĢiminde, pH 4 amonyum asetat tamponu 

kullanımının kromatografik ayrımı iyileĢtiridiği görülmüĢtür. Bu deneylerde, ayrım 

için en uygun ACN/20 mM amonyum asetat tamponu (pH 4) hacimsel oranı 95/5 

mL/mL olarak saptanmıĢtır. Bu koĢullarda farklı hareketli faz akıĢ hızları ile, 

katekolaminlerin izokratik ayrımının yapıldığı kromatogramlar ġekil 4.31‘de, 

hesaplanan çözünürlük değerleri ise Çizelge 4.11‘de verilmektedir. 

 

 

 

ġekil 4.31. PT-4 kodlu triazol halkası bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile 

dolgulanmıĢ kolonda katekolaminlerin farklı hareketli faz akıĢ hızları ile izokratik 

ayrımı. Kolon: 300x2 mm iç çap. Hareketli fazda ACN/pH4 20 mM amonyum 

asetat tamponu hacimsel oranı: 95/5 mL/mL, AkıĢ hızı (mL/dk): (A) 0.2, (B) 0.3, 

(C) 0.4, UV dedektör, 270 nm, Pik sırası: 1. tiramin, 2. dopamin, 3. Norepinefrin.  
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Çizelge 4.11. Katekolamin karıĢımı kullanılarak farklı hareketli faz akıĢ hızlarıa ile 

alınan kromatogramlar yardımıyla hesaplanan çözünürlük değerleri  

                                                  

Pik Çö ünürlüğü 

        Ak Ģ h                           R(2/1)                       R(3/2)                     R(4/3)              

      (mL/dk)        

         0.20                              2.60                           1.90                       2.20                

         0.30                              2.44                           1.80                       2.09 

         0.40                              2.41                           1.76                       2.06 

a: Kromatografik koĢullar: Hareketli fazda ACN/pH4 20 mM amonyum asetat 
tamponu hacimsel oranı: 95/5 mL/mL, Kolon: 300x 2 mm iç çap, UV dedektör, 270 
nm, Pik sırası: 1. tiramin, 2. dopamin, 3. Norepinefrin.  
 

 

ġekil 4.31 ve Çizelge 4.11‘den katekolaminlerin 1.5'un üzerinde çözünürlük 

değerleri ile ayrıldığı görülmektedir. Ayrıca pik çözünürlük değerleri akıĢ hızı ile 

önemli bir değiĢim göstermemektedir. Bunun anlamı artan akıĢ hızı ile ayırıcılığın 

korunarak, analiz süresinin kısalmasıdır. Bu sonuçlar geliĢtirilen kolon ile 

katekolaminlerin izokratik ayrımının yapılabildiğini göstermektedir. 

Katekolaminlerin ayrımında, farklı akıĢ hızlarında alınan kromatogramlar 

yardımıyla hesaplanan teorik kademe sayısı ve kademe yüksekliğinin hareketli faz 

akıĢ hızı ile değiĢimini gösteren grafikler ġekil 4.32‘de verilmektedir. 
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ġekil 4.32. Triazol halkası bağlı -poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile 

dolgulanmıĢ PT-4 kodlu kolonda katekolaminlerin izokratik ayrımında (A) teorik 

kademe sayısı (B) kademe yüksekliğinin hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi. 

Kromatografik koĢullar ġekil 4.31‘de verilmektedir. 

 

Buradan görüldüğü gibi analitler için teorik kademe sayısı artan akıĢ hızı ile düĢüĢ 

göstermektedir. Buna bağlı olarak kademe sayısı artmaktadır. Bu durum ayırma 

veriminin hareketli faz akıĢ hızının artıĢı ile azaldığını göstermektedir. En yüksek 

teorik kademe sayısı tiramin ile 24000 m-1 olarak gözlenmiĢtir. Sonuçlar triazol 

ligandı ile elde edilen kolonun, katekolaminler için, nükleotidlere göre daha iyi bir 

ayırma yeteneğine sahip olduğunu  göstermektedir. 
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Kromatografik performansı dikkate alınarak seçilen PT-4 kodlu kolonda akrilik 

bileĢenlerin kromatografik ayrımı da gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu ayrım 4 farklı ACN/su  

oranı için denenmiĢtir.  ġekil 4.33‘deki kromatogramlardan ve Çizelge 4.12‘deki 

çözünürlük değerlerinden görüldüğü gibi 95.0/5.0 mL/mL ACN/su oranında iyi bir 

ayrım gerçekleĢtirimiĢtir. Bu kromatogramlara ait çözünürlük değerlerine 

bakıldığında bu değerlerin büyük ölçüde eĢik değer olarak kabul edilen 1.5 

değerinin üzerinde olduğu görülmektedir, bu da aynı zamanda baĢarılı bir 

kromatografik ayrımın yapıldığının göstergesidir. Alıkonma faktörünün ACN 

deriĢimi ile değiĢimi veren ġekil 4.34‗e bakıldığında piklerin birbirine 90.0/10.0  

mL/mL ACN/su oranlarında yakın olduğu, 95.0/5.0 mL/mL ve 97.5/2.5 mL/mL 

ACN/su oranlarında ise daha iyi bir ayrım oluĢtuğu gözlenmektedir. Analitlerin 

polaritesi arttıkça kolonda tutulmaları ve dolayısıyla alıkonma faktörü de 

artmaktadır. 

 

 

ġekil 4.33. Triazol halkası bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile 

dolgulanmıĢ kolonda farklı ACN/su oranları ile akrilik bileĢenlerin izokratik ayrımı 

Kolon: 300x2 mm iç çap. Hareketli faz: ACN+su + % 0.05 AAc, AkıĢ hızı: 0.4 

mL/dk, UV dedektör, 260 nm, ACN/su oranı (mL/mL): (A) 90.0/10.0, (B) 92.0/8.0, 

(C) 95.0/5.0, (D) 97.0/3.0, Kolondan çıkıĢ sırası: 1. toluen, 2. akrilamid,  3. tiyoüre,  

4. akrilik asit. 
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Çizelge 4.12. PT-4 kodlu kolonda farklı ACN/sua oranları ile alınan 

kromatogramlardan hesaplanan çözünürlük değerleri  

________________________________________________________________________________ 

         Pik çö ünürlüğü 
_________________________________________________________________ 

  ACN/su                       R(2/1)                  R(3/2)              R(4/3)           

  (mL/mL) 

   90.0/10.0                     0.91                      1.54   2.25  

   92.5/7.5                     1.47                     1.93   1.71  

   95.0/5.0                     2.00                     3.28   1.50  

   97.5/2.5                     2.73                     3.38   1.30 
________________________________________________________________________________ 

a: Kromatografik koĢullar: Hareketli faz: ACN/su, AkıĢ hızı: 0.4 mL/dk Kolon: 300x 

2 mm iç çap, UV dedektör, 260 nm, Kolondan çıkıĢ sırası: 1. toluen, 2. akrilamid,  

3. tiyoüre,  4. akrilik asit. 

 

 

ġekil 4.34. PT-4  kodlu  kolonda akrilik bileĢen karıĢımı ayrımı için farklı ACN 

deriĢimleri ile alıkonma faktörlerinin değiĢimi. 
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Kolon için en uygun hareketli faz deriĢiminin (95.0/5.0 mL/mL) belirlenmesinin 

ardından kolonun farklı akıĢ hızlarında ayırma davranıĢı incelenmiĢtir. ġekil 4.35‘te 

farklı hareketli faz akıĢ hızlarında alınan kromatogramlar ve Çizelge 4.13‗te bu 

kromatogramlardan elde edilen çözünürlük değerleri verilmektedir. Buradan 

görüldüğü gibi, kromatografik ayrım 0.1-0.5 mL/dk aralığındaki bütün akıĢ hızı 

değerlerinde yapılabilmektedir. 0.5 mL/dk akıĢ hızında kromatografik ayrımın 5 dk 

gibi kısa bir sürede baĢarılı bir Ģekilde gerçekleĢtiği görülmektedir.  

 

 

 

ġekil 4.35. Triazol halkası bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile 

dolgulanmıĢ partiküller ile dolgulanmıĢ PT-4 kodlu kolonda akrilik bileĢenlerin 

izokratik ayrımı üzerine hareketli faz akıĢ hızının etkisi. Kolon: 300x2 mm iç çap. 

Hareketli faz: ACN+ su + 0.05 % (v/v) AAc, Hareketli fazda ACN/su hacimsel 

oranı: 95.0/5.0 mL/mL, AkıĢ hızı (mL/dk): (A) 0.1, (B) 0.2, (C) 0.3, (D) 0.4, (E) 0.5, 

UV dedektör, 260 nm, Pik sırası: 1. toluen, 2. akrilamid, 3. tiyoüre, 4. akrilik asit. 
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Çizelge 4.13. Akrilik bileĢikler kullanılarak farklı hareketli faz akıĢ hızlarıa ile alınan 

kromatogramlar yardımıyla hesaplanan çözünürlük değerleri  

  ________________________________________________________________________           

Pik Çö ünürlüğü 
_________________________________________________________________ 

        Ak Ģ h                           R(2/1)                      R(3/2)                   R(4/3)              
      (mL/dk)       
  
         0.10                              2.88                        3.47                       1.96               

         0.20                              2.72                        3.40                       1.80 

         0.30                              2.65                        3.32                       1.70 

         0.40                              2.00                        3.28                       1.60                     

         0.50                              1.97                        2.80                       1.50 

a: Kromatografik koĢullar: Hareketli faz: ACN+ su + 0.05 % (v/v) AAc, Hareketli 
fazda ACN/su hacimsel oranı: 95.0/5.0 mL/mL, Kolon: 300x 2 mm iç çap, UV 
dedektör, 260 nm, Pik sırası: 1. toluen, 2. akrilamid, 3. tiyoüre, 4. akrilik asit. 
 
 
 
Akrilik bileĢikler analit olarak kullanıldığında, farklı akıĢ hızlarında alınan 

kromatogramlar yardımıyla hesaplanan teorik kademe sayısı ve kademe 

yüksekliğinin hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimini gösteren grafikler ġekil 4.36‘da 

verilmektedir. ġekil 4.36‘da teorik kademe sayısı artan akıĢ hızı ile düĢerken; 

kademe yüksekliği artan akıĢ hızı ile artıĢ göstermektedir. Teorik kademe sayısı 

alıkonmayan analit ile hesaplandığında 30000 m-1 değerine ulaĢmıĢtır. Özellikle 

akrilamid ve tiyoüre analitleri için teorik kademe yüksekliği değerlerinin 50-150 m 

aralığında değiĢtiği görülmektedir. Kromatografik çalıĢmalar, triazol halkası-bağlı 

poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ kolonun, Çizelge 2.6‘da verilen 

silika ve polimer bazlı kolonlarla karĢılaĢtırıldığında, HILIC modunda baĢarılı bir 

ayırma performansına sahip olduğunu göstermektedir. Kolonda akrilik asit için 

bulunan yüksek kademe değeri, akrilik asitin zıt yüklü triazol ligandı ile elektrostatik 

etkileĢimi ile açıklanabilir.  
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ġekil 4.36. Triazol halkası bağlı -poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile 

dolgulanmıĢ PT-4 kodlu kolonda akrilik bileĢenlerin izokratik ayrımında (A) teorik 

kademe sayısı (B) kademe yüksekliğinin hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi. 

Kromatografik koĢullar ġekil 4.35‘te verilmektedir. 

 

4.2.3. Zwitteriyonik lig nd b ğl  poli(HPMA-Cl-co-EDMA) p rtiküllerin HILIC 

modund  s bit f   ol r k kull n lm s  ile y p l n krom togr fik ç l Ģm l r 

 

Zwitteriyonik formda, 3-(metakrilamino)propil dimetil(3-sulfopropil) amonyum 

hidroksit (MESH) monomeri kullanılarak yüzey baĢlatıcılı atom transfer radikal 

polimerizasyonu ile zwitteriyonik sabit faz sentezi yapılmıĢtır. Farklı yüzey baĢlatıcı 

türleri kullanılarak sentezlenen partiküllerin HILIC modunda, izokratik koĢullarda, 

ayırma ortamı olarak kullanılması ile elde edilen kromatografik performanslar bu 

bölümde  verilmektedir.  
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Zwitteriyonik ligand bağlı partiküllerin HPLC kolonuna dolgulanmasını takiben, 

toluen, urasil, adenin ve guanin analitlerini içeren nükleotid karıĢımı ile 

kromatografik performans deneylerine geçilmiĢtir. HILIC deneylerinde toluen 

alıkonmayan analit olarak kullanılmıĢtır. Farklı yüzey baĢlatıcı türleri ile elde edilen 

(Çizelge 3.3 ve Çizelge 3.4) zwitteriyonik ligand bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) 

partiküller ile dolgulanmıĢ kolonlarda, farklı ACN/su oranları kullanılarak elde 

edilen kromatogramlar ġekil 4.37‗de verilmektedir. Bu kromatogramlar yardımıyla 

hesaplanan çözünürlük değerleri ise Çizelge 4.14‘te verilmektedir. 
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ġekil 4.37. Farklı yüzey baĢlatıcı türleri kullanılarak SI-ATRP ile elde edilen 

zwitteriyonik ligand bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ 

kolonlarda farklı ACN/su oranları ile nükleotid karıĢımının izokratik ayrımı. Kolon: 

300x2 mm iç çap. Hareketli faz: ACN+su + % 0.05 AAc, AkıĢ hızı: 0.5 mL/dk, UV 

dedektör, 254 nm, ACN/su oranı (mL/mL): (A) Cl-PTMS-b-ATRP (B) BrIBuBr-b-

ATRP, (C) HPMA-Cl-b-ATRP, Kolondan çıkıĢ sırası: 1. toluen, 2. urasil,  3. adenin,  

4. guanin. 
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Çizelge 4.14. Farklı yüzey baĢlatıcı türleri kullanılarak SI-ATRP ile elde edilen 

zwitteriyonik ligand bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ 

kolonlarda nükleotid karıĢımı için farklı ACN/sua oranları ile alınan 

kromatogramlardan hesaplanan çözünürlük değerleri  

________________________________________________________________________________ 

 Kolon: Cl-PTMS-b-ATRP             

Pik çö ünürlüğü 
_________________________________________________________________ 

    ACN/su                    R(2/1)                  R(3/2)               R(4/3)              

    (mL/mL) 

   87.5/12.5                     1.33                    1.63 1.42  

   90.0/10.0                     2.43                    2.76 2.07  

   92.5/7.5                       3.04                    2.98 2.18  

                                                          

                                                           Kolon: BrIBuBr-b-ATRP             

 Pik çö ünürlüğü 
_________________________________________________________________ 

    ACN/su                     R(2/1)                 R(3/2)                 R(4/3)              

    (mL/mL) 

   87.5/12.5                    1.66                    0.77   2.00  

   90.0/10.0                    2.08                    1.21   2.87  

   92.5/7.5                      2.20                    1.14   2.96  

________________________________________________________________________________ 

 Kolon: HPMA-Cl-b-ATRP 

  Pik çö ünürlüğü 
_________________________________________________________________ 

    ACN/su                    R(2/1)                 R(3/2)               R(4/3)              

    (mL/mL) 

   90.0/10.0                   1.22                    4.11 0.50  

   92.5/7.5                     1.85                    4.25 1.04  

   95.0/5.0                     2.00                    4.38                  1.24 

_________________________________________________________________
a: Kromatografik koĢullar: Hareketli faz: ACN/su, AkıĢ hızı: 0.5 mL/dk Kolon: 300x 
2 mm iç çap, UV dedektör, 254 nm, Kolondan çıkıĢ sırası: 1. toluen, 2. urasil,  3. 
adenin, 4. guanin 
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ġekil 4.37A‘da ve Çizelge 4.14‘ten görüldüğü gibi analit olarak nükleotidler 

kullanıldığında Cl-PTMS-b-ATRP kolonu için çözünürlüğü daha yüksek (ayrımı 

daha iyi) kromatogramlar elde edilmiĢtir. Özellikle 90/10 ACN/su oranı ile elde 

edilen kromatogramlar karĢılaĢtırıldığında bu etki daha açık bir Ģekilde 

görülmektedir. Cl-PTMS-b-ATRP kodlu kolon, bu hareketli faz ile dörtlü nükleotid 

karıĢımının ayrımını 12 dakika gibi kısa bir sürede çok iyi bir Ģekilde 

yapabilmektedir.  

ġekil 4.37B‘de BrIBuBr-b-ATRP kolonu için verilen kromatogramlar ve Çizelge 

4.14‘te verilen çözünürlük değerleri incelendiğinde bütün ACN deriĢimlerinde urasil 

ve adenin analitlerinin birbirinden net bir Ģekilde ayrılmadığı görülmektedir. 90/10 

mL/mL ACN/su oranı ile daha iyi çözünürlük değerlerinin elde edildiği 

görülmektedir. Bu durumda kromatografik ayırma yaklaĢık olarak 20 dakika 

sürmektedir. ACN deriĢimi arttığında hareketli faz polaritesinin azalması ile 

analitlerin alıkonma süreleri artmaktadır; ancak bu durumda analiz süresinin de 

uzadığı gözlenmektedir. Bu kolon için analiz süresi ve çözünürlük değerleri göz 

önüne alındığında en uygun ACN/su oranı değeri 90/10 mL/mL olarak 

belirlenmiĢtir. 

ġekil 4.37C ve Çizelge 4.14‘te HPMA-Cl-b-ATRP kolon için verilen 

kromatogramlar ve çözünürlük değerleri incelendiğinde yalnızca 90/10 mL/mL 

ACN/su oranı ile piklerin birbirinden ayrıldığı görülmektedir. Ancak bu deriĢimde 

ayrıma süresinin oldukça uzun olduğu (> 1 saat) not edilmelidir. . 

Farklı yüzey baĢlatıcı türleri kullanılarak SI-ATRP ile sentezlenen kolonlar için 

alıkonma faktörünün ACN deriĢimi ile değiĢimi ġekil 4.38‘de verilmektedir. En iyi 

ayrımın yapıldığı Cl-PTMS-b-ATRP kolonda, piklerin birbirine 87.5/12.5 mL/mL 

ACN/su oranlarında çok yakın olduğu, 90/10 mL/mL ve 92.5/7.5 mL/mL ACN/su 

oranlarında ise daha iyi bir ayrımın oluĢtuğu gözlenmektedir.  Diğer kolonlar için 

ise ancak en yüksek ACN deriĢiminde alıkonma faktörlerinin biribirinden yeterince 

uzak olduğu görülmektedir. Analitlerin polaritesi arttıkça kolonda tutulmaları ve 

dolayısıyla alıkonma faktörleri de artmaktadır. 
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ġekil 4.38. (A) Cl-PTMS-b-ATRP    (B) BrIBuBr-b-ATRP     (C) HPMA-Cl-b-ATRP      

kolonlarında nükleotid karıĢımı ayrımı için farklı ACN deriĢimleri ile alıkonma 

faktörlerinin değiĢimi 

 

Kromatografik performansın ve ayırma gücünün iki önemli kriteri olan teorik 

kademe sayısının ve kademe yüksekliğinin ACN deriĢimi ile değiĢimi  ġekil 4.39 ve 

ġekil 4.40‘da verilmektedir.  HPMA-Cl-b ATRP kolonda toluen ve urasil için teorik 

kademe sayısı değerleri diğer kolonlara kıyasla daha yüksek, ancak adenin ve 
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guanin için ile elde edilenler ise daha düĢüktür. Bu kolonun özellikle daha 

hidrofobik analitler için daha yüksek verim davranıĢı göstermesi dikkati 

çekmektedir. Bu durum kolonun hidrofilik ligand ile aĢırı yüklenmesinin sonucu 

olabilir.  Urasil hariç diğer nükletidler için elde edilen verim değerleri, tüm analitler 

için elde edilen çözünürlük değerleri ve analiz süresi de dikkate alındığında Cl-

PTMS-b-ATRP kolonun daha iyi kromatografik performansa sahip olduğu 

görülmektedir (Çizelge 4.14, ġekil 4.39 ve 4.40). 

 

 

ġekil 4.39. (A) Cl-PTMS-b-ATRP    (B) BrIBuBr-b-ATRP     (C) HPMA-Cl-b-ATRP      

kolonlarında nükleotid karıĢımının izokratik ayrımında teorik kademe sayısının 

hareketli faz deriĢimi ile değiĢimi. Kromatografik koĢullar ġekil 4.37‘de 

verilmektedir. 
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ġekil 4.40. (A) Cl-PTMS-b-ATRP    (B) BrIBuBr-b-ATRP     (C) HPMA-Cl-b-ATRP      

kolonlarında nükleotid karıĢımının izokratik ayrımında kademe yüksekliğinin 

hareketli faz deriĢimi ile değiĢimi. Kromatografik koĢullar ġekil 4.37 ‗de 

verilmektedir. 
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ġekil 4.41‘de ve Çizelge 4.15'te, sırasıyla zwitteriyonik ligand bağlı poli(HPMA-Cl-

co-EDMA) dolgulu kolonlar ile en uygun ACN deriĢiminde, akıĢ hızının 

değiĢtirilmesi ile elde edilen kromatogramlar ve bu kromatogramlardan hesaplanan 

çözünürlük değerleri verilmektedir. Buradan görüldüğü gibi Cl-PTMS-b-ATRP 

kolonda bütün akıĢ hızlarında,  BrIBuBr-b-ATRP kolonda ise en düĢük akıĢ hızı 

olan 0.10 mL/dk akıĢ hızında nükleotid izokratik ayrımı baĢarıyla 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Cl-PTMS-b-ATRP kolonda akıĢ hızının 0.05 ml/dk‘dan 0.60 

ml/dk değerine çıkarılması ile analiz süresi 10 kat azalmaktadır. 
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ġekil 4.41. Farklı ATRP formülasyonlarıyla elde edilen zwitteriyonik ligand bağlı-

poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ (A) Cl-PTMS-b-ATRP    (B) 

BrIBuBr-b-ATRP  (C) HPMA-Cl-b-ATRP   kolonda  nükleotid karıĢımının izokratik 

ayrımında hareketli faz akıĢ hızının etkisi. Kolon: 300x2 mm iç çap. Hareketli faz: 

ACN+ su + 0.05 % (v/v) AAc, Hareketli fazda ACN/su hacimsel oranı: (A), (B) 

90/10 mL/mL (C) 95/5 mL/mL, UV dedektör, 254 nm, Pik sırası: 1. toluen, 2. urasil, 

3. adenin, 4. guanin. 
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Çizelge 4.15. Nükleotidler kullanılarak farklı hareketli faz akıĢ hızlarıa ile alınan 

kromatogramlar yardımıyla hesaplanan çözünürlük değerleri. 

________________________________________________________________________________ 

 Kolon: Cl-PTMS-b-ATRP  
 H reketli f  d  ACN/su h cimsel or n : 90/10 mL/mL 

                                                     Pik çö ünürlüğü 
_________________________________________________________________ 

   Ak Ģ h                       R(2/1)                    R(3/2)                 R(4/3)              

    (mL/dk) 

      0.05                             5.00                    5.44       3.86  

      0.20                          3.64                     3.70       2.53  

      0.40      2.85       3.10       2.42 

      0.50                           2.26                    2.76                    2.07 

      0.60                           2.22                    2.56       1.96  

                                                                                               

Kolon: BrIBuBr-b-ATRP 
H reketli f  d  ACN/su h cimsel or n : 90/10 mL/mL 

 Pik çö ünürlüğü 
_________________________________________________________________ 

     Ak Ģ h                      R(2/1)                    R(3/2)                       R(4/3)              

      (mL/dk) 

       0.10 4.93 2.22 6.17  

       0.20 3.30 1.43       4.60  

       0.40  2.66  1.25       3.11 

       0.50 2.28 1.10 2.82 

       0.60 2.10 1.00  2.70  

Kolon: HPMA-Cl-b-ATRP 
H reketli f  d  ACN/su h cimsel or n : 95/5 mL/mL 

  Pik çö ünürlüğü 
_________________________________________________________________ 

     Ak Ģ h                        R(2/1)                  R(3/2)               R(4/3)              

      (mL/dk) 

       0.25                             2.50                     5.00       1.30  

       0.50                            2.00                    4.38       1.25  

       0.75      1.89                     4.00       1.13 

       1.00                            1.76                    3.87                 1.09 
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Farklı yüzey baĢlatıcıları kullanılarak SI-ATRP ile sentezlenen kolonlar için teorik 

kademe sayısının ve teorik kademe yüksekliğinin hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi 

(van-Deemter grafikleri) ġekil 4.42 ve ġekil 4.43‘te verilmektedir.  

 

 

 

ġekil 4.42. (A) Cl-PTMS-b-ATRP    (B) BrIBuBr-b-ATRP    (C) HPMA-Cl-b-ATRP      

kolonlarında nükleotid karıĢımının izokratik ayrımında teorik kademe sayısının 

hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi. Kromatografik koĢullar ġekil 4.41‘de 

verilmektedir. 
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ġekil 4.43. (A) Cl-PTMS-b-ATRP    (B) BrIBuBr-b-ATRP     (C) HPMA-Cl-b-ATRP      

kolonlarında nükleotid karıĢımının izokratik ayrımında kademe yüksekliğinin 

hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi. Kromatografik koĢullar ġekil 4.41‘de 

verilmektedir. 
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Kolon verimi grafikleri incelendiğinde, Cl-PTMS-b-ATRP kolonda alıkonmayan 

analit, toluen ile 45000 kademe/m değerlerine ulaĢan teorik kademe sayısının 

düĢük akıĢ hızlarında elde edilebildiği görülmektedir. Nükleotidler için elde edilen 

teorik kademe sayıları ise referans analite kıyasla daha düĢüktür. En yüksek teorik 

kademe sayısı urasil ile Cl-PTMS-b-ATRP kolonda 0.05 mL/dk akıĢ hızında 21000 

kademe/m olarak saptanmıĢtır. Elde edilen ayırma verimleri analiz Cl-PTMS-b-

ATRP kolonun nükleotidler için özellikle 0.1 mL/dk gibi düĢük akıĢ hızlarında 

baĢarılı bir ayırma performansına sahip olduğunu göstermektedir. 

Farklı yüzey baĢlatıcıları kullanılarak SI-ATRP ile sentezlenen kolonlarda 

nükleosidlerin de izokratik ayrımı incelenmiĢtir. Ön deneyler ile nükleosidlerin 

kromatografik ayrımında tüm kolonlar için en uygun ACN/su hacimsel oranı 

92.5/7.5 mL/mL olarak saptanmıĢtır. Bu ACN/su oranında, akıĢ hızı 0.1-1.0 mL/dk 

aralığında değiĢtirilerek, nükleosidlerin ayrımının yapıldığı kromatogramlar ġekil 

4.44‘te, elde edilen çözünürlük değerleri ise Çizelge 4.16‘da verilmektedir. 

Buradan görüldüğü gibi hareketli faz akıĢ hızının artıĢı, çözünürlük değerlerinde 

önemli bir farklılık olmaksızın,  analiz süresini Cl-PTMS-b-ATRP ve HPMA-Cl-b-

ATRP kolonlarda yaklaĢık olarak 1/4 oranında; BrIBuBr-b-ATRP  kolonda ise 1/12 

oranında azaltmaktadır.  Bütün akıĢ hızlarında elde edilen çözünürlük değerlerinin 

iyi bir kromatografik ayrım için eĢik değer olarak kabul edilen 1.5 değerinin 

üzerinde olması; Cl-PTMS-b-ATRP kolonda nükleosidlerin kromatografik ayrımının 

baĢarıyla yapılabildiğini göstermektedir. 
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ġekil 4.44. Farklı ATRP formülasyonlarıyla elde edilen zwitteriyonik ligand bağlı-

poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ (A) Cl-PTMS-b-ATRP    (B) 

BrIBuBr-b-ATRP     (C) HPMA-Cl-b-ATRP   kolonda nükleosidlerin izokratik ayrımı 

üzerine hareketli faz akıĢ hızının etkisi. Kolon: 300x2 mm iç çap. Hareketli faz: 

ACN+ su + 0.05 % (v/v) AAc, Hareketli fazda ACN/su hacimsel oranı: 92.5/7.5 

mL/mL, (UV dedektör, 254 nm, Pik sırası: (A),(C) 1. toluen, 2. üridin, 3. inosin, 4. 

guanozin (B) 1. timidin, 2. üridin, 3. inosin, 4. guanozin.  
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Çizelge 4.16. Nükleosidler kullanılarak farklı hareketli faz akıĢ hızlarıa ile alınan 

kromatogramlar yardımıyla hesaplanan çözünürlük değerleri  

Kolon: Cl-PTMS-b-ATRP     

 H reketli f  d  ACN/su h cimsel or n : 92 5/7 5 mL/mL 

Pik çö ünürlüğü 

 

        Ak Ģ h                           R(2/1)                      R(3/2)                       R(4/3)              

      (mL/dk)        

         0.10                              3.61                           2.90                       3.29               

         0.30                              2.57                           2.00                       2.25 

         0.50                              2.44                           1.79                       2.09 

         0.75                              2.41                           1.75                       2.06                     

 

_________________________________________________________________________                                

Formül: BrIBuBr-b-ATRP      

H reketli f  d  ACN/su h cimsel or n : 92 5/7 5 mL/mL 

Pik çö ünürlüğü 
_________________________________________________________________ 

        Ak Ģ h                           R(2/1)                      R(3/2)                       R(4/3)              

      (mL/dk)        

         0.10                              4.80                           1.90                       2.44               

         0.50                              3.25                           1.63                       2.41 

         0.75                              2.63                           1.40                       2.38 

         1.00                              2.28                           1.29                       2.13                     
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Çi elge 4 16  dev m ediyor 

Kolon: HPMA-Cl-b-ATRP    

H reketli f  d  ACN/su h cimsel or n : 92 5/7 5 mL/mL 

Pik çö ünürlüğü  

 

        Ak Ģ h                           R(2/1)                      R(3/2)                       R(4/3)              

      (mL/dk)        

         0.30                              2.50                           3.66                       6.06               

         0.50                              1.75                           3.23                       5.50 

         0.75                              1.23                           2.95                       4.70 

         1.00                              1.10                           2.50                       3.80 

a: Kromatografik koĢullar: Hareketli faz: ACN+ su + 0.05 % (v/v) AAc, Hareketli 
fazda ACN/su hacimsel oranı: 92.5/7.5 mL/mL, Kolon: 300x 2 mm iç çap, UV 
dedektör, 254 nm, Pik sırası: (A),(C) 1. toluen, 2. üridin, 3. inosin, 4. guanozin (B) 
1. timidin, 2. üridin, 3. inosin, 4. guanozin.  
 

Nükleosidler analit olarak kullanıldığında, farklı akıĢ hızlarında alınan 

kromatogramlar yardımıyla hesaplanan teorik kademe sayısı ve kademe 

yüksekliğinin hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimini gösteren grafikler ġekil 4.45 ve 

ġekil 4.46‘da verilmektedir. Buradan  görüldüğü gibi Cl-PTMS-b-ATRP ve   HPMA-

Cl-b-ATRP   kolonlar  ile bağıl olarak yüksek kolon ayrıma verimleri elde 

edilmektedir. Ancak, HPMA-Cl-b-ATRP   kolonda  en düĢük akıĢ hızı (0.3 mL/dk) 

hariç  toluene ve üridin kromatografik ayrımının tam olarak yapılamaması bu 

kolonun önemli bir dezavantajını oluĢturmaktadır. Sonuçta tüm nükleosidler ile 

elde edilen çözünürlük ve kolon verimi değerleri düĢünüldüğünde Cl-PTMS-b-

ATRP kodlu kolon ile en iyi nükleosid ayırma davranıĢının elde edildiği 

söylenebilir.   
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ġekil 4.45. (A) Cl-PTMS-b-ATRP  (B) BrIBuBr-b-ATRP  (C) HPMA-Cl-b-ATRP      

kolonlarında nükleosid karıĢımının izokratik ayrımında  teorik kademe sayısının 

hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi. Kromatografik koĢullar ġekil 4.44‘te 

verilmektedir. 
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ġekil 4.46. (A) Cl-PTMS-b-ATRP    (B) BrIBuBr-b-ATRP     (C) HPMA-Cl-b-ATRP      

kolonlarında nükleosid karıĢımının izokratik ayrımında kademe yüksekliğinin 

hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi. Kromatografik koĢullar ġekil 4.44‘te 

verilmektedir. 
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Zwitteriyonik ligand bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ 

kolonda ayrıca polar organik moleküllerin ayrımı da çalıĢılmıĢtır. Bu amaçla toluen, 

akrilamid, tiyoüre ve akrilik asit analitlerini içeren karıĢım seçilmiĢtir. Özellikle 

akrilamid ve akrilik asit‘in bir arada bulunduğu analit karıĢımlarının kromatografik 

ayrımını, uygulama yönünden önemlidir. Ġlgili karıĢımının ayrımı için en uygun 

ACN/su oranı ön deneyler ile Cl-PTMS-b-ATRP, BrIBuBr-b-ATRP, HPMA-Cl-b-

ATRP kolonlar için sırasıyla 95.0/5.0, 92.5/7.5, 97.5/2.5 mL/mL olarak 

saptanmıĢtır. ġekil 4.47‘de belirlenen ACN/su oranı ile farklı akıĢ hızlarında 

izokratik modda örnek karıĢımının ayrımının yapıldığı kromatogramlar 

verilmektedir.  Bu kromatogramlar kullanılarak hesaplanan çözünürlük değerleri 

ise Çizelge 4.17‘ de verilmiĢtir.  Kromatogramlar ve çözünürlük değerleri 

incelendiğinde geliĢtirilen Cl-PTMS-b-ATRP ve BrIBuBr-b-ATRP kolonlar ile bütün 

akıĢ hızlarında örnek karıĢımın izokratik ayrımının yapılabildiği görülmektedir. 

Çözünürlük değerlerinin, artan akıĢ hızı ile önemli ölçüde bir farklılık 

göstermemesi, yüksek akıĢ hızlarında kolon performansının korunarak kısa 

zamanda kromatografik ayrımın yapılmasına olanak sağlamaktadır. 

Kromatogramlar ve çözünürlük değerleri incelendiğinde Cl-PTMS-b-ATRP ve 

BrIBuBr-b-ATRP kolonların, akrilik bileĢenlerin ayrımını, yüksek çözünürlük 

değerlerinde, 8 dakika gibi kısa bir sürede yapabilmektedir. 
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ġekil 4.47. Farklı ATRP formülasyonlarıyla elde edilen zwitteriyonik ligand bağlı-

poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ (A) Cl-PTMS-b-ATRP (B) 

BrIBuBr-b-ATRP  (C) HPMA-Cl-b-ATRP  kolonda polar organik karıĢımının 

izokratik ayrımı üzerine hareketli faz akıĢ hızının etkisi. Kolon: 300x2 mm iç çap. 

Hareketli faz: ACN+ su + 0.05 % (v/v) AAc, Hareketli fazda ACN/su hacimsel 

oranı: (A) 95.0/5.0 (B) 92.5/7.5 (C) 97.5/2.5 mL/mL, (UV dedektör, 254 nm, Pik 

sırası: 1. toluen, 2. akrilamid, 3. tiyoüre, 4. akrilik asit.  
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Çizelge 4.17. Polar organikler kullanılarak farklı hareketli faz akıĢ hızlarıa ile alınan 

kromatogramlar yardımıyla hesaplanan çözünürlük değerleri  

Kolon: Cl-PTMS-b-ATRP     

 H reketli f  d  ACN/su h cimsel or n : 95 0/5 0 mL/mL 

Pik çö ünürlüğü 

 

 

        Ak Ģ h                           R(2/1)                       R(3/2)                    R(4/3)              

      (mL/dk)        

         0.10                              2.76                          4.00                       2.83              

         0.20                              2.25                          3.16                       2.34 

         0.50                              1.77                          2.84                       2.12 

         0.70                              1.65                          2.40                       2.00                     

                                                

Formül: BrIBuBr-b-ATRP      

H reketli f  d  ACN/su h cimsel or n : 92 5/7 5 mL/mL 

Pik çö ünürlüğü 

 

        Ak Ģ h                           R(2/1)                        R(3/2)                    R(4/3)              

      (mL/dk)        

         0.10                              5.22                           2.27                       4.90               

         0.40                              3.66                           1.60                       2.74 

         0.75                              2.64                           1.21                       2.22 

         1.00                              2.24                           1.10                       1.90                     
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Çi elge 4 17. devam ediyor 

Kolon: HPMA-Cl-b-ATRP    

H reketli f  d  ACN/su h cimsel or n : 97 5/2 5 mL/mL 

Pik çö ünürlüğü  

 

        Ak Ģ h                           R(2/1)                        R(3/2)                    R(4/3)              

       (mL/dk)        

         0.10                              1.33                           2.63                       3.76               

         0.40                              1.11                           2.08                       2.94 

         0.75                              0.88                           1.59                       2.54 

         1.00                              0.77                           1.48                       2.09 

a: Kromatografik koĢullar: Hareketli faz: ACN+ su + 0.05 % (v/v) AAc, Kolon: 300x 
2 mm iç çap, UV dedektör, 254 nm, Pik sırası: 1. toluen, 2. akrilamid, 3. tiyoüre, 4. 
akrilik asit. 
 

 

Polar organikler analit olarak kullanıldığında, teorik kademe sayısı ve kademe 

yüksekliğinin hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimini gösteren grafikler ġekil 4.48 ve 

ġekil 4.49‘da verilmektedir. 
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ġekil 4.48. (A) Cl-PTMS-b-ATRP    (B) BrIBuBr-b-ATRP     (C) HPMA-Cl-b-ATRP      

kolonlarında polar organik karıĢımının izokratik ayrımında teorik kademe sayısının 

hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi. Kromatografik koĢullar ġekil 4.47‘de 

verilmektedir 
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ġekil 4.49. (A) Cl-PTMS-b-ATRP    (B) BrIBuBr-b-ATRP     (C) HPMA-Cl-b-ATRP      

kolonlarında polar organik karıĢımının izokratik ayrımında kademe yüksekliğinin 

hareketli faz akıĢ hızı ile değiĢimi. Kromatografik koĢullar ġekil 4.47‘de 

verilmektedir. 
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ġekil 4.49‘a bakıldığında BrIBuBr-b-ATRP kolonda alıkonmayan analit, toluen ile 

45000 kademe/m teorik kademe sayısı değerine ulaĢıldığı görülmektedir. Polar 

organikler için en yüksek teorik kademe sayısı değeri ise yine aynı kolonda 22000 

kademe/m ile akrilamid için elde edilmiĢtir.  Artan polariteye bağlı olarak organik 

analitlerin teorik kademe sayısı değerinin azaldığı görülmektedir. Nükleotid ve 

nükleosidlere kıyasla daha apolar (hidrofobik)  formda olan polar organik analit 

kullanımı ile gözlenen bu davranıĢ, BrIBuBr-b-ATRP kolonunun sentezlenen üç 

kolon  arasında hidrofilisite yönünden ortada yer aldığını göstermektedir.  

Tez kapsamında Cl-PTMS-b-ATRP kolonunda organik asitlerin ayrımı da 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Organik asit karıĢımı referans analit olarak toluen, dekanoik 

asit, asetik asit, p-toluik asit, benzoik asit içerecek Ģekilde hazırlanmıĢtır. 92.5/7.5 

mL/mL ACN/su oranı kullanılarak yapılan kromatografik analizler sonucu elde 

edilen kromatogramlar ġekil 4.50‗de verilmektedir. Yüksek akıĢ hızı değerlerinde 

analiz süresi belirgin bir Ģekilde düĢmektedir. AkıĢ hızı değeri 1.00 mL/dk ‗ya 

çıkartıldığında ayrımın 8 dk gibi kısa bir sürede baĢarılı bir Ģekilde gerçekleĢtiği 

görülmektedir. Organik asitlere ait farklı akıĢ hızı değerlerinde alınan 

kromatogramlardan hesaplanan pik çözünürlük değerleri Çizelge 4.18‗de 

verilmektedir. Çözünürlüklerin çoğunlukla 1.5 değerinin üzerinde olduğu ve  

özellikle düĢük akıĢ hızlarında baĢarılı bir ayrımın gerçekleĢtiği söylenebilir.  
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ġekil 4.50. Cl-PTMS-b-ATRP kolonda organik asitlerin izokratik ayrımı üzerine 

hareketli faz akıĢ hızının etkisi. Kolon: 300x2 mm iç çap. Hareketli faz: ACN+ su + 

0.05 % (v/v) AAc, Hareketli fazda ACN/su hacimsel oranı: 92.5/7.5 mL/mL, UV 

dedektör, 214 nm, Kolondan çıkıĢ sırası: 1. dekanoik asit, 2. asetik asit 3. p-toluik 

asit, 4. benzoik asit. 
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Çizelge 4.18. Organik asitler kullanılarak farklı hareketli faz akıĢ hızları ile alınan 

kromatogramlar yardımıyla hesaplanan çözünürlük değerleri 

       

Pik çö ünürlüğü 

 Ak Ģ H                       R(2/1)             R(3/2)              R(4/3) 

  (mL/dk) 

 
 0.10                         5.80                 2.72                4.54 

 0.25                         4.17                 1.97                3.35 

         0.50  3.02                 1.44 2.49 

 0.75  2.95                 1.38              2.44 

 1.00   2.48                1.29               2.12 

a: Kromatografik koĢullar: Hareketli faz: ACN+ su + 0.05 % (v/v) AAc, Hareketli 
fazda ACN/su hacimsel oranı: 92.5/7.5 mL/mL, Kolon: 300x 2 mm iç çap, UV 
dedektör, 214 nm, Pik sırası: 1. dekanoik asit, 2. asetik asit 3. p-toluik asit, 4. 
benzoik asit. 

 

Organik asitler kullanıldığında, farklı akıĢ hızlarında alınan kromatogramlar 

yardımıyla hesaplanan teorik kademe sayısı ve kademe yüksekliğinin hareketli faz 

akıĢ hızı ile değiĢimi ise ġekil 4.51‘de verilmektedir. 
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ġekil 4.51. Cl-PTMS-b-ATRP kolonunda organik asitlerin izokratik ayrımında (A) 

teorik kademe yüksekliğinin (B) kademe sayısının hareketli faz akıĢ hızı ile 

değiĢimi. Kromatografik koĢullar ġekil 4.50‘de verilmektedir 

 

Referans analit ile analiz koĢullarında elde edilen maksimum kolon verimi 22000 

kademe/m olarak belirlenmiĢtir. Organik asitler ile elde edilen teorik kademe sayısı 

değerleri ise 20000 kademe/m değerinin atındadır. Organik asitlere ait kolon verimi 

değerlerinin Çizelge 2.6‘da verilen polimer bazlı HILIC kolonları ile kıyaslanabilir 

büyüklükte olduğu görülmektedir. 
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4.3. Kolon Verimliliği ve K r rl l k Ç l Ģm l r  

 

Kromatografik çalıĢmaların son bölümünde, geliĢtirilen kolonların kararlılığını test 

etmek amacıyla analizden analize ve günden güne tekrarlanabilirlik testleri 

yapılmıĢtır. Analizden analize tekrarlanabilirlik testleri için analitler günde dört kez 

kolona enjekte edilmiĢ ve analitlerin alıkonma süreleri kaydedilmiĢtir. Ayrıca 

günden güne tekrarlanabilirlik için arka arkaya 5 gün boyunca günde bir kez 

kromatografik analiz yapılmıĢtır.  

 

TEA-OH bağlı poli(HPMA-Cl-co-EDMA) kolon ile test karıĢımının ayrımında 

analizden analize ve günden güne  hesaplanan bağıl standart sapma değerleri 

Çizelge 4.19‘da verilmektedir. Çizelge 4.19‘da  görüldüğü üzere alıkonma süresi 

temel alınarak hesaplanan bağıl standart sapma değerleri (BSS); analizden 

analize % 0.50-0.85 aralığında, günden güne ise % 1.40-3.45 aralığında 

değiĢmektedir. Elde edilen sonuçlar göz önüne alındığında kolon verimliliğinin iyi 

olduğu söylenebilir. 

 

PT-4 kodlu triazol halkası içeren kolon ile nükleosid karıĢımının ayrımında 

analizden analize ve günden güne hesaplanan bağıl standart sapma değerleri 

Çizelge 4.20‘de verilmektedir. Buradan görüldüğü üzere hesaplanan bağıl standart 

sapma değerleri (BSS); analizden analize % 0.55-0.90 aralığında, günden güne 

ise % 1.64-3.70 aralığında değiĢmektedir.  
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Çizelge 4.19. TEA-OH bağlı-poli(HPMA-Cl-co-EDMA) kolon için test karıĢımı ile 

analizden analize ve günden güne bağıl standart sapma değerleri 

         Analitler                Analizden analize              Günden güne  

                                         tekrarlanabilirlik                tekrarlanabilirlik    

                                               BSS (%)                              BSS (%) 
                                     

   Toluen  0.70 2.58 

            Urasil                              0.45 1.57 

            Ġnosin                             0.62 2.25 

            Adenin                            0.84 3.50 

            Sitozin 0.65 2.40 

            Guanin 0.50 1.44 

 

 

Çizelge 4.20. PT-4 kodlu polar formda hidroksil gruplu HILIC kolon için nükleosid 

karıĢımı ile analizden analize ve günden güne bağıl standart sapma değerleri 

         Analitler               Analizden analize               Günden güne  

                                        tekrarlanabilirlik                  tekrarlanabilirlik    

                                                BSS (%)                              BSS (%) 

                                        

   Toluen 0.90       3.70 

            Timidin                           0.75       2.98 

            Sitidin                             0.66       2.85 

            Adenozin                        0.55       1.64 

            Guanozin 0.70       2.78 

_________________________________________________________________ 
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Zwitteriyonik ligand bağlı Cl-PTMS-b-ATRP kodlu kolonda ile nükleosid 

karıĢımının ayrımında analizden analize ve günden güne hesaplanan bağıl 

standart sapma değerleri Çizelge 4.21‘de verilmektedir. Çizelge 4.21‘de görüldüğü 

üzere alıkonma süresi temel alınarak hesaplanan bağıl standart sapma değerleri 

(BSS); analizden analize % 0.75-0.95 aralığında, günden güne ise % 2.54-3.87 

aralığında değiĢmektedir. Bu sonuçlar ile sentezlenen tüm kolonlarda HILIC 

modunda tekrarlanabilir formda kromatografik analiz yapılabileceği anlaĢılmıĢtır.  

 

 

Çizelge 4.21. Zwitteriyonik ligand bağlı Cl-PTMS-b-ATRP kodlu HILIC kolon için 

nükleosid karıĢımı ile analizden analize ve günden güne bağıl standart sapma 

değerleri 

         Analitler                  Analizden analize                Günden güne  

                                           tekrarlanabilirlik                 tekrarlanabilirlik    

                                                 BSS (%)                              BSS (%) 

                                        

   Toluen   0.75   2.54 

            Urasil                                0.90   3.67 

            Adenin                              0.85   3.54 

            Guanin                             0.95    3.87 

_________________________________________________________________ 

. 
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5. SONUÇLAR 

 

Tez kapsamında, eĢboyutlu-gözenekli partikül formda kromatografik sabit fazlar 

geliĢtirilmiĢ ve mikro/ nano-sıvı kromatografisi sisteminde, hidrofilik etkileĢim 

kromatografisi modunda baĢarıyla kullanılmıĢtır. Elde edilen önemli sonuçlar 

aĢağıda listelenmektedir.  

 

 EĢboyutlu-gözenekli formda, reaktif poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller 4-7 

m boy değerine sahip olacak Ģekilde geliĢtirilen çok basamaklı 

mikrosüspansiyon polimerizasyonu ile elde edilmiĢtir. Partiküllerin boy ve 

gözeneklilik özellikleri, monomer faz bileĢimi değiĢtirilerek kontrol edilmiĢtir.  

 

 Sentezlenen partiküllerin ortalama boy ve boy dağılım özellikleri taramalı 

electron mikroskobu (SEM) ile belirlenmiĢtir. Yüzeyin süngerimsi gözenekli 

bir yapıya sahip olduğu SEM fotoğraflarından gözlemlenmiĢtir. SEM 

fotoğrafları kullanılarak yapılan hesaplar sonucu monomer fazındaki çapraz 

bağlayıcı deriĢiminin değiĢmesinin, ortalama partikül boyu ve boy dağılımı 

değiĢim katsayısı değerinde önemli değiĢime neden olmadığı 

görülmektedir. DeğiĢim katsayısı (CV) değerleri hesaplandığında ise, farklı 

monomer faz bileĢimleri ile hazırlanan partiküllerde bu değerlerin % 3.30 ile 

% 4.92 aralığında olduğu görülmüĢtür. 

 

 Partikül yüzey özelliklerinin belirlenmesinde BET ve SEC yöntemleri 

kullanılmıĢtır. Yüzey alanı değerleri incelendiğinde artan çapraz bağlayıcı 

deriĢimi ile partikül özgül yüzey alanı değerinin belirgin Ģekilde artıĢ 

gösterdiği gözlenmektedir. SEC yöntemi ile de makrogözenek formundaki 

yapının ortalama gözenek boyutu ve gözenek oranı belirlenmiĢtir. % 50‘den 

büyük çapraz bağlayıcı (EDMA) deriĢimlerinde gözeneklilik oranı 

değerlerinin de yüksek olduğu görülmektedir. 

 

 Poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller, seçilen hidrofilik formdaki 

kromatografik ligandlar ile türevlendirilerek, mikrosıvı kromatografisi 

sisteminde kullanıma uygun yeni HILIC sabit fazları elde edilmiĢtir. Bu yolla, 
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üzerinde kovalent bağlı formda trietanolamin, triazol halkası ve zwitteriyonik 

polimetakrilat zincirleri içeren eĢboyutlu-gözenekli formda polimetakrilat 

partiküller elde edilmiĢtir. 

 

 Yüzeylerinde reaktif fonksiyonel grup içeren hidrofilik özelliğe sahip 

partiküller, , 2 mm çapına sahip paslanmaz çelik kolonlara HPLC pompa 

kullanılarak doldurulmuĢtur.  

 Kromatografik testler HILIC modunda yapılmıĢtır. Ġzokratik koĢullarda, 

model analit karıĢımlarının kromatografik ayrımı incelenmiĢtir. HILIC 

çalıĢmalarında hareketli faz olarak, çoğunlukla % 0.05 oranında AAc içeren 

asetonitril-su karıĢımı kullanılmıĢtır. GeliĢtirilen sabit fazlar ile HILIC 

modunda polar analit gruplarının ayrımına yönelik olarak yapılan 

kromatografik çalıĢmalarda baĢarılı sonuçlar elde edilmiĢtir.   

 

 TEA-OH bağlı polimetakrilat partikül bazlı sabit faz, nükleotid, nükleosid ve 

organik asit karıĢımlarının HILIC modunda kromatografik ayrımında 

baĢarıyla kullanılmıĢtır. En yüksek kolon verimi (en düĢük kademe 

yüksekliği) nükleotid bazlı analit (urasil)  ile 20 m olarak elde edilmiĢtir.  

 

 Triazol halkası içeren polimetakrilat partikül bazlı sabit faz nükleosid ve 

katekolamin karıĢımlarının HILIC modunda kromatografik ayrımında 

baĢarıyla kullanılmıĢtır. En yüksek kolon verimi (en düĢük kademe 

yüksekliği) nükleosid bazlı analit (timidin) ile 200 m olarak elde edilmiĢtir.  

 

 Zwitteriyonik polimetakrilat moleküler zincirleri içeren polimetakrilat partikül 

bazlı sabit faz, nükleotid, nükleosid ve polar organik karıĢımların HILIC 

modunda kromatografik ayrımında baĢarıyla kullanılmıĢtır. En yüksek kolon 

verimi (en düĢük kademe yüksekliği) ClPrTMS-b-ATRP yöntemi ile 

türevlendirilmiĢ poli(HPMA-Cl-co-EDMA) partiküller ile dolgulanmıĢ kolonda 

nükleosid bazlı analit (timidin)  ile 100 m olarak elde edilmiĢtir.  

 

 GeliĢtirlen mikrokonlar için seçilecek analit piklerinin alıkonma süreleri için 

―analizden analize standart sapma‖ ve ―günden güne standart sapma‖ 
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çalıĢılarak kolonların kararlılık davranıĢı belirlenmiĢtir. Elde edilen sonuçlar 

sentezlenen polimerik partikül bazlı kolonlar ile HILIC modunda 

tekrarlanabilir kromatografik analiz yapılabileceğini göstermiĢtir. 

 

 Sonuçlar seçilen polimetakrilat bazlı reaktif yapının partikül bazlı HILIC 

kolonlarının sentezi için uygun olduğunu göstermiĢtir. Poli(HPMA-Cl-co-

EDMA) kopolimerinin destek materyali olarak kullanıldığı partikül bazlı sabit 

fazların tamamında kromatografik ayırma sağlanabilmiĢtir. Ayrıca Bölüm 

2.6.5‘teki Çizelge 2.6‘da silika ve polimer bazlı HILIC kolonlar için farklı 

analitler ile saptanmıĢ kademe yüksekliği değerlerine bakıldığında, tez 

kapsamında geliĢtirilen tüm HILIC kolonlarının benzerleri ile kıyaslanabilir 

ayırma performanslarına sahip olduğu görülmektedir. 

 

 Bu çalıĢma ile literatürde poliakrilat formunda, hidrofilik özelliğe sahip, 

reaktif kloropropil grubu içeren yeni bir partikül türü geliĢtirilmiĢtir. ÇıkıĢ 

materyali literatürdeki yaygın olarak kullanılan silika ve polimer bazlı HILIC 

kolonlarına alternatif yeni bir sabit faz ailesinin sentezinde baĢarıyla 

kullanılmıĢtır.  
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