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Ozet — Calisma kapsaminda, Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) igin tasarlanan, yiizeyinde zayif katyon
degistirici karboksil (-COOH) grubu tasiyan polimerik ligandlar olusturulmus, monodispers ve gozenekli poli(2,3-
dihidroksipropil metakrilat-co-etilen dimetakrilat), poli(DHPM-co-EDM) partikiiller, zayif katyon degistirici kolon dolgu
materyali olarak protein karisimlariin kromatografik olarak ayrilmasi amaciyla Iyon Degisim Kromatografisi (IEC) modunda
denenmistir. U¢ asamada gerceklesen caligmamin ilk asamasi olan kolon destek materyalinin tasarimi adma elde edilen
partikiillerin sentezi dort etapta gerceklesmektedir. Oncelikle iskelet yapiy1r olusturacak monodispers polistiren mikrojeller
“Dispersiyon Polimerizasyonu” ile sentezlenmis sonrasinda bu mikrojeller kullamilarak “Cok Basamakli Polimerizasyon
Yontemi” ile epoksi gruplarina sahip monodispers-gozenekli poli(glisidil metakrilat-co-etilen dimetakrilat), poli(GMA-co-
EDM) mikrokiireler iretilmistir. Partikiiller asidik ortamda hidrolizlenerek yiizey “diol” formuna doniistirilmis ve
kromatografik kullamm igin uygun poli(2,3-dihidroksipropil metakrilat-co-etilen dimetakrilat), poli(DHPM-co-EDM)
partikiiller elde edilmistir. Son etapta elde edilen partikiiller, karboksil grubu igeren polimerik ligand iretimi igin “Serbest
Radikal Asilama Polimerizasyonu” (SRAP) yonteminde kullanilmustir. Yiizeyinde —OH gruplar1 bulunan poli(DHPM-co-
EDM) partikiiller 3-(trimetoksisilil)propil metakrilat (TMSPM) ile silanlamis ve metakrilik asit (MAA) ile tiirevlendirilerek
iyon-degisim kromatografisi i¢in yiizeyinde poliMAA) ligand olusturulmus poli(DHPM-co-EDM) partikiiller elde edilmistir.
Calismanin ikinci ve ii¢lincii agsamast olan partikiillerin karakterizasyonu ve kromatografik performanslari incelenmis, SRAP
ile sentezlenen partikiillerin ortalama boyu 5.9 pm, ortalama-gdzenek boyutu 33 nm ve 6zgiil-yiizey alami 21 m?/g olarak
bulunmustur. Zayif katyon degistirici kolon ile 200-320 um araliginda degisen teorik tabaka yiiksekligi degerleri elde edilmis,
15 dakika gibi kisa bir siirede gergeklesen ayirma i¢in kromatogramdaki pik ¢6ziiniirlik degerlerinin 1.4’{in istiinde oldugu
goriilmiis, protein geri kazanim degerlerinin ise biitiin proteinler icin %90-100 arasinda oldugu tespit edilmistir. Uretilen
poli(MAA)-asilanmis-poli(DHPM-co-EDM) kolon ig¢in analitlerin, analizden analize ve giinden giine tekrarlanabilirlik
deneyleri sonucu BSS degerleri %]1’in altinda bulunmustur. Bu sonuglar sentezlenen kolon dolgu materyallerinin basarili bir
sekilde iyon degisim kromatografisinde kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Serbest Radikal Asilama Polimerizasyonu (SRAP), Yiiksek Performansl Svi kromatografisi (HPLC), Iyon
Degisim Kromatografisi (IEC), Monodispers ve Gozenekli Polimerik Partikiiller

Novel Support Material with Polymeric Ligand for lon Exchange Chromatography: Synthesis,
Characterization and Chromatographic Performance

Abstract — Within the scope of the study, polymeric ligands with weak cation exchange carboxyl (-COOH) groups formed on
the surface, designed for High Performance Liquid Chromatography (HPLC), monodisperse and porous poly(2,3-
dihydroxypropyl methacrylate-co-ethylene dimethacrylate), poly(DHPM- co-EDM) particles were tested in lon Exchange
Chromatography (IEC) mode for chromatographic separation of protein mixtures as a weak cation exchange column-material.
The synthesis of the particles obtained for the design of the column support material, which is the first step of the study carried
out in three stages, takes place in four different sections. Firstly, monodisperse polystyrene microgels to form the skeletal
structure were synthesized by “Dispersion Polymerization”, then monodispersed-porous poly(glycidyl methacrylate-co-
ethylene dimethacrylate), poly(GMA-co-EDM) microspheres with epoxy groups were produced by using “multi-stage
microsuspension polymerization”. The particles were hydrolyzed in acidic medium to form the surface in diol form and
poly(2,3-dihydroxypropyl methacrylate-co-ethylene dimethacrylate), poly(DHPM-co-EDM) particles were obtained which
were suitable for chromatographic use. The particles obtained in the last step were used in the “Free Radical Grafting
Polymerization” (FRGP) method for the production of polymeric ligand containing carboxyl group. Poly (DHPM-co-EDM)
particles with —OH groups on the surface are silanated with 3-(trimethoxysilyl)propyl methacrylate (TMSPM) and derivatized
with methacrylic acid (MAA) to form poly(MAA) ligand on the surface of poly(DHPM-c-EDM) particles were obtained for
ion-exchange chromatography. The characterization and chromatographic performance of the particles were investigated in the
second and third stages of the study. For particles synthesized by the FRGP method, the average particle size was 5.9 pm,
the average-pore size was 33 nm and the specific-surface area was 21 m?/g. Theoretical plate height values between 200-320
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um were obtained for weak cation exchange column. The peak resolution values in the chromatogram were found to be above
1.4 for separation as short as 15 minutes. Protein recovery values were found to be between 90-100% for all proteins. For the
produced poly(MAA)-grafted-poly(DHPM-co-EDM) column, the BSS values of the analytes from analysis to analysis and
from day to day reproducibility tests were below 1%. These results showed that synthesized column packed materials can be

successfully used in ion exchange chromatography.

Key words: Free Radical Grafting Polymerization (FRGP), High Performance Liquid Chromatograpy (HPLC), lon Exchange
Chromatography (IEC), Monodisperse and porous polymeric particles.

I. GIRIS
“Yiiksek Performansli Sivi  Kromatografisi (High
Performance Liquid Chromatography, HPLC)”

kromatografik ayirma teknikleri arasinda yer alir. HPLC
kolonlarinda, dolgu materyali olarak organik veya inorganik
bazli mikro-kiireler ve bunlarin tiirevlendirilmis formlari
kullanilmaktadir. HPLC kolon dolgu materyalleri iizerine
yapilan arastirmalar, polimer bazli partikiillerin kiiresel,
gozenekli ve  monodispers (es boyutlu) formda
sentezlenmesinin  ve tiirevlendirilmesinin silikaya gore
kolayhigi,  cesitliligi, pH  kararligi,  kromatografik
uygulamalarda uygun yapiya sahip olmalar1 nedeyiyle
polimer yapidaki partikiller iizerine yogunlagmigtir.
cogunlukla ticari HPLC kolonlar1 farkli boy dagilimina sahip
(polidispers) gozenekli yapida oldugundan kolon igerisinde
kanallagma olmakta ve bu da kromatografik performansi
azaltmaktadir. Monodispers gozenekli partikiiller varliinda
ise, kolonda olusan diizenli akig profili nedeniyle yiiksek
kromatografik ayirma yetenegi elde edilebilmektedir. Bu
partikiillerin {iretim ydntemi genellikle “Cok Basamakli
Polimerizasyon” olarak adlandirilir [1]-[11].

HPLC uygulamalarinin bircok modu icin (Iyon degisim
kromatografisi, Hidrofobik etkilesim kromatografisi, Normal
faz kromatografisi, Afinite kromatografisi, Ters faz
kromatografisi) polar ya da farkli polaritelerde kolonlar
kullanilmaktadir. Uygulamalarda, analitlerin kolondan kolay
ve kisa bir siirede ¢ikiginin saglanmasi i¢in polar yapida
mikro-kiirelere ihtiya¢ duyulmaktadir [6]-[8], [12]-[19].
Gilinlimiizde ticari olarak mevcut bu 6zellikteki partikiillerin
cogu silika bazli ve polidispers yapidadirlar.

Polar yapidaki partikiillere ihtiyag duyulan iyon degisim
kromatografisi ~ (lon-Exchange =~ Chromatography, IEC)
kolonlari, genellikle silika veya polimer bazli bir destek
iizerinde iyon degistirici gruplarin olusturulmasi ile
iretilmektedir. Sabit fazlarda en ¢ok tercih edilen iyonik
gruplar, giiclii katyon degistirici siilfonik asit (-SOsH), zayif
katyon degistirici karboksilat (-COO"), giiglii anyon
degistirici kuaterner amonyum ve zayif anyon degistirici
dietilamino (-N(CzHs)2) seklinde siralanabilir. Bu gruplari
iceren ligandlar ya direkt olarak, yada bir uzatma kolu
(spacer-arm) ile bagh sekilde silika veya polimer bazli sabit
faz iizerine yerlestirilmektedir. Ozellikle yiiksek molekiil
agirlikl analitler varliginda, sterik veya elektrostatik engeller
nedeniyle olusan kisith analit-ligand etkilesimi ve bunun
sonucu olarak ortaya ¢ikan yetersiz kromatografik ayirma,
iyon degisim kromatografisinde karsilagilan = Onemli
sorunlardan biridir. Yapilan yeni ¢alismalar, iyon-degisim
kromatografisi icin sabit faz olarak kullanilan partikiillere
direk takilan iyon degistirici ligandlar yerine, uzun ve esnek
yapida, kolaylikla analitler ile etkilesebilen, polimer yapida
zincirlerin sentezi lizerinedir. Polimer zincir seklinde olan
ligandlar ile ligand ve analit etkilesiminde ortaya c¢ikan
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problemler bu sekilde bertaraf edilmektedir. Bu yapilan
calismalarda, polimerik ligand eldesi i¢in “Serbest Radikal
Asilama Polimerizasyonu” yani sira “Canly/Kontrollii
Polimerizasyon” olarak bilinen yeni yiizey tiirevlendirme
yontemleri de gelistirilmistir. Bu yontemlerle sentezlenen
giicli. katyon degistirici “stilfonik asit” ve zayif anyon
degistirici “dimetilamino” gruplarini igeren sabit fazlar iyon
degisim kromatografisi ile protein ayriminda basariyla
kullanilmustir [7], [8], [18], [19].

Sunulan ¢aliyma kapsaminda sentezlenen Iyon Degisim
Kromatografisi (IEC) zayif katyon degistirici kolon destek
materyali polar poli(2,3-dihidroksipropil metakrilat-co-etilen
dimetakrilat) poli(DHPM-co-EDM) formuna
doniistiirtilebilen reaktif “epoksi” grubuna sahip fonksiyonel
yapidaki poli(glisidil metakrilat-co-etilen  dimetakrilat)
poli(GMA-co-EDM) partikiiller kullamilarak sentezlenmistir.
“Epoksi” gruplart “diol” formuna doniistiiriilmiis ve boylece
polar yiizey yapisina sahip, proteinlerin iyon degisim
kromatografik analizlerine uygun yiizey ve gozenek yapisina
sahip  monodispers, gozenenekli poli(DHPM-co-EDM)
partikiiller uygun ortalama boyuta, ortalama gbézenek capina,
Ozgiil ylizey alam1 degerine sahip olacak sekilde elde
edilmistir.

Caligmada karboksil grubu igeren polimerik ligand {iretimi
icin “Serbest Radikal Asilama Polimerizasyonu” (SRAP)
yontemi kullanilmistir. Yiizeyinde —OH gruplar1 bulunan
poli(DHPM-co-EDM) partikiiller, 3-(trimetoksisilil)propil
metakrilat (TMSPM) ile silanlanmis ve metakrilik asit
(MAA) kullanilarak analitler ile Kolayca -etkilesebilecek
molekiiler uzunlukta poli(MAA) ligandlar olusturulmustur.
Elde edilen poli(MAA)-asilanmig-poli(DHPM-co-EDM)
kolon dolgu materyalleri karakterize edilerek IEC sabit faz
olarak proteinlerin ayrilmasi amaciyla denenmistir.

1. MATERYAL VE METOD

Yapilan ¢aligmalar {i¢ ana baglik altinda toplanmaktadir:
llk olarak IEC kolon materyallerinin sentezi ikinci olarak
elde edilen materyallerin karakterizasyonu ve son olarak IEC
kolon dolgu materyallerinin kromatografik performansinin
test edilmesi.

A. 1EC Kolon Dolgu Materyallerinin Uretimi

IEC kolon materyallerinin sentezi ise dort etapta
gergeklesmektedir:  monodispers polistiren mikrojellerin
dispersiyon polimerizasyonu ile eldesi, polistiren mikrojeller
kullanilarak “Cok Basamakli Mikrosiispansiyon
Polimerizasyonu” ile monodispers gozenekli formda ve
reaktif “epoksi” grubuna sahip poli(glisidil metakrilat-co-
etilen dimetakrilat), poli(GMA-co-EDM) partikiillerin
sentezi, sentezlenen partikiillerin asidik hidrolizi ile polar
yiizeye sahip, poli(2,3-dihidroksipropil metakrilat-co-etilen
dimetakrilat) poli(DHPM-co-EDM) partikiiller elde edilmesi
ardindan  son olarak  “Serbest Radikal = Asilama
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Polimerizasyonu”  yontemi ile poli(DHPM-co-EDM)
partikiillerin 3-(trimetoksisilil)propil metakrilat (TMSPM) ve
metakrilik asit (MAA) kullanilarak tiirevlendirilmesi sonucu
poli(MAA)-asilanmis-poli(DHPM-co-EDM)  kolon  dolgu
materyallerinin elde edilmesi.

Al. Monodispers polistiren (PS) mikrojellerin giretimi ve
karakterizasyonu

Monodispers makrogdzenekli partikiillerin {iretiminin ilk
basamaginda monodispers yapida polistiren mikrojeller elde
edilmigtir.

PS mikrojellerin sentezinde dagitma ortamu olarak mutlak
etil alkol (72 ml, Et-OH, Merck A.G., Almanya) ve 2-
metoksietanol (48 ml, HPLC grade, Met-OH, Aldrich
Chemical Co., ABD), baslatici olarak 2-2°-
azobisizobiitironitril (0.44 g, AIBN, BDH Chemicals LTD.,
Ingiltere), stabilizor olarak polivinilprolidon K-30 (2.1 g,
Mr:40000, PVP K-30, Sigma Chemical Co., ABD), monomer
olarak stiren (20 ml, S, Yarpet, Kocaeli, Tiirkiye) (vakumda
distile edilip saflagtirilmis ve +4 °C de depolanmis)
kullanilmustir.

Polistiren  mikrojellerin  dispersiyon  polimerizasyonu
sizdirmaz cam kaplarda gergeklestirilmis, dagitma ortami
olarak hacimce %60 etanol %40 2-metoksietanol igeren
toplam 120 ml ¢ozelti hazirlanmistir. PVP K-30 dagitma
ortaminda ¢Oziilmiis ve stiren monomeri ile AIBN dagitma
ortammna cklenmistir. AIBN’nin ¢0ziinmesi igin oda
sicakliginda 5 dakika siireyle 200 W giiclinde bir sonikator
(Bransonic 200, Ingiltere) kullanilmistir. Sizdirmaz 250 ml
hacimdeki kirilmaz cam reaktorde, 70°C’de ¢alkalamali su
banyosunda (Gallenkamp, ABD) 120 cpm ¢alkalama hizinda
24 saat boyunca dispersiyon polimerizasyonu
gerceklestirilmistir.

PS mikrojeller 6000 rpm’de santrifiijlenmis sonrasi ¢oken
partikiiller distile su ile santrifiijleme-dekantasyon islemi 3
kez tekrarlanarak yikanmigtir. Partikiiller yaklasik 100 ml su
icerisinde dagitilarak monodispers polistiren mikrojeller
polimerizasyonda  kullanilmak  iizere hazir  duruma
getirilmistir [9]-[11].

PS mikrojellerin ortalama boylarinin ve boy dagiliminin
belirlnmesi i¢in Taramali1 Elektron Mikroskobu (SEM, JEOL
JEM 1200 EX, Tokyo Japonya) kullanilmistir. Mikrojellerin
ortalama molekiill agirhigt HPLC’de izokratik modda
Biiytlikliikce Ayirma Kromatografisi (GPC) yontemiyle
calisilarak hesaplanmistir. Bu amagla Shimpack 804 kolon ve
mobil faz olarak THF kullanilmig ve polistiren standart
enjeksiyonu ile sayica ortalama molekiil agirligr tayin
edilmigtir. Mikrojellerin dispersiyonunun polimerik partikiil
igerigi ise gravimetrik analiz yontemiyle tayin edilmistir [9],
[11], [20].

A2. Monodispers-gozenekli
mikrokiirelerin tiretimi

Monodispers-gozenekli poli(GMA-co-EDM) mikro-kiireler
“cok basamaklr polimerizasyon yontemi” ile elde edilmistir.
Yontem, farklt mikrokiirelerin  hazirlanmast  amaciyla
gelistirilmis bir polimerizasyon yontemidir [9]. Yo6ntemde
monomer olarak glisidil metakrilat (GMA), ¢apraz baglayici
olarak ise etilenglikol dimetakrilat (EDM) kullanilmaktadir

poli(GMA-co-EDM)

(Sekil 1). Yontemin sematik gosterimi  Sekil 2’de
verilmektedir. Yontemde monodispers polistiren (PS)
mikrojel partikiilller kullanilmaktadir [11]. Sekil 2°de

goriilecegi tizere, monodispers PS partikiiller ilk basamakta,
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hem su bazli emiilsiyon ortami igerisinde monomer, hemde
solvent/solvent karisim1 igeren bir organik faz ile
sisirilmektedir. Ikinci basamakta ise monomer fazi sismis
partikiiller icerisinde polimerize edilerek, monodispers ve
gozenekli formda poli(glisidil metakrilat-co-etilenglikol
dimetakrilat), poli(GMA-co-EDM) partikiillerin  eldesi
saglanmaktadir [18], [19].

Partikiillerin bu yontemle sentezi i¢in diluent olarak toluen
(HPLC grade, Aldrich Chem. Corp., ABD) ve izoamillalkol
(IAA, Aldrich Chemicals Co., ABD) ve anyonik emiilsiyon
yapict madde olarak sodyum dodesil siilfat (SDS, Sigma,
ABD) kullanilmistir. Polimerizasyonlarda monomer olarak
glisidilmetakrilat (GMA, Aldrich Chem. Corp, ABD); capraz
baglayici monomer olarak ise etilenglikol dimetakrilat (EDM,
Aldrich Chem. Corp., ABD) kullanilmistir (Sekil 1).
Baslatic1 olarak segilen benzoil peroksit (BPO, Aldrich
Chemicals Co., ABD) ve stabilizér olarak polivinilalkol
(PVA, Mr: 87000-146000, %87 hidrolize, Aldrich Chemicals
Co., ABD) kullanilmigtir [9].

¢,
CH,=C-C=0 Hy CH,
OCH; CH=C-C=0 0=C-C=CH,
;0; OCH,CH,J

Glisidilmetakrilat (GMA) Etilenglikoldimetakrilat (EDM)

Sekil 1. Poli(GMA-co-EDM) bazli mikrokiirelerin sentezinde kullanilan
monomer ve ¢apraz baglayici.

Monodispers formdaki partikiillerinin gézenekli olabilmesi,
yapisina gozenek olusturucu ajanlarin eklenmesi ile miimkiin
olmaktadir. Bu amagcla polistiren ¢ikis partikiillerinin igine
diisiik molekiil agirligina sahip organik bir ajan olan toluen
eklenmistir. Toluen, polistiren partikiillerin icine girerek
zincirlerin gevsemesine (kismen de olsa ¢oziinmelerine) diger
bir deyisle partikiillerin sismesine neden olmaktadir. Ancak
polistiren partikiillerin organik ajanla sisirilmesi sirasinda
monodispersitenin korunmasi gerekmektedir. Bu nedenle
sigirme islemi sirasinda diluent, sodyum dodesil siilfat (SDS)
varhiginda sulu emilsiyon ortaminda mikrojel ile
etkilestirilmistir. Burada SDS misel yapisi olusturarak,
diluentin emiilsiyon ortami igerisinde homojen olarak
dagilmasini saglamaktadir. Bu partikiillerin ayni oranda
sismesi ve monodispersitenin  korunmasint  miimkiin
kilmaktadir.

Partikiillerin ¢ok basamakli polimerizasyon yonteminde
(Sekil 2) sulu emiilsiyon i¢in, SDS (0.30 g) ve PVA’nin (0.35
g) sulu ortam (120 mL) igerisinde ¢oziinmesi saglanmustir.
Sulu emiilsiyon ortamina, toluen (6.40 mL, Aldrich), GMA
(3.80 mL), EDM (2.60 mL), IAA, (0.50 mL) ve BPO (0.16
g) eklenmisti. Bu karnigim, 30 dakika boyunca
ultrasonikasyonda dagitilmis ve igine monodispers polistiren
mikrojel partikiiller (0.40 g) eklenmis sonrasinda oda
sicakliginda, 24 saat siireyle, manyetik olarak 400 rpm hizda
karistirilmigtir.  Son  olarak  ortam  sicakligi, 70°C’a
yiikseltilmis ve sismis partikiiller icerisinde polimerizasyon,
calkalamali su banyosunda, 24 saat sireyle 120 cpm
calkalama hizinda yapilmsgtir.

Sentezlenen monodispers poli(GMA-co-EDM) partikiilerin
ekstraksiyon ve hidroliz agamalart literatiirde verildigi
sekliyle gergeklestirilmistir [9], [11], [18], [19].
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COK BASAMAKLI POLIMERIZAS

PS Gikis Lateksi

l <+—— °*Organik ¢ozucu:

*Monomer

Polimerizasyon 1 «—— *70°C

®24 saat

Sisme

®Capraz Baglayici
*Baglatici

Esboyutlu-Gozenekli
Poli(GMA-co-EDM)
Partikuller
(6 pm)

Sekil 2. Monodispers gozenekli poli(GMA-co-EDM) partikiillerin sentezi
i¢in kullanilan “¢ok basamakli polimerizasyon yontemi”.

Polimerizasyon sonrasinda partikiillerin yikanmasi ve atik
tirlinlerden temizlemesi amaciyla Santrifiijleme islemi &nce
distile su ardindan da etanol ile yapilmistir. Daha sonra elde
edilen partikiiller etanol ortaminda dagitilmis ve 150 ml THF
icine almmustir. Partikiiller, THF ile ¢alkalayicili su
banyosunda (Memmert, Almanya) 50°C’de 4 saat siireyle
ekstraksiyona tabi tutulmustur.

Bu islem sonrasinda yapida bulunan polistiren zincirler,
coziinerek uzaklastirllmis ve yerine gozenek halinde
bosluklar birakmistir. Zaten monodispers olan poli(GMA-co-
EDM) mikrokiireler i¢inde bu sekilde gozenekler elde
edilmistir. Partikiiller etanol ve distile su ile yikanarak
hidroliz islemine hazir hale getirilmistir [6]-[9].

A3. Poli(DHPM-co-EDM) partikiillerin elde edilmesi

Poli(GMA-co-EDM)  kopolimeri  yiizeyinde =~ —OH
gruplarinin  olusturulmas: amaciyla siilfiirik asit (H2SOa,
Merck A.G., Almanya) ile hidroliz edilmistir. Bu islem
partikiiller ve 50 ml 0.5 M %95’lik HoSO4 ¢ozeltisi ile 500
ml’lik pyrex bir erlende 60°C’de 12 saat siireyle ¢alkalayicili
bir su banyosunda gerceklestirilmistir. Boylece GMA
birimlerindeki epoksi halkas1 acilarak —OH fonksiyonel
grubu igeren dihidroksipropilmetakrilat (DHPM) birimleri
olugmaktadir. Bu doniigiimiin sematik gdsterimi Sekil 3.’de
verilmistir [6]-[9].

H* n
€ —O—CH,—CH — CH,
OH OH

O

07CH27c<7 CH,

Esboyutlu-Gazenekli Poli(GMA-co-EDM) Esboyutlu-Gézenekli Poli(DHPM-co-EDM)

Sekil 3. Monodispers-gozenekli poli(GMA-co-EDM) partikiillerin asidik
hidrolizi ile poli(DHPM-co-EDM) partikiillerin eldesi.

A4. Serbest Radikal Asilama Polimerizasyonu yontemiyle
monodispers ve gozenekli HPLC kolon dolgu materyalinin
tiretimi

Polimerik liganda sahip, es boyutlu gézenekli iyon degisim
kromatografisi kolon materyallerinin yiizeyinin Serbest
Radikal Asilama polimerizasyonu ile tlirevlendirilmesini ve
kromatografik performanslarinin test edilmesini icermektedir.
Calismalarin ilk bdliimiinde monodispers ve gozenekli
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formda poli(GMA-co-EDM) partikiiller sentezlenmis ve bu
partikiillerin asidik ortamda hidrolizi sonucunda poli(DHPM-
co-EDM) partikiiller elde edilmis ve partikiillerin iizerinde 3-
(trimetoksisilil)propil metakrilat (TMSPM) ile vinil gruplar
olusturulmus  ardindan  Serbest = Radikal  Asilama
Polimerizasyonu yontemi ile metakrilik asit (MAA)’in
¢ozeltiden partikiil yiizeyine agilanarak anyonik yapida
polimerik ligand tasiyan IEC kolon dolgu materyalleri elde
edilmigtir. IEC kolona doldurulan partikiiller, kromatografik
performanslarinin  belirlenmesi amaciyla, Iyon Degisim
Kromatografisinde (lon Exchange Chromatography, IEC)
kolon dolgu materyali olarak test edilmistir.

Partikiillerin  vinillenmesi ig¢in 3-(trimetoksisilil)propil
metakrilat (TMSPM, Aldrich Chem. Co., A.B.D.) ve toluen
(HPLC grade, Aldrich Chemical Co., ABD) kullanilmustir.
Uzerinde vinil gruplarmi tasiyan partikiillerde polimerik
ligand olusturmak amaciyla dimetilformamid (DMF, Riedel
de Haen, Almanya), monomer olarak metakrilik asit (MAA,
Aldrich Chem. Co. A.B.D.) ve baglatict olarak 2-2°-
azobisizobiitironitril (AIBN, BDH Chemicals LTD.,
Ingiltere) kullamlmistir.

Poli(DHPM-co-EDM) partikiiller vinilleme islemi igin
vakum etiiviinde 70°C kurutulmustur. Poli(DHPM-co-EDM)
partikdiller (2.50 gr) sizdirmaz &zellikteki silindirik reaktore
(reaktér hacmi, 60 ml) alinarak toluen (40 ml) ve TMSPM
(2.50 ml) karisiminda dagitilmistir. Reaktor oda sicakliginda
calkalamali su  banyosuna  (Memmert, = Almanya)
yerlestirilerek c¢alkalama hizi 120 cpm’de 1sitma islemi
baglatilmistir. Vinilleme islemi bu sicaklikta 24 saat siire
devam etmis ve bu siirenin sonunda oda sicakligina
sogutulmustur. Partikiiller sonrasinda mutlak etanol ile 3 kez
santrifiijleme-dekantasyon yontemi kullanilarak yikanmis ve
vakum etiiviinde 24 saat siireyle 80°C’da kurutulmustur.
Poli(DHPM-co-EDM) mikrokiirelerin vinillenme reaksiyonu
sematik olarak Sekil 4’de verilmektedir [19].
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Sekil 4. Monodispers-gozenekli poli(DHPM-co-EDM) partikiillerin 3-
(Trimetoksisilil)propil metakrilat (TMSPM) ile vinillenmesi.

Uzerinde vinil grubu tasiyan poli(DHPM-co-EDM)
partikiiller (2.50 g), sizdirmaz ozellikteki silindirik pyrex
reaktore (reaktér hacmi, 60 ml) alinmakta ve etanol (EtOH,
50 ml) ve monomer olarak kullanilan MAA (2.00 mL) ile
baglatic1 olarak kullanilan AIBN (0.06 g) karisimi iginde
dagitilmistir. Daha sonra reaktdr, calkalamali su banyosuna
(Memmert, Almanya) yerlestirilmis ve calkalama hiz1 120
cpm degerine ayarlanarak polimerizasyon, 75°C sicaklikta 24
saat stireyle gerceklestirilmistir. Bu siire sonunda partikiiller
2 defa alkol ve 2 defa su ile yikandiktan sonra kolona
doldurulmaya hazir hale getirilmistir. Vinil gruplart tasiyan
Poli(DHPM-co-EDM) mikrokiirelerin MAA monomeri ile
etkilesimi sonucunda elde edilen zayif anyonik polimerik
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ligand tagiyan iyon egisim kromatografisi dolgu materyalinin
sematik reaksiyonu Sekil 5°de verilmektedir.
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Vinillenmis Poli(DHPM-co-EDM) OH OH
partikiiller Karboksil gruplu polimerik
ligand tasiyan IEC sabit fazi

Sekil 5. Vinil grubu tagiyan monodispers-gozenekli poli(DHPM-co-EDM)
partikiillerin MAA ile “Serbest Radikal Asilama Polimerizasyonu” sonucu
elde edilmis poli(anyonik) ligand tagiyan kromatografik kolon dolgu
materyali.

B. Monodispers ve Gozenekli HPLC Kolon Dolgu
Materyallerinin Karakterizasyonu

B1. FTIR ile karakterizasyon

Cok Basamakli Siispansiyon Polimerizasyonu teknigi ile
elde edilen poli(gilisidil metakrilat-co-etilen dimetakrilat)
(poli(GMA-co-EDM)) partikiiller, asidik ortamda
hidrolizlenerek, poli(2,3-dihidroksipropil metakrilat-co-etilen
dimetakrilat) poli(DHPM-co-EDM) yapida monodispers
gozenekli partikiiller elde edilmistir. Bu olusum, hidroliz
oncesi ve sonrast elde edilen yapimin FTIR spektrumunda
kanitlanmaktadir.

B2. Taramal
karakterizasyon

Monodispers ve gozenekli partikiillerin ortalama partikiil
boyu ve boy dagilimi taramali elektron mikroskobu
(Scanning Electron Microscope, SEM) (JEOL, JEM 1200EX,
Japan) ile tayin edilmistir. Bu amagla 0.1 mL partikiil
dispersiyonu, ornek diski iizerine konularak, vakum
ortaminda 50°C’ta kurutulmus ve vakum altinda yaklasik 150
Angstrom kalinliginda altin ile kaplanmistir. Goriintiiler
1500-4000X biiyiitme ile SEM cihazinda fotograflanmistir
[18], [19]. Yaklasik 50 partikiil igeren SEM fotograflarinin
degerlendirilmesi ile, sayica ortalama partikiil boyu ve boy
dagilimi icin degisim katsayist (CV, %) degeri belirlenmistir.

Elektron  Mikroskobu  (SEM) ile

B3. BET Yiizey Alani ve Gézenek Boyutu Olgiim Cihazi ile
karakterizasyon

Yiizey alan1 ve ortalama goézenek boyutu ve dagilimini
veren Brunauer-Emmet-Teller (BET) cihazi (Quantachrome,
Nova 2200E, Ingiltere) ile yapilan odlgiimlerde ornek
hiicresine yerlestirilen partikiiller (0.1 g), 6l¢iim cihazinda
(90°C ve 3 saat) vakumlama ile kurutulmustur. Olgiim
prensibi, partikiiller {izerinden geg¢irilen azot gazinin
partikiiller iizerine adsorplanmasi ve adsorplanan miktarin
azot gaz basincindan hesaplanmasi temeline goredir. Yiizey
alan1 Ol¢limlerinde BET adsorpsiyon izoterm yontemi,
ortalama gdzenek c¢apt ve dagilimimin bulunmasinda BHIJ
metodu kullanilmgtir [9].

C. Kromatografik Calismalar
C1. IEC kolonun doldurulmasi

Calismada 4.6 mm i¢ ¢apina ve 50/100 mm uzunluga sahip
celik kolon (Schimadzu, Japonya) kullanilmistir. Kolon
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mobil faz olarak sadece su kullanimi ile yaklasik 200 atm
basing altinda doldurulmustur. Dolum islemi sonrasinda
kolon yaklagik 1’er saatlik siireler ile dolum basincinda
analizlerde kullanilacak mobil faz tiirii ile yikanmistir.

C2. Kromatografik performans testleri

Bu kisimda yapilan kromatografik performans testlerinde
analit olarak 4 farkli protein (Sigma) igeren ornek karisimi
kullanilmigtir. Bu proteinlerin se¢iminde izoelektrik nokta
(p) degerleri gbz oniine almmistir. Hazirlanan kolonun
miimkiin oldugunca genis bir pl aralifinda kromatografik
ayirma yapabilmeleri hedeflenmistir. Katyon degisim
kromatografisi modunda gergeklestirilen deneylerde mobil
faz olarak farkli pH’larda farkli tamponlar kullanilmistir.

HPLC sisteminde iyon-degisim kromatografisi ile protein
ayrnmina  yonelik  deneyler  gradyent  kosullarda
gerceklestirilmistir. Kromatogramlar bir UV-dedektor ile 280
nm’de kaydedilmistir. Protein ayrimi amaciyla yapilan
kromatografik testlerde, miyoglobin (pl:7.2), riboniikleaz A
(pL: 9.5), sitokrom C (pl:10.2) ve lizozim (pl:10.5) igeren
protein karisimi kullanilmistir. Bu karigim, literatiirde iyon
degistirici  kolonlarin ~ kromatografik  performanslarinin
tayininde yaygin olarak kullanilan, standard bir karisimdir
[10], [12], [13], [19]. Gradyent kosullarda yapilan
kromatografik deneylerde mobil faz pH degeri 6.0-8.0
araliginda  degistirilmistir.  4-morfolinoetansiilfonik  asit
(MES, Sigma), sodyum fosfat, N-(2-hidroksietil)piperazin-
N’-(2-etansiilfonik asit) (HEPES, Sigma)’in 20 mM’lik
tampon ¢ozeltileri sirasiyla, pH 6, 7 ve 8 degerine sahip
mobil fazlarin eldesi amaciyla kullanilmigtir. Bu tampon
cozeltilerden biri ile hazirlanan belirli bir pH degerine sahip
mobil faz gradyent kosullarda gergeklestirilen kromatografik
deneylerde mobil faz A olarak kullanilmistir. Her bir pH
degeri i¢cin mobil faz B ise mobil faz A + 0.5 ya da 1 M NaCl
seklinde olusturulmustur. Gradyent, besleme % 100 mobil
faz A iken, % 100 B’ye calisilan kolon tiirtine bagli olarak
secilen bir gradyent siiresinde lineer olarak gecilmesi ile
uygulanmigtir

C3. Kromatografik Parametrelerin Tayin Edilmesi

Belirtilen kosullarda elde edilen kromatogramlardan kolon
performanslarini belirleyici parametreler hesaplanmistir. Her
analizde sisteme enjekte edilen ornek karigimindaki tiim
bilesenler i¢in taban genisligi ve pik yar1 yiiksegindeki taban
genigligi gibi degiskenler oOlglliip sirasiyla teorik tabaka
sayist ve ¢oziiniirliik gibi kolon performansini belirleyici
parametreler hesaplanmigtir. Tim bilesenler ic¢in taban
genigligi ve pik yar yiiksegindeki taban genisligi gibi
degigkenler olgiiliip sirasiyla teorik tabaka sayist ve
¢ozliniirliik gibi kolon performansinm belirleyici parametreler
hesaplanmuistir.

Pik ¢oziiniirligii ( R)

Elde edilen kromatogramlarda belirli bir protein i¢in pik
¢cozinlrliigli, R(nt+1/n), esitlik (1)’e gore hesaplanmustir.
Burada R(n+1/n), secilen pik (n+1) ile bir onceki pik (n)
arasindaki ¢Ozlnirliigii ifade etmektedir. thv1 Ve t, ise
enjeksiyon noktasindan itibaren, sirasiyla pik n+1 ve pik n
icin alikonma siirelerini gostermektedir. Wns1 ve W, ise
sirastyla pik n+l ve pik n igin taban genisligini ifade
etmektedir.

R(n+ 1) /() = 2 [(tns1 — ta) / (Wn+ Wh1)] @
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Teorik tabaka sayist (N) ve Teorik tabaka yiiksekligi (h)

Teorik tabaka sayist ve yiiksekligi degerleri, izokratik
modda yapilmis, sitokrom C’nin analit olarak kullanildigi
kromatografik deneyler sonucu hesaplanmistir.

Protein geri kazanimi

fyon degisim kromatografisi analizlerinde kullanilan tiim
protein tiirleri i¢in bu degerler poliMAA) ligand igeren
partikiillerin kullanildig1 kolon ile optimum analiz kosullar
kullanilarak hesaplanmigtir. Deneylerde 1 mg/mL protein
igeren ¢ozelti kolona enjekte edilmistir. Kolonlu ve kolonsuz
elde edilen pik alanlarindan geri kazanim degerleri
hesaplanmustir.

Tekrarlanabilirlik
Genelde Bagil Standart Sapma (BSS) ile ifade edilir ve
asagidaki ifade ile hesaplanabilir.

RT =X NiRTi/Z N; (2)
SS=vX Ni(RTi- RTn)? /(ZNi-1) (3)
% BSS = SS/RT, 4)
Burada;

RTs; sayica ortalama alikonma siiresini, SS; standart
sapma, BSS; bagil standart sapmay1, Nj; analiz sayisini, RTj; i
no’lu alikonma siiresini ifade etmektedir.

I11. SONUCLAR

Calismada oOncelikle monodispers gozenekli yapida
polimerik partikiiller sentezlenmis ve partikiiller, poli(MAA)
anyonik ligandina sahip iyon degisim kromatografisi kolon
materyaline donistiiriilmiistiir. Sentezlenen partikiiller FTIR,
Taramali Elektron Mikroskobu, BET yiizey alami ve
gozeneklilik oOl¢im cihazi ile karakterize edilmistir.
Kromatografik analizlerde, gradyent kosullar1 ve akis hizi
degistirilerek bu degisimlerin kolon ayirma yetenegine etkisi
incelenmistir. Bu amagla direkt olarak anyonik grup baglanan
kolon referans olarak kullanilmistir.

A. Poli(GMA-co-EDM) ve
partikiillerin karakterizasyonu
Poli(GMA-co-EDM) bazli partikiillerin sentezinin ilk

poli(DHPM-co-EDM)

basamaginda kullanilan mikrojeller dispersiyon
polimerizasyonu ile sentezlenmistir. Mikrojel — onceki
caligmalar1 tamimlanmis olup, Ozellikleri Tablo 1’de

verilmektedir [20].

Tablo 1. Polistiren(PS) mikrojellerin dzellikleri

Polimerizasyon verimi (% w/w) 81
Ortalama Partikiil Cap1 (D,, pm) 2.1
CV (Degisim katsayist) (%) 2.2
Sayica Ortalama Mol. Agirligi (Mp 6.0 x 10*
Al. FTIR ile tanmimlama
Poli(GMA-co-EDM)  partikiiller,  asidik  ortamda
hidrolizlenerek, poli(DHPM-co-EDM) formuna

doniistiirilmistiir. Bu formun olugumu hidrolize partikiillerin
FTIR spektrumunda, DHPM bhirimlerine ait ve 3500 cm™
dalga boyunda gozlenen giiclii hidroksil (~OH) bandi ile
kanitlanmistir. Hidroliz 6ncesi ve sonrasi elde edilen yapinin
FTIR analizi Sekil 6’da verilmistir. Poli(GMA-co-EDM)
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spektrumundaki —OH bandmin varligi, polimerizasyon
sirasinda glisidil metakrilat (GMA) yapisinda bulunan epoksi
halkasinin kismen hidrolizinden kaynaklanmaktadir. Hidroliz
isleminde ise polimerik yapida kalan epoksi halkalari, asit
katalizorliigiinde agilarak yine —OH fonksiyonel gruplu
formu olusturmaktadir. Poli(DHPM-co-EDM) spektrumunda
—OH bandinin bagil siddetinde artis oldugu net olarak
goriilmektedir. Hidroliz islemi kosullart segilirken mevcut
literatlir bilgisi kullanilmis ve partikiil yapisindaki epoksi
gruplarinin  tamamint  hidroksil formuna doniistiirecek
sicaklik ve HpSQO4 derisimi tercih edilmistir [9], [21].

poli(GMA-co-EDIM)

%T

91.82 | |- 91,82
80.00 ~ 80.00
60.00| |- 60.00
40.00 |- 40.00
20 00 poli(DHPMA-co-EDM) | 20.00
16.26. T - - - - T - T 16.26
4600 © 4000 2000 1500 1000 00

cm?

Sekil 6. Poli(GMA-co-EDM) ve poli(DHPM-co-EDM) partikiillerin FTIR

spektrumu.

A2. Taramali Elektron Mikroskobu ile tanmimlama

Poli(DHPM-co-EDM) partikiillerin boyut ve ylizey
morfolojisi, taramali elektron mikroskobu, (scanning electron
microscope, SEM) ile incelenmistir. Poli(DHPM-co-EDM)
partikiillerin boy dagilim: ile yilizey morfolojisini gdsteren
SEM fotograflart Sekil 7A ve 7B’de verilmektedir. Sekil 7A
ve 7B’de verilen SEM fotograflar1 kullanilarak, ortalama
partikiil boyu 5.9 um ve boy dagilimi i¢in degisim katsayisi
(CV) %3.9 hesaplanmigtir. Sekil 7A ve 7B’deki SEM
fotograflarinda  ise  partikiill ylizeyi detayli  olarak
goriintiilenmekte, yiizeyin gozenekli bir yapiya sahip oldugu
acik olarak goriilmektedir.
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Sekil 7. Poli(DHPM-co-EDM) partikiillerin boy dagilimi ve yiizey
morfolojisini gosteren SEM fotograflari, Bityiitme: (A) 1500X, (B) 4000X.

A3. BET Yiizey Alani ve Gozenek Boyutu Olgiim Cihazi ile
karakterizasyon

BET cihazi kullanilarak poli(DHPM-co-EDM) partikiiller
icin gdzenek hacmi 0.18 ml/g ve 6zgiil yiizey alam1 21 m?/g
olarak olgiilmiistiir. Bu degerlerin tayininde kullanilan ve
BET cihaz ile elde edilen gozenek dagilim egrisi ise Sekil
8’de verilmektedir. Buradan goriildiigii gibi partikiiller icin,
gozeneklerin 6nemli bir bolimii, 30-150 nm ve boyut
araliginda toplanmustir. Ortalama gdzenek boyutu degerleri
ise 33 nm olarak hesaplanmistur.
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Sekil 8. Poli(DHPM-co-EDM) partikiillerin BET yontemi ile elde edilen

gozenek dagilim egrisi.

A4. Poli(DHPM-co-EDM) partikiillerin
vinillenmesi

Serbest Radikal Asilama Polimerizasyonu ile sentezlenen
kolon dolgu materyali igin hazirlanan poli(DHPM-co-EDM)
partikiiller kullamilmugtir. Sekil 4’de yer alan reaksiyon
semasi temelinde partikiil yiizeyinde bulunan —OH gruplari,
vinilleme ajani olarak kullanilan TMSPM ile etkilestirilerek

TMSPM ile
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ylzeyde poli(MAA) baglanmasi i¢in gerekli vinil gruplari
olusturulmustur. Bu reaksiyonda TMSPM i¢in partikiil
iizerine baglanan iyonik monomer miktar1 kuru partikiil
basima 0.26 mmol/g olarak tayin edilmistir.

Poli(DHPM-co-EDM) partikiillere TMSPM baglanmasi
FTIR ile incelenmistir. Vinil grubu tasiyan partikiillere ait
FTIR spektrumu Sekil 9’da verilmistir. Bu spektrumda 1637
cm? dalga boyunda yer alan ve vinil grubuna ait olan bant,
partikiillere TMSPM baglandiginin gostergesidir.
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Sekil 9. Poli(DHPM-co-EDM) partikiillerin TMSPM ile vinillenmesi

sonrasina ait FTIR spektrumu.

A5. Serbest Radikal Asilama Polimerizasyonu ydntemiyle
vinillenmis partikiiller iizerine PolilMAA) polimerik ligand
sentezi

Caligmanmn bu boliimiinde zayif iyon degistirici yapida
polmerik ligand tasiyan iyon degistirici destek materyalinin
sentezinde ylizeye asilama teknigi kullanilmustir. ortalama
partikil boyu 59 pm olan monodispers-gozenekli
poli(DHPM-co-EDM) partikiiller yilizeyindeki hidroksil
gruplarinin TMSPM ile etkilestirilmesi sonrasinda MAA ile
polimerizasyona sokularak, ylizeyde partikiile kovalent
olarak bagli poli(MAA) ligand olusumu saglanmigtir. Serbest
Radikal Asilama Polimerizasyonu yontemi ile yapilan
calismalarda akrilamidometilpropan siilfonik asit (AMPS),
dimetilaminoetilmetakilat (DMAEM) ve dimetilaminopropil
metakrilamid (DMAPM) monomeleri kullanilarak zayif ve

kuvvetli iyon degistirici kolon dolgu materyalleri
sentezlenmis ve iyon-degistirici sabit faz1  olarak
kullanilmstir [19].

Sivi kromatografisinde sabit faz ve bagh ligandin biiyiik
molekiilleri iceren analitler ile etkilesimi 6nemlidir. Ligand
ve analitler arasindaki etkilesimi kolaylagtirmak amaciyla
destek materyaline ligandin baglanmasi igin uzatma kolu
kullanimina gerek duyulmaktadir. Bu sayede sterik engeleme
(steric hindrance) ve elektrostatik itme (electrostatic
repulsion) kaynakli zorluklar ortadan kaldirilabilmektedir.
Calismada polimerik ligand kullanimi sayesinde kolon dolgu
materyali ile analitler arasinda uygun etkilesimin saglanmasi
ve protein karigiminin iyon degigimi ile verimli bir sekilde
ayrilmasit  amaglanmistir.  Serbest  Radikal  Asilama
Polimerizasyonu yontemi ile elde edilen partikiiller igin
partikiillerin poliMAA) ligand igerigi 0.49 mmol MAA/g
partikiil olarak bulunmustur.
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B. Serbest Radikal Asilama Polimerizasyonu ile iizerinde
Poli(MAA) iyonik ligandi sentezlenmis Poli(DHPM-co-EDM)
partikiillerin Iyon Degisim Kromatografisi ile protein ayrimi

Serbest Radikal Asilama polimerizasyonu ile sentezlenen
partikiiller, yliksek basing altinda (200 bar) paslanmaz g¢elik
HPLC kolonuna doldurulmustur. Ilk asamada bu kolonun
geri-basing akis hiz1 davranigina bakilarak, HPLC sistemi i¢in
uygunlugu denenmistir. Hazirlanan poli(MAA)-asilanmig-
poli(DHPM-co-EDM) partikiilleri igeren kolonun geri basing-
akig hiz1 davranist Sekil 10°da gosterilmektedir.

20

15 -

10 |

Geri basing (bar/cm)

0 1 1 1
0 1 2 3

Hacimsel akis hizi (ml/dak)

Sekil 10. Serbest Radikal Asilama Polimerizasyonu yontemi ile elde edilen
poli(MAA)-asilanmis-poli(DHPM-co-EDM)partikiilleri igeren HPLC
kolonunun geri basing-akis hizi davranisi. Mobil faz: 20 mM fosfat tamponu,
pH 7. Kolon boyutlar1: 100x4.6 mm i.d.

Buradan goriilecegi ilizere, kolon geri basing degeri, 3
ml/dk gibi yiiksek sayilabilecek bir akis hizinda 10 cm
uzunlugunda kolon i¢in yaklasik 180 bar’dir. Bu beklenen bir
sonuctur. Ciinkii iyonlasma yetenegi olmayan sabit bir
matrise bagli poliMAA) zincirlerinden olusan yap1, matrisin
kendisinin iyonlasti1, asidik hidroliz ile elde edilen yapiya
kiyasla daha diisiik geri-basing degeri olugturmaktadir. Sekil
10°da dikkati ¢eken bir baska 6zellik, geri basing-akis hizi
iligskisinin dogrusal olmasidir. Bu da kolon igerisinde yiiksek
basingtan o&tiirli  herhangi bir partikiil deformasyonunun
meydana gelmedigini gosterir. Elde edilen sonu¢ kolon
materyalinin IEC’de kullanim igin uygun akis davranigsina
sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

|/

0o 10 30 0 10 20 30 0 10 20 30 0 10 20 30

Alikonma suresi (dak)

Sekil 11. Serbest Radikal Asilama Polimerizasyonu yontemi ile sentezlenen
poli(MAA)-asilanmis-poli(DHPM-co-EDM)partikiilleri iceren kolon
kullanilarak, iyon degisim kromatografisi ile gradyent kosullarda protein
ayrimini gosteren 6rnek kromatogramlar, Akis hizi (mL/dak): 0.75,
Gradyent siiresi (dak): 30, Mobil faz: A: 20 mM asetat tamponu (pH 5), 4-
morfolinoetansiilfonik asit (MES) tamponu (pH 6), fosfat tamponu (pH 7),
N-(2-hidroksietil)piperazin-N’-(2-etansiilfonik asit) (HEPES) tamponu

180

(pH8), B: (A) + 0.5 M NaCl, Gradyent kosullar: 100 % A’dan, 100 % B’ye
lineer formda. Kolon boyutlart: 100x4.6 mm i.d., UV-dedektor 280 nm. Pik
sirast: (1) Miyoglobin, (2) Riboniikleaz A, (3) Sitokrom C, (4) Lizozim.

Serbest Radikal Asilama Polimerizasyonu ile elde edilen
poli(MAA)-asilanmis-poli(DHPM-co-EDM) partikiilleri
iceren |EC kolonunun kromatografik performansi, iyon
degisim kromatografisi ile en iyi kosullarda protein ayrimi
yapilarak incelenmistir. Bu amagla, Miyoglobin, Riboniikleaz
A, Sitokrom C ve Lizozim igeren protein karisimi
kullanilmigtir. Kromatografik caligmalarin ilk boélimiinde
mobil faz pH’inin kromatografik ayrima etkisi incelemis ve
pH 7, kullanilan protein karisimi i¢in en iyi kromatografik
ayriminin gozlendigi pH degeri olarak secilmistir. Elde edilen
kromatogramlar Sekil 11°de verilmistir.

Farklt mobil faz pH degerlerinde yapilan analizlere ait
kromatogramlar incelendiginde pH 5 de Miyoglobin ve
Riboniikleaz A ve pH 6 da ise sadece Miyoglobinin kolona
tutundugu goriilmektedir. Bu durum literatiirde ve ticari
olarak iretilen giiclii katyon degistiriciler i¢in de
goriilmektedir. Riboniikleaz A’nin izoelektrik noktasi 9.5,
Miyoglobinin izoelektrik noktasi ise 7.2°dir. Bu noktanin
altinda (pH 5 ve 6) protein iizerindeki net yiik pozitif
olmaktadir. Bu durumda protein ile kolon igerisinde yer alan
poli(MAA) gruplari arasindaki iyonik etkilesimi kirmak igin
uygulanan tuz gradyenti protein ile poliMAA) arasindaki
etkilesimi yenememektedir [7], [8], [10], [18], [22].

Tablo 2. Serbest Radikal Agilama Polimerizasyonu yontemi ile tiretilen
poli(MAA)-asilanmis-poli(DHPM-co-EDM) kolonun kromatografik
davranigina mobil faz pH’inin etkisi.

pH R(2/) RG2) R(3)
5 174 - 1.2
6 15.7 1.0 15
7 16.7 31 16
8 194 36 0.9

Akis hizi (mL/dak): 0.75 Gradyent siiresi (dak): 30, Mobil faz: A: 20 mM
asetat tamponu (pH 5), 4-morfolinoetansiilfonik asit (MES) tamponu (pH 6),
fosfat tamponu (pH 7), N-(2-hidroksietil)piperazin-N’-(2-etansiilfonik asit)
(HEPES) tamponu (pH8), B: (4) + 0.5 M NaCl, Gradyent kosullar: 100 %
A’dan, 100 % B’ye lineer formda. Kolon boyutlari: 100x4.6 mm i.d., UV-
dedektor 280 nm.

Farkli mobil faz pH’1 degerlerinde elde edilen
kromatogramlar kullanilarak hesaplanan pik ¢oziiniirliigi
degerleri ise  Tablo 2’de  verilmektedir. HPLC
kromatograminda piklerin birbirinden tam olarak ayrildigini
ifade eden esik c¢Oziniirlik degeri 1.5 olarak kabul
edilmektedir. Tablo 2’de 6zellikle pH 7 ve 8’de elde edilen
¢Oziiniirliik degerleri, bu degerin ¢ok {izerindedir. Bu degerler
proteinlerin  iyi  kromatografik ayrimimi net olarak
gostermektedir. Mobil faz pH degerleri bazinda bir kiyaslama
yapildiginda en iyi ¢Oziiniirliik degerlerinin pH 8’de elde
edildigi  goriilmektedir. Bu nedenle kromatografik
caligmalarin sonraki boliimiinde pH 8 degerine sahip mobil
faz kullanimina karar verilmistir [7], [8], [10], [18], [22].
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Sekil 12. Serbest Radikal Asilama Polimerizasyonu yontemi ile sentezlenen
poli(MAA)-asilanmis-poli(DHPM-co-EDM) partikiilleri iceren kolon
kullanilarak, iyon degisim kromatografisi ile gradyent kosullarda protein
ayrimini gosteren drnek kromatogramlar, Akis hizi (mL/dak): 0.5, 0.75, 1.0,
1.50, 3.0, Mobil faz: A: 20 mM fosfat tamponu (pH 7), B: 20 mM fosfat
tamponu (pH 7) + 1 M NaCl, Gradyent kosullar: 100 % A’dan, 100 % B’ye
lineer formda 30 dakikada gegcis. Kolon boyutlart: 100x4.6 mm i.d., UV-
dedektor 280 nm. Pik sirast: (1) Miyoglobin, (2) Riboniikleaz A, (3)
Sitokrom C, (4) Lizozim.

Kromatografik g¢aligmalarin ikinci bolimiinde, kolonun
kromatografik davranigina mobil faz akis hizinin etkisi
incelenmistir. Serbest Radikal Asilama polimerizasyonu ile
tiretilen poliMAA) asilanmis partikiiller i¢in farkli akis
hizlart ile elde edilen kromatogramlar sirastyla Sekil 12°de
verilmigtir.

Kromatografik kosullar icerisinde kolon performansini
etkileyen en Onemli parametrelerden biri mobil faz akis
hizidir. Kolondan maksimum verim alabilmek i¢in sistemin
optimum akis hizindaki kosullarda ¢alistirilmas: gerekir.
Kromatogramlar (Sekil 12) incelendiginde ¢aligilan biitiin
akis hizlarinda  kromatografik ayimin  yapilabildigi
goriilmektedir. Kolon tiim analitleri 3 ml/dk gibi yiiksek bir
akig hizinda 20 dakika gibi kisa bir siirede basarili sekilde
ayirabilmektedir. Artan akis hizi ile piklerin birbirleriyle
ortismeyip ¢Oziiniirliigin  korunmast kolonunun yiiksek
performansinin bir gostergesidir. Bu kolon i¢in farkli akis
hizlarinda elde edilen pik ¢oziniirliigi degerleri Tablo 3’de
verilmektedir.

Tablo 3. Serbest Radikal Asilama Polimerizasyonu ile iiretilen poli(MAA)-
agilanmig-poli(DHPM-co-EDM) kolonun kromatografik davranigina mobil
faz akis hizinin etkisi.

Akis Hiza

(mL/dak) R(2/1) R(3/2) R(4/3)
0.50 13.0 15 1.3
0.75 16.7 3.1 1.6
1.00 16.9 34 1.8
1.50 18.8 3.5 2.0
3.00 19.1 4.0 23

Mobil faz: A: 20 mM fosfat tamponu (pH 7), B: 20 mM fosfat tamponu
(pH 7) +0.5 M NaCl, Gradyent kosullar: 100 % A’dan, 100 % B’ye lineer
formda 30 dakikada gegis. Kolon boyutlari: 100x4.6 mm i.d, UV-dedektior
280 nm. Pik swasi: (1) Miyoglobin, (2) Riboniikleaz A, (3) Sitokrom C, (4)
Lizozim.
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Sekil 13.  Serbest Radikal Asilama Polimerizasyonu yontemi ile sentezlenen
poli(MAA)-asilanmis-poli(DHPM-co-EDM) partikiilleri igeren kolon
kullanilarak, iyon degisim kromatografisi ile gradyent kosullarda protein
ayrimini gosteren 6rnek kromatogramlar, Akis hizi (mL/dak): 0.75,
Gradyent siiresi (dak): 20, 30, 40 Mobil faz: A: 20 mM fosfat tamponu
(pH7), B: 20 mM fosfat tamponu (pH 7) +0.5 ve 1 M NaCl, Gradyent
kosullar: 100 % A’dan, 100 % B’ye lineer formda gegis. Kolon boyutlari:
100x4.6 mm i.d., UV-dedektor 280 nm. Pik sirasi: (1) Miyoglobin, (2)
Riboniikleaz A, (3) Sitokrom C, (4) Lizozim.

Pik ¢Ozlinirliginin artan akis hizi ile korundugu
goriilmektedir. Akig hizinin 0.5 mL/dak’dan 1.5 mL/dak’ya
yiikseltilmesi ile kromatografik ayirma yetenegi korunurken
analiz siiresi yaklagik ti¢ kat kisaltilabilmistir [7], [8], [10],
[18], [22].

Takip eden
polimerizasyonu ile
davranigina gradyent siiresinin ve mobil fazdaki tuz
derisiminin  etkisi incelenmistir.  Uretilen poli(MAA)
asilanmis partikiiller i¢in farkli gradyent siireleri ve tuz
derisimleri ile elde edilen kromatogramlar Sekil 13’de
verilmis, gradyent siiresinin 20 dak ve mobil fazdaki tuz
derigiminin 1.0M oldugu kosulda analiz siiresinin 15 dakika
gibi kisa bir siirede tamamlandigi gorilmiistiir [7], [8], [10],
[18], [22].

Farkli gradyent siirelerinde elde edilen kromatogramlara
ait  ¢ozinirlik degerleri Tablo 4’da  verilmistir.
Kromatogramlar ve Tablo 4 incelendiginde tiim kosullarda
ayirma performansinin yeterli oldugu goriilmektedir. Artan
gradyent siiresi ile ¢Ozlnirlik degerleri artmakta ancak
analiz siireside uzamaktadir. Analiz siiresinin 15 dakika
oldugu durumda en uygun gradyent siiresi 20 dakika olarak
belirlenmistir.

Kolon igin farkli mobil faz pH degerleri bazinda bir
kiyaslama yapildiginda en iyi ¢dziniirliik degerlerinin pH 7
degerinde elde edildigi goriilmektedir. Bu pH degerinde
yapilan biitiin aramalarda segilen proteinlerin kromatografik
aynminin  ¢ok iyl  yapilabildigi  gorilmiistir. Bu
kromatogramlarda, proteinler artan izoelektrik nokta degeri
bazinda olusan sirayla ve keskin pikler halinde her bir

bolimde  Serbest
uretilen  kolonun

Radikal  Asilama
kromatografik
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kolondan alinmustir. Farkli pH, akis hizi ve gradyent
sirelerinde  elde edilen kromatogramlar ve bu
kromatogramlara ait ¢oziiniirliik degerleri kolonun proteinleri
iyi birer kromatografik performansla ayirdigini géstermistir.

Tablo 4. Serbest Radikal Asilama Polimerizasyonu yontemi ile sentezlenen
poli(MAA)-asilanmis-poli(DHPM-co-EDM) kolonun kromatografik
davranigina gradyent siiresinin etkisi.

Tuz derisim 1.0 M

Gradyent

siiresi (dK) R(2/1) R(3/2) R(4/3)
20 14.5 14 14
30 14.1 1.9 1.6
40 14.0 1.9 1.9
Tuz derisim 0.5 M
20 11.9 15 1.6
30 16.7 3.1 1.6
40 16.8 4.2 2.2

Mobil faz: A: 20 mM fosfat tamponu (pH 7), B: 20 mM fosfat tamponu
(pH 7) +0.5, 1 M NaCl, Akis hiz1 (mL/dak): 0.75, Gradyent kosullar: 100 %
A’dan, 100 % B'’ye lineer formda gegis. Kolon boyutlari: 100x4.6 mm i.d.,
UV-dedektor 280 nm. Pik swrasi: (1) Miyoglobin, (2) Riboniikleaz A, (3)
Sitokrom C, (4) Lizozim.

HPLC kolonlar1 i¢in kromatografik performansin ve
ayirma giliciiniin iki onemli kriteri, teorik tabaka sayisit ve
tabaka yiiksekligidir. “van Deemter” diyagrami, kolon igin
tabaka yiiksekliginin lineer akis hiz1 ile degisimini gdsteren,
dolayisiyla kolon ayirma veriminin, kolonun ¢alisma
kosullarindaki degisimini ifade eden diyagramdir. Tabaka
yiiksekligi degerinin diigiik olmasi, kolonun ayirma veriminin
yiiksek oldugunu gostermektedir. Serbest Radikal Asilama
polimerizasyonu ile iiretilen kolon igin tabaka yiiksekliginin
lineer akis hiz1 ile degisimi Sekil 14’de verilmektedir.
Buradan goriildiigii gibi iiretilen kolon igin lineer akig hizi
degeri 1-10 cm/dak araliginda degistirildiginde tabaka
yiiksekligi degeri 200-300 um araliginda degismektedir.
Atom Transfer Radikal Polimerizasyonu ile sentezlenen ve
poli(SPM) ligand tasiyan iyon degistiriciler ile yiiriitiilen
diger bir c¢alismada bu deger 135-200 pum araliginda
degismektedir [7], [8], [10], [18], [22].
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Sekil 14. Serbest Radikal Asilama Polimerizasyonu ile elde edilen
poli(MAA)-asilanmis-poli(DHPM-co-EDM) partikiiller igeren kolon igin
tabaka yiiksekliginin lineer akis hizi ile degisimi. Analit: Sitokrom C (0.25
mg/mL), Kolon boyutlar:100x4.6 mm i.d., UV dedektér, 280 nm. Mobil faz:
20 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7) + 0.5 M NaCl.

Serbest Radikal Asilama Polimerizasyonu ile iiretilmis
partikiilleri iceren kolon ig¢in tayin edilen protein geri
kazanim oranlar1i ve kromatografik kosullar Tablo 5’de
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verilmektedir. Protein geri kazanim orani, iyon degisim
kromatografisinde kullanilan bir kolon i¢in tekrarli kullanim
acisindan Onem tagimaktadir. Bu oranin diisiik olmasi
halinde, kolona verilen analit kolon materyali tarafindan
adsorbe  edilmekte, kolonun kosullandirma yoluyla
rejenerasyonu zorlasmakta bu durum ise kolonun geri-basing
degerinin artan kullanim ile artis gostererck kolonun
tikanmasina neden olmaktadir. Ticari kolonlarin protein geri
kazanim oranlar1 genellikle % 90 degerinin iizerindedir.
Tablo 5’den goriildiigii gibi poliMAA) ligand i¢eren kolonda
biitiin proteinler i¢in kantitatif’e yakin geri kazanim oranlar1
elde edilmistir [7], [8], [10], [18], [22].

Tablo 5. Serbest Radikal Asilama Polimerizasyonu ile tiretilen poli(MAA)-
agilanmig-poli(DHPM-co-EDM) partikiillerine ait protein geri kazanim

degerleri.
Protein Protein Geri Kazanim (%)
Miyoglobin 100
Riboniikleaz A 96
Sitokrom C 90
Lizozim 95
pH 7, 20 mM fosfat tamponu + 0. 5M NaCl, Protein
konsantrasyonu: 1 mg/mL , Akis hizi: 0.75 mL/dak.
Kromatografik ¢alismalarin  son boliimiinde, Serbest

Radikal Asilama polimerizasyonu ile iiretilen kolon igin
analitlerin analizden analize ve giinden giine tekrarlanabilirlik
testleri yapilmigtir. Bunun i¢in igerisindeki her bir protein
derisimi 1 mg/mL olan 6rnek giinde 10 kez bir hafta boyunca
kolona enjekte edilmis ve analitlerin alikonma siireleri
kaydedilmistir. Gradyent kosullarinda yapilan analizler
sonucunda elde edilen “giinden giine” ve “analizde analize”
bagil standart sapma degerleri (BSS) Tablo 6’de verilmistir.
Giin icerisindeki sapmalart gosteren “analizde analize” BSS
degerleri hafta boyunca elde edilen degerlerin ortalamasi
olarak Tablo 6’de verilmistir. “giinden giine” BSS degerleri
ise hafta boyunca kaydedilen ortalama alikonma siirelerinin
sapma degeridir. Tablo 6’den net bir sekilde goriildiigii tizere
hi¢bir analit igin ne “analizden analize “ ne de “giinden giine”
BSS degerleri %1 degerinin {izerine ¢ikmamustir. Bu sonuglar
sentezlenen kolon dolgu materyalinin basarili bir sekilde iyon
degisim kromatografisinde kullanilabilecegini gostermistir
[71, [8]. [10], [18], [22].

Tablo 6. Serbest Radikal Asilama polimerizasyonu ile elde edilen
poli(MAA) bagli iyon degistiricilere ait bagil standart sapma (BSS)
degerleri.

Tekrarlanabilirlik Tekrarlanabilirlik
Analit “Analizden analize BSS” “Giinden giine BSS”
(%) (%)
Miyoglobin 0.25 0.82
Riboniikleaz A 0.20 0.73
Sitokrom C 0.52 0.67
Lizozim 0.23 0.56

Mobil faz: A: FosfatT tamponu (pH7), B: (4) + 0.5 M NaCl, Akis hiz
(mL/dak): 0.75, Gradyent kosullar: 100 % A’dan, 100 % B ye lineer formda
30 dakikada gegis. Kolon boyutlari: 100x4.6 mm i.d., UV-dedektor 280 nm.
Pik swrasi: (1) Miyoglobin, (2) Riboniikleaz A, (3) Sitokrom C, (4) Lizozim.

IV. TARTISMA

« Reaktif epoksi grubuna sahip poli(glisidilmetakrilat-
etilenglikoldimetakrilat) poly(GMA-EDM) partikiiller Cok
Basamakli Mikro-Siispansiyon Polimerizasyonu
yontemiyle sentezlenmistir. Poli(GMA-co-EDM)
partikiiller asit ile hidroliz edilerek yapisinda yer alan
epoksi gruplarinin diol gruplarina doniismesi saglanmis ve
bdylece polar yapida poli(dihidroksipropil metakrilat-
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etilenlikol dimetakrilat) poli(DHPMA-EDM) partikiiller
elde edilmistir.

« Sentezlenen monodispers ve gozenekli polar poli(DHPM-
co-EDM) partikiilleri {izerinde poli(metakrilik asit)
poli(MAA) karboksil (-COOH), yapida polimerik ligandlar
Serbest Radikal Agilama Polimerizasyonu (SRAP) yontemi
ile olusturulmustur.

e Tasarlanan iyon degistirici kromatografik  dolgu
materyalleri, poli(MAA) asilanmig-poli(DHPM-co-EDM)
zay1f katyon degistirici olarak tiretilmistir.

+ Iyon degisim kromatografisi calismalarinda sentezlenen
karboksil grubu tasiyan poliMAA) ligandi asilanmis-
poli(DHPM) partikiiller i¢in optimum pH 7.0, gradient
stiresi 20 dak ve akis hiz1 0.75 mL/dk olarak belirlenmistir.

* SRAP ile elde edilen IEC Kkolon igin teorik tabaka
yiiksekliginin lineer akis hizi ile degisimini gdsteren van
Deemter diyagrami ¢izildiginde zayif katyon degistirici
kolon igin literatiirdeki degerlerden diisiik ve kararli
degerler elde edilmistir (200-320 pm).

* SRAP yontemi ile iiretilen iyon degistiricilerin protein geri
kazanim degerlerinin tamami biitin proteinler igin
kantitatife yakindir (%90-100).

» Uretilen IEC kolon i¢in analitlerin, analizden analize ve
giinden giine tekrarlanabilirlik testleri yapilmig, hem

“analizden analize “ hem de “giinden giine” BSS
degerleri %1’in altinda bulunmustur.

V. YORUM
Calisma kapsaminda sentezlenen kolon, gradyent

kosullarda protein ayrimi i¢in ticari olarak kullanilan
kolonlara benzer bir kromatografik performans sergilemekle
birlikte pH dayanimi ve sahip olduklar yiiksek protein geri
kazanimi ve diisiik geri basing, teorik tabaka yiiksekligi ve
tekrarlanabilirlik  ac¢isindan  ticari  kolonlara  istiinliik
saglamaktadirlar. Bu sonuglar sentezlenen IEC kolon dolgu
materyallerinin ~ basaritli  bir  sekilde iyon degisim
kromatografisinde kullanilabilecegini gostermistir.
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