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Yilinda Rus botanikci Michail Semenovich
ett tarafindan bulunmustur.

oma (renk) + graphein (kaydetmek) — kromatogi

atografi yaygin olarak kullanilan birgok ayirma tekniginin genel adidir.
fa 1906 yilinda Rus botanikgi Mikhail Tsvett tarafindan uygulanmist
t, bitkilerden elde ettigi o0zitli petrol eteri ve etanolde ¢ozer
Tiyi

alde CaCOj; ile doldurulmus bir kolona uyguladi. Ayni ¢ozicu ile bu k
da ylritmeyi deneyen Tsvett, bitki pigmentlerinin (A,B,C) kolonda
la ilerledigini ve birbirinden ayrildigini gérmustdir.

atografi, ayrilacak bilesenlerin biri sabit(sabit faz), digeri belirli bir
et eden(hareketli faz) iki faz arasinda dagildigi fiziksel bir ayirma
intemidir (TUPAC).

omatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, sabit
vvetlerine dayanarak hareketli faz yardimiyla ayrilm
intemidir.
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nel olarak kromatografi, bir karisimdaki bilesenlerin durgun bir kati yuzeyi
hareketli bir akiskan (sivi veya gaz) arasinda dagiimasi esasina dayanir.
addenin katl yuzeyine tutunmasi ya adsorpsiyon ya da yuzeydeki bir sivi filmi icinde
ziinmesi sonucu gerceklesir. Baska bir deyisle durgun faz ya bir kati ylzeyidir ya da
t1 yUzeyini kaplamis bir sivi filmidir. Akiskan kati yuzeyinde akarken dagiima islemi art
da binlerce kez tekrarlanir. Yani yuzeye tutunmus bilesen akiskan ortama gecer. Sonra
Iskan ortamdan yuzeye tekrar tutunur. Bu surec¢ bilesen kolonu terk edene kadar
vam eder.

r bilesenin durgun ve akiskan fazlar arasinda dagilma oranlari farklidir. Bazi
lesenler durgun fazda daha uzun sure tutunurken bazilari akiskan ortama gecme
ilimi tasir. Sonucta akiskanin farkl bilesenleri tasima hizi farkli olur. Kromatografide

Irma isleminin esasi budur.
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romatografik yontemlerin simiflandirilmasi

bit fazin sekline gore asagidaki gibi siniflandirilir.

1. Kolon kromatografisi 2. Diizlemsel kromatografi
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Hareketli (mobil) fazin fiziksel haline gore asagidaki gibi siniflandirihir,

Gaz kromatografisi (GC)
. Sivi kromatografisi (LC) (HPLC)

. Stiperkritik-akiskan kromatografisi (SFC)

areketli ve Sabit faz arasinda gergeklesen islemlere gére asagidaki gibi
iflandirihir.

. Adsorpsiyon kromatografisi
. Dagilim (partisyon) kromatografisi
. Iyon-degistirme kromatografisi

. Eleme (ekskiilizyon, boyut ayirma) kromatografisi
. Afinite(affinity ,benzesme) kromatografisi
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Ilon Kromatografik yontemlerin Siniflandiriimasi

Gaz Kromatografisi

Sivi Kromatografisi

Stuper kritik akiskan
Kromatografisi
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Adsorpsiyon
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Adsorpsiyon
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Iki sivi arasinda dagilma

Siper kritik akiskan ile
bagli ylizey arasinda
dagiima
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Kolon Kromatografisi
GC, HPLC ve SFC yontemlerinin her Gcu de kolonda gerceklestirilir.

N e S e I Hareketli fazin
S - I s N 2 5 ilerlemesiyle durgun

: fazda tutunan
maddelerin yikanarak
alinmasina elusyon

(geri alma) denir.

»m

Dolgulu
kolon oo

i ; (a) A ve B bilesenlerinden olusan bir karisimin
: kolonda ayriimasinin gosterimi

(b) (a)'da gorulen elusyonun farkl
: n s basamaklarina karsilik gelen dedektor
sinyalleri (kromatogram)
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Faman

(a) Kolon ellsyon kromatografi de A ve B bilesenlerinin aynima deyagrami.

(b) (a)'da gdsterle elisyonun casli basamakdannda dedekitr sinyal
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Kolonda alinan vol =—————3>
A ve B bilesen bantlarinin kolonda iki degisik go¢

zamanindaki derisim profilleri.
Soldaki Sekilde, bir kromatografik kolonda A ve B
maddeleri karisimi bir 6rnegin, siyirma isleminin kisa
ve uzun olmasi halinde verdigi konsantrasyon profili
gorulmektedir. A'nin ayrilma katsayisi B'ninkinden

+ e daha bUyuktur; bu nedenle gog islemi sirasinda A

geride kalir. Kolonun buyu uzadikca iki pik arasindaki
uzaklik artar. Ayni zamanda iki bantta da genisleme
olur; bu durum kolonun ayirma verimini dusurur.
Ancak go¢ mesafesi uzadikca gorulen bu band
genislemesi, ayni kosullarda bantlarin birbirinden
ayrilma etkinligine gore daha zayiftir. BOylece sagdaki
sekildeki gibi iyi bir ayinm elde edebilmek icin yeteri
kadar uzun bir kolona gerekir.



Dedekidr Yanii  ——

Kromatogram

Bir kromatografi kolonundan geri alinan ¢cozunen madde, dedektorler tarafindan
algilanir. Kromatogram, dedektor yanitini alikonma (geri alma) suresinin bir fonksiyonu
olarak gosteren grafiktir. Asagidaki Sekilde, oktan, nonan ve bilinmeyen bir tlrtin gaz
kromatografi teknigi ile ayriimasinda elde edilen kromatogram gosterilmektedir.
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Enjeksiyon
Zamans

——

Siire

Her bir bilesen icin alikonma suresi, tr, s6z konusu bilesenin kolona enjeksiyonundan
dedektore varisina kadar gecen suredir. Hareketli faz veya kolonda alikonmayan
herhangij bir cozinen, kolonu mumkun olan en kisa surede (t,,) terk eder. Kolonda
tutulan herhangi bir ¢c6zunen icin dlzeltilmis alikonma suresi, (t;") cozucunun
cikisindan sonra gecen suredir.

tlR(A) = tR(A) - Ty

Gaz kromatografisinde t,, genellikle tasiyici gazin kolon boyunca hareketi igin gecen

suredir.
rof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN 10



Alikonma Faktoru (Kapasite Faktord, k)

Kromatogramdaki her pik icin alikkonma faktoru k, s6z konusu pikin geri
alma suresinden hareketli fazin geri alma suresinin t,, ¢cikartilarak, t,, nin
katlari cinsinden bulunur. Kapasite faktoru (k)’'nun 1-5 arasinda bir deger

gostermesi idealdir.
k:tR_tM

ly

Benzen, toluen ve metandan olusan bir karisim bir gaz kromatografi
kolonuna enjekte ediliyor.
Metan 42 s’de keskin bir pik verirken benzen 251 ve toluen de 333 s’de geri
aliniyor. (Metan tasiyici gazla birlikte hareket etmektedir)
Her bir c6zUnen icin duzeltiimis alikonma suresi ve alikonma faktorinu
hesaplayiniz.

nzen igin Toluen icin
=251-42=209s ty'’=333-42=291s

(251-42)/42=5,0 k= (333-42)/42 = 6,9
Ornek :

DUsUk molekul kutleli asitlerin kromatografik analizinde butirik asit 7,63 min
alilkonma zamaniyla elue edilmektedir. Hareketli faz icin 010 zaman ise 0,31
dakikadir. Butirik asit icin kapasite faktorunu hesaplayiniz.

K= (7,63 min - 0,31 min )/ 0,31 min = 23,6

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN




irma (segicilik) Faktord (o)
Bir kolonun iki bileseni birbirinden ayirmasini derecelendirir.

Iki bilesen, icin ayirma faktéri a, (ayni zamanda bagil alikonma olarak da
bilinir), dizeltilmis alikonma siirelerinin birbirine oranidir:

tre)—tm _ t;?(B)

a = =
tray—tm  trea

a = 1 ise pikler ayrilmamigstir. Mobil faz bilesimini degistirerek veya ¢alisma
sicakhgini ayarlayarak o, 2'den biytk yapilabilir ve béylece iyi bir ayirma
saglanir.

Ornek:

Bir asit karisiminda alilkonma zaman izobutirik asit icin 5,98 min, butirik asit icin
7,63 min, hareketli faz icin (6lu zaman) ise 0,31 min dir. Buna gore izobutirik
asitle butirik asit arasinda secicilik faktort nedir.

_ trey—tu  7,63-031
 tpay —tm 598-031

1,29

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN 12




Dedektor sinyali

[ [ [ [ [ [ [ [ [ [ [
0 1 2 3 4 5 6 7 3 S 10

Alikonma zamani (min)

Ornek : Yukaridaki kromatogram iki @) Kromatogramdan t'yi 0,8 tr,'i 5, tg, ‘yi 6,7

bilesenli bir karisima aittir. Her olarak okuruz.

bilesen icin; |

a) Alikonma zamanini okuyunuz a) tg'= 5-0,8= 4,2min

b) Diizeltiimis allkkonma zamanin b) tz,’ = 6,7-0,8=15,9 min

hesaplayiniz = R@~tM _ 5-08_ o

c) Alikonma faktorini hesaplayiniz. €)1 = ty 08 '

d) Ayirma faktoriini hesaplayiniz. k, = tR(i)_tM _ 6,70—80’8=7,38
M )

tre)—tm _ tRr(B) _ 5,9=1 A

13 d)a = = = :
) trea)y~tm  tray 42

Prof. M ehmet Sayim KARACAN




CAs

likonma Suresi ve Dagilim Katsayisl, A(M) S A(S) K = ™
s CAM . Sy
ikonma faktéril I = tra — ty __ gozunenin sabit fazda gecgirdigi zaman
ty cozunenin hareketli fazda gecgirdigi zaman

ger cozunen zamaninin hepsini hareketli fazda gecirirse ve durgun fazda hic kalmazsa
v Zamaninda geri alinir.

r = ty Yazilirsa k = O olur.

unku ¢ozunen durgun fazda hi¢ kalmamistir. Cozinenin durgun fazda ve hareketli
azdakinin 2 kati sturede kaldigini dusunelim. Bu durumda alikonma suresi

m lr=2tmve k = (2tm - tm) /tm = 1 olacaktir. ESer ¢cozUnen durgun fazda, hareketli fazda
aldiginin dort kati fazla sure kalirsa,

m Wr=4tmve k= (4tm -tm)/tm = 3 olur.

Cojmnenin sabit ve hareketli fazda gecirdigi zaman mol sayisi ile dogru orantilidir.

¢oziinenin sabit fazda gegirdigi zaman Cozlinenin sabit fazdaki mol sayisi(ns) GV
cozunenin hareketli fazda gegirdigi zaman - Cozunenin hareketli fazdaki mol sayisi(nm) a CMmV;

Burada Cs ¢cozunenin durgun fazdaki, C,, cozunenin hareketli fazdaki derisimi,

Vs, durgun fazin hacmi, V,,, hareketli fazin hacmidir. Dagilma sabiti, K ise K = CC—S
M
k== S5 gl kgD
ny CmVm Vm Vm

Cs/Cwm orani ¢ozunenin sabit ve hareketli fazlardaki derisimlerinin oranidir ve
sraBirrKatsayiErK) adini alrr. 14




Ornek:20 m'lik bir agik borulu kolonla benzen toluen karisimi gaz kromatogografisiyle ayrilmak
isteniyor. Benzenin alikinma zamani 251 s, tolienin ise alikonma zamani 333 s, hareketli fazin
alikonma zamani ise 42 s dir. Agik borulu kolonun ig gapi 250 um olup, i¢ ylizeyi 1 um durgun fazla
kaplanmigtir.

a) Benzen igin alikonma faktorinii

b) Benzen igin Dagilma sabitini

c) Benzenin hareketli fazda gegirdigi zaman kesrini bulunuz.

d) Benzenin durgun fazda gegirdigi zaman kesrini bulunuz.

a)
= tra—tym _ ¢oOzinenin sabit fazda gegirdigi zaman _ ty  2515—42s 5
ty cozunenin hareketli fazda gegirdigi zaman tm 42s
Kolon duvar:

b) Durgun faz hacmi Vs= (mtr,)? -(mry)? h=m (r,2-r,2) h=.3,14.
2959 um (1252-124%)h = 7,8.102xh um

Hareketli faz hacmi Vm= m.r;?2 h =3,14.(124 um)? =4,83.10% xh
pm

Kolomn i¢ yancapt 125 im - T ;
Vs _ _7,8.10%xh
Vm = 4,83.10% xh

Kaplandiktan sonra i¢ yan ¢apt 124 im .r, = 0,0161

k= K2 K= kVV—IZ = 5.1/0,0161 = 3106

Vm

hareketli fazda gecirdigi zaman _  ty tm 1 1

c) Hareketli fazda gegirdigi zaman kesri= toplam gecirdigi zaman totty  Kemttn k1l 5%

d) Benzenin durgun fazda gegirdigi zaman kesri= 1-0,17= 0,83

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN 15
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yirmanin Etkinligi
romatografide bilesiklerin ne kadar iyi ayrilacagi

onusunda iki faktor etkilidir. Birincisi pikler arasindaki H"‘*E ”" J/\

i\'!ll" sinyali

geri alma surelerinin farkidir: Pikler ne kadar ayri olursa, A

yrilmalari o kadar iyidir. Ikinci faktor bantlarin genisligidir: ‘ﬁ:ﬁ"{ )
antlar genisledikce ayirma daha kotu olur. fan/ gl "—“n—':
yirma Gucu (R,) Bir kromatografi kolonunda I— P— -

areket eden c¢6zlnen, standart sapmasi ¢ olan bir Gauss egrlsﬁ"é‘é%fﬂe gelme
gilimindedir. Bir cozinen kolonda ne kadar uzun sure kalirsa bant da o kadar
enis olur. Bant genisligj;

)pik yuksekligin yarisinda olgulen w,, /5,
(Wq/2)= 2,350, w=1,7 W )

)zemin cizgisinde pikin en dik kisimlarina
izilen tegetler arasindaki genislik, | [
ile ifade edilir. Yaygin olarak w kullanilir. R\ / A

i<, . Ayima glicd / . Apmagliod
gonow N =050 0y i =075

Sinyal i
Sinyal

w = 40)

Z[tR(B) —tray] 20t i —
S WA + WB (WA +WB)/2 \ / Gl Ayima gici

=100
=150

Sinyal
Sinyal

AtR _ AtR _ 0;589AtR \\. .);’

Wort - 177W(1/2)ort - Wl/z(ort)

Slre — Slire —

SEHil 22-10 Esit alan ve genlikteki Gauss piklerinin aynimasi. Kesikli cizgiler her bir piki, strekli cizgler
Mehmet Sayim KARACAN iki pikin toplamini gdstermektedir, Ust iste binen alanlar taranmistrr.
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Irma gucu, iki kromatografik pikin birbirinden ayrilma derecesini tanimlayan bir
yukluktur.

nek:
on yaginda limonenin kromatografik tayininde limonen piki icin allkonma zamani
36 min, pik taban genisligi 0,96 min olarak Olculmustur. Limon yagindaki terpinen
9,54 min da geri alinmis ve pik taban genisligi 0,64 min olarak olculmustur. Bu iki
ki ayirma gucu nedir.
2(9,54 —8,36) _

Rs = =1,48
0,64+0,96

m Ayirma Giiciiniin Olciilmesi

Alikonma stiresi 407 s olan bir pikin yan yiiksekligindeki pik genisligi 7,6 s olsun. Ona
komsu olan ve w;,; = 9.4 s olan pikin de 17 s sonra geldigini diistinelim. Bu iki bilesen i¢in
ayirma grictint bulunuz.

Cozim
o 0.589Ar, 0,589(17 s)
Ayirma giici = = = 1,18
Wi2av 5(7,6s + 945s)

Deneme Sorusu 1,5 diizeyindeki yeterli bir ayirma gricti icin piklerin alikonma stireleri
arasindaki fark ne kadar olmalidir? (Yarnuf: 21,6 s)

Prof.mMehmet Sayim KARACAN 17
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Ug farkli ayirma giiciindeki kromatogramlar.

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN

18



lyi bir kromatografik ayirmada,

(@) maddelerin goc etme hizi, ve

(b) madde piklerinin genislemeye basladigl bdlgenin
(uzakhk) tanimlanmasi 6nemlidir.

T

Laman —j
Ayirmay iyilestirici iki yontemi gdsteren iki bilesenli Kromatogram:
(&) pikleri 6ritsen orijinal kromatogram;
{b) bant mesafesi artinlarak ayirmanin iyilestirilmesi;
{c) bantlar daraltlarak ayirmamin iyilestiriimesi,

Dreclektiir simyalim—-
?

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN

ig



Prof,

Kromatografik “tabaka teorisi

Kromatografideki ayirma “tabaka teorisi’ne dayanir ve go¢ hizini kantitatif anlamda
tarif eder.

Kromatografi tabaka teorisini Martin ve Synge gelistirmistir. Buna gore bir
kromatografik kolonun ayri ayri, fakat birbirine bitisik dar, yatay bir seri tabakadan
(teorik plaka denen) olustugu varsayilir. Burada ayirmanin tabaka adi verilen ayri ayri
plakalarda yapildig varsayilir.

Tabaka yuksekligi ayni zamanda kuramsal bir tabakanin yliksekligi olarak da
bilinir. Yaklasik olarak herhangi bir ¢cOzunen icin durgun faz ile hareketli faz
arasindaki dagilma dengesinin bir kez kurulabilmesi icin gereken kolon
uzunlugudur. Her tabakada maddenin hareketli ve sabit fazlar arasinda dengeye
ulastigl kabul edilir. Madde ve c¢ozucunun hareketi, bir tabakadan digerine
kademeler halinde hizli gecis seklindedir.

Kromatografik bir kolonun bir ayirma sistemi olarak verimi, denge sayisinin
artmasiyla yukselir, yani teorik tabaka sayisi arttikca kolonun verimi de artar. Buna
gore yukarida belirtilen "teorik tabaka sayisi, N" kolon veriminin bir 6l¢cusudaur.

Mehmet Sayim KARACAN 20



Prof.

Daha kuclUk tabaka yluksekligi, daha dar bant genisligine yol acar.

Bir kolonun karisim icerisindeki bilesenleri ayirma yetenegi tabaka
yuksekliginin azalmasi ile artar. Etkinligi iyi olan bir kolonun tabaka sayisi,
daima etkinligi dusuk olaninkinden daha fazladir. Ayni kolondan gecen
farkli cozunenler, farkli tabaka yuksekliklerine sahiptirler.

Bunun nedeni farkli diflzyon katsayilarina sahip olmalandir. Tabaka
yukseklikleri, gaz kromatografide 0,1 - 1 mm, HPLC’de yaklasik olarak 10
um dir.

Tabaka ylUksekligi, 0%/x olup, 6 Gauss egrisi seklindeki bandin standart
sapmasl, x ise kat ettigi uzakhktir. L uzunlugundaki bir kolona verilen
cozunen icin tabaka sayisi kolon uzunlugunun (L) tabaka yuksekligine
bolinmesi ile bulunur

Bunun nedeni, x = L ve 0 = w/4 olmasidir. Bu esitlikte, w’nin birimi uzunluk
Olcusu iken tabaka sayisi birimsizdir. Her L ve w'yi (veya o) uzunluk yerine
zaman ile birimi ile ifade edersek, N yine birimsiz olacaktir.

L _Lx _L* 16l®_ 16t}
H o2 o2 w2 w2

N =
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Kromatografik hiz teorisi

Tek bir taneciginin davranisi incelenirse, tanecik goc etme sirasinda sabit ve
hareketli fazlar arasinda binlerce defa gidip gelir. Fazlardan birinde, bir gecisteki
kalma suresi duzensizdir ve cevresinden tesadufen aldigl termal enerji yeterli
dlzeye ulastiginda diger faza gecer. Boylece bir fazda kalma suresi bazen ¢ok kisa
bazen da ¢ok uzun olabilir.

Tanecik sadece hareketli fazda kalis suresince kolonda ilerleyebilir. Buna gore,
kolondaki ilerlemesi de dizensizdir. Fazlarda kalis suresinin kararli olmayisi her
tanecigin hareketli faza gecisindeki ortalama hizin da degisik olmasina yol acar.

Bir kolondaki calisma sekli, cozinen maddenin duragan ve hareketli faz
arasinda dengelenmesi icin gecen zamana baghdir (plaka modelinde ise
durgun faz ile hareketli faz arasindaki denge cok hizlidir). Bundan dolayi,
bir kromatografik pikin olusturdugu bant sekli, elisyon hizindan etkilenir.

Taneciklerin sabit fazdan hareketli faza gecisleri farklidir. Kolonda goc
asagl dogru sadece tanecik hareketli fazda iken mumkun olur. Bazi
tanecikler hareketli fazda daha fazla zaman gecirirken bazilari durgun
fazda digerlerinden fazla vakit gecirirler. Boylece taneciklerin kolondan
gecis hizi bir ortalama degerle ifade edilir.
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Bantlar Nicin Genisler

m Kolonun alt bolgelerine inildikce alinan kromatografi egrisindeki
bantlarin genisligi artar; cunku taneciklerin bir fazda kalma zamani
dolayisiyla goc etme suresi uzar. Buna gore bolgesel bant genislemesi
kolondaki kalma suresi ile bagintilidir ve hareketli fazin akis hiziyla
ters orantilidir.

m Kolon ici davranislarla bant genislemesine katkida bulunan cesitli
mekanizmalar, plaka yuksekligi icin Van Deemter denkleminde
asagidaki gibi ifade edilir.

Burada u ortalama hiz,

A: coklu akis yollari (eddy difGzyonu )
B: uzunlamasina difuzyon

C: kutle transferine direncg

B
H=A4+—+4+Cu
u

Ayrica, kolona yuklenme esnasinda da bant genislemesi olur.

Kolon Diginda Genisleme

Cozunen hicbir zaman kolona sonsuz kucuk bir bolge halinde uygulanamaz, bu
nedenle kolona girmeden once bile bandin belirli bir genisligi vardir.
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Kapasite faktorunun Ayirma gucuyle iliskisi

Analitlerin kolonda goc¢ etme hizlarini tanimlamak amaciyla yaygin olarak kullanilan
onemli bir bayukltUktar. Kapasite (alikonma) faktort (k)’'ntin 1-5 arasinda bir deger
gostermesi idealdir. Uygun bir kolonun secilmis olmasi halinde k degeri mobil fazin

bilesimi degistirilerek ayarlanabilir. Kapasite faktorunun ayirma gucu ile iliskisi
asagidaki bagintiyla verilir.

Rs = \T{a Z 1}{1 inB}

\ }
|

Ayirma giicii R

Eliisyon
stiresi (fg)p

R/Q veya (tg)g/Q’

AN N T N N N T N T Y |

c 5 M o 5 0 5.0 10.0 15.0
Denkleminde, ilk iki terime Q dersek, Alikonma fakisrii, ks
denklem,

SEKIL 26-13 Alikonma faktdru kg'nin, ayrima glcu (R,) ve
ellsyon siresine (tg)g etkisi. kz'deki degisim sirasinda Q
RS kB ve Q"'nln sabit kaldigr kabul edilmigtir.
Q 1+kpg

Olur, bunun da kB ye karsi grafigi sekildeki gibidir.

Sekilden de goruldigu k degeriicin 1-5
araliginda hem Ayirma gucu en fazla hem

de elusyon suresi en azdir.
Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN

24



Ornek: Bir kromatogramda klorlanmis pestisit olan dieldrinin alikonma zamani
8,68 dakika pik taban genisligi ise 0,29 dakika olarak okunuyor. 2 m uzunlugunda
bir kolon icin teorik tabaka yuksekligi nedir.

N 16( t jz N= 16 (8,68dakika/0,29 dakika)? = 14300 tabaka

H=L/N =2,0 m/ 14300 tabaka = 0,14 mm/tabaka
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Ornek:

30,0 cm 'lik bir kolonda A ve B maddelerin alikonma sureleri sirasiyla 16,40 ve
17,63 dakikadir. Tutulmayan kisimlar kolondan 1,30 dakikada c¢ikmaktadir.
Piklerin taban geniglikleri sirasiyla 1,11 ve 1,21 dakika olduguna gore
asagidaki ;

(a) kolonun ayirma gucunu

(b) kolondaki ortalama tabaka sayisini,

(c) tabaka yuksekligini,

(d) Ayirma gucunun Rs=1,5 olmasi i¢in gerekli kolon uzunlugunu,

(e) Rs= 1,5 olan kolonda B maddesinin c¢ikmasi igin gerekli zamani
hesaplayiniz.

f) 30 cm’lik kolonda ve 1,5 ayirma gucu elde etmek icin gerekli tabaka
yuksekligini hesaplayiniz.



(a) Kolon ayirma gucu (Rg) asagidaki  m  (b) Ortalama tabaka sayisi asagidal

denklemden hesaplanir denklemden bulunur,
_ 2
R, - 2[(tll/gV)B+V(;R)A] N = 16£tij
4T g 14

Rs=2(17,63-1640) (111+121)= 106 '\ _ 1616 40/1 11)2 = 3493

s N,= 16(17,63/1,21)2 = 3397

(c) Tabaka yuksekligi 7 m Nort= (3493+3397)/2= 3445

. H=—
denklemiyle hesaplanir. N m (d)Rs= 1, 5 olmasi igin gerekli kolon

H= 30,00 cm/3445 = 8,7.103cm. uzunlugu

m Nvelninartmasiile k’ ve o degismez.
Denklem? N1 ve N2 cinsinden yazilir ve ikKi
denklem birbirine bolunerek asagidaki
denklem elde edilir.

RS:\/NOL—I ks
] 4 o 1+kon‘
. B VN1 106 _ V3445 N, = 6900

Rs; \/N_z 1,5 \/N_Z
m L=6900.8,7.103 =60 cm




16RH( o Y (1+k,)
(tR)B: S ( j ( or)

o1 (kB )2
(e)
Denklem birinci ve ikinci kolona

gore yazilip oranlanirsa asagidaki
esitlik elde edilir.

trs _ R& 3.4 ;
. = 23 degerler yerine konursa,

tr2 52
17,63/tr, = 1,062/1,5>
tr2=35 dakika

16R*H( o Y (1+k )
(tR)B: S [ j ( ort)

: v \a-1) (k)

Denklemini H1 ve H2 icin yazip oranlarsak

2
B _Ra, Hi  Hz_Rs
B R?z H; H, REZ

H,= 8,07.103 cm. 1,062/1,52 = 4,3.103 cm.



f Dolgu sonunda ) _ 3 ;r
z analit profili t X -
g 5
Z g |m!
= # ]
(b) £ £ |
= (L — la) | (L + 1) Z
E "“'“"h-—-,_,_‘__l I |f a 0 J W—:-\-II"
=)
= ,_ o | ’ Zarman ——-
L I
|
L
G uzakhg ——
(a) Dolgu Tabaka Sayisinin tayini
A A
< L >
—
Numune girisi Dedektor

H = o*IL seklinde verilen tabaka
yuksekliginin tanimi. (a) Kolon uzunlugu, numune
girisinden dedektdre kadar olan mesafedir. (b) Numune
molekdllerinin dagilhimi Gauss egrisine uyar.




R=2.05

3.7min f

] R=2.91

7.5min f@ﬂ@f—>

— — R=4.15

15.3min f@f@

0 5 10 15 20 min
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romatografide genel geri alma (elusyon) problemi

Bilesen sinyali

12 h
: (b)

Kromatografide genel elisyon problemi.

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN

Allkonma faktoru farkli bilesenlerin
kromatogramlarinda

a kromatograminda sadece 1 ve 2
maddesi k degerleri optimumdur (1-5)

b kromatograminda sartlar sadece 5
ve 6 maddesini ayirmak icin uygundur.

¢ kromatograminda ise k degerleri
sadece 3 ve 4 maddesini ayirmak icin
uygundur.

Bu problem, ayirma surerken sartlari
(cdzucuyd, hizi, sicakhgl, vb)
degistirmek suretiyle giderilebilir.

1 ve 2 yi ayirdiktan sonra sartlar 3 ve
4 icin o da ayrildiktan sonra sartlari 5
ve 6 icin uygun hale getirmek genel
ellsyon problemini ¢ozer.
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olon Etkinliginin(Performansinin) Optimizasyonu
y1 bir ayirma i¢in temel biiytikliikler : a, k ve N (veya H)
yirimi iyilestirmenin en kolay yolu kapasite faktorii(k) nii optimize etmektir.

icin hareketli faz bilesimi degisimi, farkli bir kolon dolgu maddesi
ullanilmasi (daha az uygun)

50mm 100mm
icin; T B
olon uzunlugunu, /ﬂ\ f‘\ ﬂ |
obil fazin akis hizini, LA 1 LA A
olgu maddesinin tanecik biiyiikliigiinii, S £ e
obil fazin viskozitesini degistirmek o .
o icin azalan tercih edilebilirlik sirasiyla; /\[\ JU\

H degisikliklerini de iceren mobil faz bilesimini degistirmek,
olon sicakligini degistirmek,
abit fazin bilesimini degistirmek,

yzel kimyasal etkilerden yararlanmaktir.

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN 33
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=
[ £¥]
|

0,608 mm
-.-""".'..‘

0.4-0.6 mm
2 0,304 mm

\

R - 0.25-0.3 mm
P = 0 10,15 mm

Tabaka yilksekligi H, cm
{f
A\

| | | 1
3 I 15 20
Drogrusal iz, om/fs

Tabaka yuksekligine tanecik boyutunun etkisi
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Enjeksiyon

[

Ahkonma siiresi. dakika

Cozich degisikliinin | kromatogramilara etkisi. .

Analitler:

(1) 9. 10-antrakinon;

(2) 2-metil-9, 10-antrakinon;

(3) 2-etil-9,10-antrakimnomn;

(4) 1. 4-dimetil-9, 10-antrakinon;
(5) 2-F batil-9, 10-antrakinon.

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN
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uizlemsel kromatografi

Kagit kromatografisi
ince tabaka kromatografisi

Rf= YUrume orani

Bilesigin aldigt yol (cm)

f = Coziicinin aldigt yol (cm)

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN

10cm

RF0.85
e

RE0.6

Slem
w/

|

RFE=03

8

6,03cm

Bitis cizgisi

Baglangig cizgisi
Baslangic eluent sevivesi
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Kagit Kromatografi

Kolon kromatografiden farkli olarak sabit faz, bir situn halinde degil; yuzeye
tutunmus ince film halinde olabilir. Mesela kagidi olusturan sellloz ile su
molekulleri arasinda cok saglam hidrojen baglari vardir. Oda sartlarinda kagit

yUzeyi, her zaman ince bir su filmi ile kaphdir. Bu durumda sabit faz, kalinligl nm
mertebesinde gozenekli bir dizlem yuzey olusturur.

Kagit kromatografi, karisimdaki bilesenlerin kagit yuzeyindeki su filmi ile

yuruyen organik sivi arasinda dagilmasi esasina gore ayirma saglar. Her bilesenin
su ve organik sivi tarafindan paylasiima oranlari farkhdir. Su ortamini tercih eden
bilesen kagit yuzeyinde daha fazla zaman gecirir. Organik siviyi tercih eden bilesen
ise hareketli fazda daha hizl stGruklenir.

Bu yontemde kullanilan kagit sadece sivi filmi tutan bir destek gorevi yapar.
Hareketli organik faz saf bir cozucu olabilecegi gibi birden cok cozucunun bir

karisimi da olabilir. Sivi fazin ayrilacak karisimdaki herhangi bir bileseni tasimasi
icin bu bileseni ¢cozebilmesi gerekir.
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Tank

Sabit faz (filtre kadich)
/ Sivi sinir hatti
\
Baslangig Cizgisi oy \
S on cephesi olusurken P
\ lekeler de yukanya dogru Bitis Cizgisi d L] .
\ hareket ederler
| !
—_— — e ——
Sivi seviyesi Baslangic |7
—>
b Cizgisi ~
Hareketlifaz

Organik s

(a) (b)

Sekil 4.27. Kagit kromatografi yonteminin uygulanisi a) kullanilan gereglerin diizeni
b) ayirma isleminden sonra kagidin goriinimd (kromatogram).
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Ornek: Bir dstrejen numunesi o-diklorbenzen hareketli faz olarak kullanmak
suretiyle kagit kromatografide bilesenleri analiz edilmek isteniyor. Numune kagida
damlatildiktan bir sire sonra numunenin iki bilesene ayrildigI gozleniyor.
Sekildeki verilerden ve de 0strejen turevlerine ait Rf degerlerinden yararlanarak
numunenin bilesenlerini bulunuz.

Ostriol

Ostradiol

Equilenin

Ostrone

o-diklorbenzen
—p

0,10

0,40
0,90

N

S=——r

1

o-diklorbenzen
—

Rf,=3,4/7,9 = 0,43
Rf,= 6,8/7,9 = 0,86

Olduguna gore Cizelgedeki degerlerle

karsilastirildiginda
1. analit equelenin,
2. analit 6strone olabilir.

im KARACAN
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ce tabaka kromatografisi

Ince tabaka kromatografisi, dizlemsel bir “kati-sivi
adsorpsiyon kromatografisidir.” Bu yontemde sabit faz,
cesitli boyutlardaki“cam plakalar Uzerine, ince bir
tabaka halinde sivanmis kati adsorban maddedir.
"Adsorban madde olarak kolon kromatografisinde
kullanilan tom katilar (alumina, siliko jel, selliloz vb.)
kullanilabilir. Bu kromatografi turinde hareketli fazin
sabit faz Uzerinden ilerleyisi, asagidan yukari dogrudur.
Cozucu, kilcallik etkisiyle icerisine daldirilan ince tabaka
plakasi Uzerinde yurur.

Bu ydntemde, adsorban bir malzeme cam veya plastik o |
bir plakaya belirli bir kalinlikta kaplanir ve boylece '
Uzerinde gozenekler olan aktif yUzeyli bir sabit faz o
olusturulur. Bu islem yapilirken kaplama malzemesinin L
bir cozucude suspansiyonu olusturulur. Bu suspansiyon
cam veya plastik Uzerine dokulerek yuzey kaplanir.
Ardindan c¢OzucU buharlastirilir ve boOylece yUzeyde ; YV Bagane siei
sadece kaplama malzemesi kalir. Baslangs chuent sevives

10¢m

=DI/L

6.03cm
cm
by

L ]
9




Prof.

N

i |
| I
| I
| |
l i
| I
| |
NumuneZ“-\_\,p ! o
‘ }WI | Coziici
Numune 1 4 I cephesi
¢ > ®
| W | W | |
P Wl | Wa |
Baslangi¢ cizgisi | E
Ird—AZ—H‘
(a) ! |
! |
! \
! \
' \
- \
i \
st I
= I
B I
g I
g i
S
3
.,
(5]
(s}
B A

Goc¢ mesafesi, cm

(b)

SEKIL 28-30 (a) YUrutme igleminden sonra ince-tabaka
plakasi. (b) Numune 1 igin ince-tabaka kromatogrami.

Mehmet Sayim KARACAN

Kromatografik ayirmalarla ilgili cikarilan
esitlikler cogunlukla ince tabaka
kromatografisi ile de kullanilabilir.

Bilesigin aldigt yol (cm) D  dp
4 Coziictiinin aldigl yol (cm) L~ @
Burada dp ve d, nin tz; ve t, Iile
iliskilendirilmesi gerekir.

Numune 2 kromatograminda
ty=dg/U
tR— dy/u yazilir.
= (dy/u)-dg/u) /(dr/u) = (dy-dr)/ gr
Bu degerleri alikonma faktdorinde yerine
koyarsak;
k= (dy- dg)/dg = ((1/R¢)-1)
Buradan
k= ( 1-R;)/R; olur.
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CHriicl A e—
=
W

1k
X MUmune
lekesi

| g*)]

Ciszibicii B =t

Bazi amino asitlerin iki-boyutlu ince-tabaka
kromatogramlan (Silikajel). Cozici: toluen/2-
kloroetanolpridin. Gézich B: kloroformibenzil alkolfasetik
asit. Amino asitler: (1) aspartik asit, (2) glutamik asit, (3)
searin, (4) g-alanin, (5) glisin, (6) alanin, (7) metiyonin, (8)
valin, (9) izoldsin ve (10} sistein.

iki boyutlu ince tabaka kromatografide, Numune, kare seklindeki bir plakanin
kosesine uygulanir, ve A ¢ozUcusu yurutllerek yukar yonde hareket eder. Daha sonra
A c¢OzucusU buharlastirilir. Plaka 90 ° cevrilerek bu sefer B ¢ozlcusu yuratular. B
¢cOzucusU buharlastirilir. Amino asitler icin boyar madde olan ninhidrin puskurtulerek
amino asitlerin yerleri tayin edilir. Standart degerlerinin yurime oranlarn ile
karsilastirilarak amino asitlerin varliklari belirlenir.
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Ornek 2: “Ince Tabaka” kromatografisi ile analiz edilen bir karistmdaki iki maddenin
Rf degerler1 0.8 ve 0.5 1se, ¢oziicli 12 cm ilerlediginde 1ki madde arasmdaki mesafe ka¢ cm
olacaktir?

Coziim:

RfI=0.8  Rf2=0,5

d

R — madde
f
d;’c’)‘:ﬂcﬂ

dl

08 = =d, =08d ., =d, =08x12=9,6cm
¢oziicii
d,

05=——=4d,=05d ., =>d,=05x12=6cm
¢oziicii

d, —d,=9,6—6=36cm
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il oranj metilen mavisi karisimi ince tabaka kromatografisi ile analiz edilmek istenmektedir. Bu amacla
gun faz olarak Silika jel, Hareketli faz: Etil alkol kullanilarak yapilan deneyde ¢6ztucunun 4,2 cm, bir
senin ise 3,3 cm yurudagu élctimustar.

Rf=3,3/4,2=0,79

Metil oranj 0,60

Metilen mavisi 0,77

Tablodan bilesenin metilen mavisi oldugu anlasiimakt




Kromatografide Kalitatif (nitel) Analiz

Bir kromatogram, Oornekteki her bir madde hakkinda ¢ok az bilgi verir; maddenin
allkonma zamani ,bir siyirma periyodu suresince maddenin sabit fazdaki konumu.

llave bilgiler elde edilebilmesi icin hareketli ve sabit fazlar degistirilip cesitli siyirma
sicakliklar uygulanabilir.

Yine de bir madde icin kromatografide alinan veriler, IR, NMR veya Kkutle
spektrumunda alinanlara gore oldukca azdir. Dikey eksendeki degerler (o, A, veya
m/e) yatay eksendeki degerlere (tzg) kiyasla daha hassastir. Bu durum
kromatografinin kalitatif analizde basarisiz bir yontem oldugunu gostermez.
Isimleri bilinen ve cogunlukla bir arada bulunan bazi madde karisimlarinin
tanimlanmasi yapilabilir.

Ornegin, bir protein hidroliz érneginde 30 veya daha cok sayidaki amino asidin
varligl veya yoklugu, ince tabaka kromatografisinde ayrilan maddelerin siddetine
gore saptanabilir.

Yine de teshisin kesin olmasi icin ayrilan maddelerin spektral veya kimyasal
tanimina gerek vardir. Karmasik yapili bir drnegin spektroskopik ydntemlerle
tanimlanmasi icin onceden kromatografik bir ayirmaya gereksinim vardir.

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN 45



Kromatografide Kantitatif (Nicel) Analiz

Kromatografide kantitatif analiz, analitin pik yuksekligi veya pik
alaninin standart maddenin pik yuksekligi veya pik alaniyla
kiyaslanir. Calisma kosullari kontrol edilebiliyorsa bu iki parametre de
konsantrasyonla dogrusal olarak degisir.

Pik YUksekligine Gére Analiz

Bir kromatografik pikin yuksekligini dlcmek icin pikin iki yanindaki
taban cizgileri duz bir dogru ile birlestirilir ve pik tepesinden bu
dogruya bir dikme inilir; dikmenin uzunlugu, pik yuksekligidir.
Yukseklik cok hassas olarak olculebilir. Kolon kosullarini etkileyen
degiskenler, ornek ve standartlarin kromatogramlarinin alindig| sure
boyunca sabit tutulmalidir. Cok iyi kontrol edilmesi gereken
degiskenler kolon sicakligl, hareketli fazin akis hizi ve 6rnegin
enjeksiyon hizidir. Ayrica kolonun asiri yuklenmemesine de dikkat
edilmesi gerekir. Enjeksiyon hizi bir kromatogramda ilk ¢cikan pikler
icin 6nemlidir ve % 5-10 'a kadar ulasan bagil hatalara yol acar.
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file Edit Experiment Data Analyze Insert Options Page Help

m Pik Alanina Gore Analiz DE0&|cPaet ~BPIGALALLAAME [Pk
g

Yukaridaki paragrafta belirtilen 1500
degiskenler pik alaninda genisleme 1
etkisi yapmazlar. Bu bakimdan alana
gore yapilan analizler yukseklige gore
yapllanlara kiyasla daha dogrudur.
Diger yonden pik yuksekliklerin
Olculmesi daha kolaydir ve dar piklerde
bu yontemle daha dogru sonuclar
alinir. Modern kromatografi
cihazlarinda bilya ve disk veya
elektronik bilgisayarlar vardir. Bunlarda
pik alanlari hassas olarak olculebilir.
Bu tip sistemlerin olmamasi
durumunda hesaplamalar el ile yapllir. 01 e ‘ | |
Uygun genislikteki simetrik piklerde 0 K
alan basit bir ydntemle hesaplanir; Time (mV)
pikin  yuksekligi, yuksekligin tam
ortasindan cizilen yatay dogrunun
uzunlugu (o noktadaki pik genisligi) ile
carpilir. Pik alani pikin bir planimetre
ile taranmasiyla da bulunabilir. Bir
baska yontem de pikin kesilerek
tartilmasi ve tartimin, ayni kaydedici Toplam alan 696, 08
kagidin alani bilinen bir parcasinin

agirligl ile kiyaslanmasidir. %aseton= 119,54/696,08 x100= 17,17
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Peaks for. Run 3|Signal
Compound Retention Time (min) ~ Area % Area
Acetone 1890 11954 1707
2-hutanone 291 3142 1974
4-methyl-2-pentanone 6680 43012 6308
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Kalibrasyon grafigi yontemi

Kantitatif kromatografik analizde en ¢ok uygulanan yontem oOrnekteki
maddelerin bilesimine yakin bilesimlerdeki bir seri standart c¢ozelti ile
calisiimasidir. Standartlarin kromatogramlari alinarak pik
yuksekliklerinin veya alanlarinin, madde konsantrasyonlarina gore "
kalibrasyon grafigi" cizilir; grafik orijinden gecen bir dogru seklindedir.
Ornegin analizi bu grafige gore yapilir. Yiksek hassasiyet alinabilmesi
icin standart ¢Ozeltilerin ve kalibrasyon grafiginin sik sik kontrol edilmesi
gerekir.

Analizdeki en onemli hata kaynagi, enjekte edilen standart ve analit
ornek hacminin tam sabit olamaylsldlr ayrica enjeksiyon hizi da hataya
neden olan bir faktérdir. Ornek miktari cogunlukla 1 pL civarindadir ve
her defasinda ayni hacimde madde verebilmek icin bir mikro siringa
kullanilarak bagil hata % birka¢ seviyesine kadar dusurulebilir. Bu hata
gaz-sivi kromatografisinde daha da buyuktlr; ornek sicak bir uctan
enjekte edildiginde, siringa ucundaki buharlasma kolona verilen madde
hacminde buyuk farkliliklar olmasina yol acar.

Bu hata doner numune vanasi veya otoornekleyici kullanilarak giderilir.
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C (mg/L) Pik alani A Pik YUksekligi

, T . L 0,0435 675 60
Bir antibiyotik ilacinda amoksilin tayini i¢cin 1 g’lik tablet I 4224 -
alinip ¢ozunurlestiriliyor. Cozelti 100 mLye tamamlaniyor. 0.87 26510 1450
Bu ¢Ozeltiden alinan 0,275 mL ornek tekrar 100 mL ye 4,35 134422 6578
seyreltiliyor. UV dedektorli bir HPLC'de sinyali 6lguliyor, 4?; ég?gg; 1;%2?
Ayrica cesitli derisimlerdeki standart ¢cozeltilerin pik alanlari Bilinmeyen '
ve yukseklikleri 6l¢ulUyor ve yandaki tablodaki degerler elde  Derisim 750000 32000

ediliyor. Tabletteki amoksilin kutlece yuzde derisimi nedir.

Amoksilin icin Pik ytksekligi-derisim

Amoksilin i¢in Pik alani-derisim 70000
y = 1417x + 436.29
1600000 60000 R2=0.9992
y =32187x-4245.3
1400000 R2 =0.9999 50000
_ 1200000
ko 40000
s 1000000 - ) %Hata= (80-87,3)
S 800000 > 'I /87,3 x100 = -%8,4
_cgs 600000 20000 |
§ 400000 10000
< 200000 L
0
0 0 10 20 30 40 50
0 10 20 30 40 50
-200000
Amoksilin Derisimi (mg/L)
ilinmeyen amoksilin derisimi Pik alanina gore 24 Pik yiiksekligine gore 22 mg/LAmoksilin :
g/L ,. Pik alani daha dogru sonuc verdiginden . 22mg/Lx 0,1 L= 2,2 mg
moksilin : 24mg/Lx 0,1 L= 2,4 mg

0,275 mL de 2,2 mg amoksilin varsa

,275 mL de 2,4 mg amoksilin varsa 100 mL de x= 800 mg amoksilin
O0mLde  x=872,7 mgamoksilin 1 g tablette 800 mg amoksilin varsa
g tablette 872,7 mg amoksilin varsa 100 de x= %80.0

@O deaym KARAN %87 .3 “



Standart Ekleme Yontemi

Ayni miktarda alinan numunelere,
artan derisimlerde standart c¢oOzelti
ilave edilir. iIlk numune cozeltisine
ilave yapilmaz. Bu ¢Ozeltilerin cihazla
sinyalleri oOlculir. Numune c¢ozeltisi
hepsinde  bulundugundan  ortam
yaklasik olarak aynidir. Dogrunun X
eksenini kesim noktasindan
numunedeki analit derisimi bulunur
veya hesaplanir. Ortam etkisinin
oldugu karmasik numunelerin
analizinde Standart Ekleme Yontemi
kullantlir.

S;=Snumune+ Sstandart (Standart
ekleme grafiginde S; toplam sinyal;
numune ve standardin absorbanslari
toplamidir. Ayni madde oldugundan k
aynidir.)

Sr=KC,+kCyy

St =0i¢in - kC=kCyy C=-Cqy

X

Cstd

Wedzici
Vstd

wﬁﬂﬁﬂé

— Wx

Cx Cx+Csl

Bilmmeyenin L

derigmm ,

D A Y <

Analitikk Smyal

" Standart eklenmemis

Cx+Cs2 (Cx+Cs3 Cx+Csd

4
i B
f,éaudart eklenmug

gizeltmm smyaller

Py

&d

bilinmeyemn suyal

[ N N I N BN N B

(0.04) (0.02)

0

0.02 0.04 0.06 0.08

Eklenen standardm ortamdaka derigmm(M)



Standart ekleme Yontemi

Bir su numunesindeki Florur tayini yapilmak isteniyor,

Bu amacla hazirlanan ¢ozeltilerde iyon kromatografisi ile alinan pik alanlari tabloda
verilmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin son hacimleri 10 mL dir. Kullanilan Florur standart ¢oze
35,21 ppm dir. Buna gore numunedeki flortur derisimini ppm cinsinden bulunuz.

5 0,0 0,0 2,5 135235
5 0,5 1,8= 35,21.0,5/10 2,8 396313
5 1,0 3,52 2,15 746095
5 1,5 5,28 2,46 1050673
5 2,0 7,04 2,41 1523699
1800000
1709998 y = 195356x + 81186 Grafikten bulunan

1400000 R*=0.989

deger -0, 5 ppm

AliIkonma 1200000
zaman= 2.5 1000000 olur. Numune 2 kat
min F00%0 seyreldigi icin

600000

numunedeki Florur
2x0, 5 =1 ppm dir.

400000

200000
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ic Standart Ekleme Yéntemi

Kantitatif kromatografide en hassas sonuclar oOrnek enjeksiyonundan
kaynaklanan hatalarin giderildigi i¢c standart yontemi ile elde edilir. Bu
yontemde ornek ve standartlara ¢cok hassas tartiimis bir i¢ standart maddesi
ilave edilir; analit pik alaninin (veya yuksekliginin) ic standart pik alanina (veya
yuksekligine) orani analitik parametre olarak kullanilir. Yontemin basarili
olabilmesi icin i¢c standart pikinin ornekdeki diger maddelerin piklerinden
uzakta (RS > 1.25), analit pikinin yakininda olmasi gerekir. Uygun bir ic
standart kullanildiginda kesinlik %0,5-1 civarindadir.

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN 52



ORNEK: Bir numunede izobitirik asidin kromatografik analizindeki dogrusallig
iyilestirmek icin butirik asit i¢c standart olarak kullanilarak asagidaki sonuclar elde
edilmistir. Buna gore numunedeki analit derisimi nedir. Numuneye ve kalibrasyon
standardi ¢ozeltilerine 10 mg/mL buitirik asit i¢c standart olarak eklenmistir.)

Standart Analit Sinyali | i¢ standart (A/IS) sinyal orani
cozelti derisimi Sinyali

(mg/mL)

0,20 [ 35 7/35=0,20 Kalibrasyon grafiginden
0,40 16 41 16/41=0,39 Cx= 0,49 mg/mL
0,60 27 44 27/44= 0,61 Ic standart grafiginden
Cx= 0,54 mg/mL

0,80 39 48 39/48= 0,81
1,00 41 41 41/41= 1,00 %hata= >——"" x100 =%
Numune (CX)AnaIit Sinya%l:ere gore 39 21/ 3%7ig’gﬁyal oranina gore

0 1.1

5 y=455x-13 1

o R2=0.9674- 0.9

5 0.8

0 0.7

5 0.6

0 0.5

0.4

S 0.3

0 0.2

5 0.1

0 0

0O 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11 0 0.1 1.1

Derisim (mg/mL)
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m Ornek: M ve N tlrlerinin su/hekzan arasindaki dagiima sabitleri K,,= 6,01, K\=
6,20 dir. Bu ikitdr su ile doyurulmus silikajel doldurulmus kolonda hekzan |Ie geri

ylkanarak ayrliyor. Kolon dolgusu icin Vg/Vy, = 0,422 dir.
M ve N bilesenleri icin kapasite faktorleri nedir?

o Q9

) Ayirma gucu, Rs= 1,5 icin kac¢ tabaka sayisi gereklidir.
Tabaka yUksekligi 2,2.103 cm ise gerekli kolon uzunlugu nedir?
e) 7,1 cm/min akis hizinda 2 turu kolondan almak icin ne kadar sure gereklidir?

@)

)
) N’nin M’ye gore secicilik faktoru nedir?
)

o

(N tUr0 kolonu en son terk etmektedir)
a) ky'= Ky.Ve/Vy= 6,01.0,422= 2,54

ky'= Ky.Vs/Vy= 6,20.0,422= 2,62 RS:JNoc—l k,
b) o = K' /K’y = K/Ky = 6,20/6,01 = 1,03 4 o 1+k,

c) denklemden N c¢ekilir ve degerler yerine yazilirsa

VW = 4Rs (55) (52) = VN =4-15 (552 (25%) N= 81000 bulunur

d) N=L/Hden H=2,2.103cm . 81000= 178,2 cm cikar.

€) 1,52-2,2.10—3cm) ( 1,03 )2 (1 + 2,6:
x—

C16RZH (o (144, £y = 16 0
)y = U (a—lj (ky)” Gzl . 7,1 cm/min * 1,03 -1 (2,62);

Denklemden (tg)g= 91 min ¢ikar.
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Silikon

lastk  ~_

gantum

Enjakiir
bélimi

e

Enjedtir Dedewtir
finmi

IGAZ KROMATOGRAFISI

Dedekidr
finmi

Kolon

Kolon firmi

Bilgizayar

Ucucu sivi veya gaz halindeki 6rnek bir
septum icinden hizlica buharlagsacagi
Isitiimis bir bolmeye enjekte edilir.

Buhar, He, N.veya H:tasiyici gaziyla kolon
boyunca supurulur ve ayrilan analitler,
yaniti bir bilgisayarda gosterilen, bir
dedektor icinden akar.

Kolon, analitlerin kabul edilebilir bir surede
kolondan geri alinmasi (elue edilmesi) igin
yeterli buhar basincini saglayacak kadar
sicak olmalidir.

Dedektor, analitler gaz halinde olacak
sekilde, kolondan daha yuksek bir
sicaklikta tutulur.

Gaz kromatografisinde, gaz halindeki analit tasiyici gaz olarak
isimlendirilen gaz halindeki bir hareketli faz tarafindan kolon boyunca
tasinir. Gaz-sivi ve gaz-kati olmak uzere iki ¢cesidi vardir.

Gaz-sivi dagilma kromatografisinde durgun faz, kolonun ic tarafina
veya ince bir kati destege baglanmis ucucu olmayan bir sividir.

Gaz-kati adsorpsiyon kromatografisinde, analit durgun fazin kati
Prof. SVeng e prra GHKFAY 1 Uzerine dogrudan adsorplanir. >



Gaz kromatografi, gaz halde veya kolayca buharlastirilabilen karisimlarin ayrilmasi
icin kullanilan yaygin bir yontemdir. Hareketli faz olarak helyum veya argon gibi
asal bir gaz kullanilir. Bu gaza taslyicl gaz denir.

Gaz sivi kromatografisinde sabit faz sividir. Yuksek sicakliklarda bile ucucu
olmayan (mum benzeri) bu sivi, bir kati yuzeyine baglanarak sivi film olusturur.
Sivi emdirilmis kati, yuksek basinca dayanikli metal bir boru (kolon) icine
doldurulur. Gaz haline getirilmis numuneler bu kolonun bir ucuna uygulanir.
Yuksek basin¢ altinda kolona giren taslyici gaz, numunenin ucuculugu yuksek
bilesenlerini hizli surukleyerek digerlerinden ayirir. Burada gaz-sivi dengesi
onemlidir.

Gaz-kati kromatografisinde sabit faz kati bir maddedir; bu nedenle de tutunma
islemi adsorbsiyon dengesine gore olur.

Bir maddenin GC yontemiyle analiz edilebilmesi icin;

1. Bagil buhar basinci yuksek yani kolay buharlasabilir olmalidir.

2. Uygulanan sicaklikta bozunmamali, i1sil kararliligl yuksek olmalidir.
3. Molekul kitlesi < 400 akb olmalidir.

4. Gaz fazda kararli olmali ve taslyici gaz ile tepkimeye girmemelidir.
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Diger kromatografik ydntemlerden farkli olarak sicaklik ve basincin etkilerini dikkate almak icin
alikonma suresi yerine Gaz kromatografide alikonma hacmi kullanmak daha yararhdir.

Alikonma Hacmi

Bir maddenin alikonma hacmi Vi , maddenin ve sabit fazin yapisina bagli olan fakat kolon
degiskenlerine bagli olmayan bir parametredir. Vi, kolaylikla elde edilebilen deneysel verilerden
bulunur ve kalitatif analizlerde kullanilir.

Ve=toF  Vy=t,,F .
55
Bir maddenin alikonma hacmini bulmak icin kolon icindeki ortalama akis hizl F, bilinmelidir.

Kolondaki gazin ortalama akis hizi dogrudan dlcllemez, onun yerine kolon (;Lkl§lndakl gazin akis
hizi olcular.

Kolonun sonundaki akis hizi Fm bir sabun kopUkll akis dlger ile belirlenebilir; Bu akis dlgerlerde
gaz su ile doymustur. Olcilen akis hizi Fm ile ortalama akis hizi arasinda asagldakl baginti vardir.

F = Fm.2¢ (=2120)

Burada Tc; K cinsinden kolon sicakligl,

T, akis dlcerin sicakhgi

P kolon cikisindaki gaz basinci ’ ¢

P ve T, ortam basinci ve sicakligi |

Puoo » Bu sicaklikta suyun buhar basinci (Gaz basincini duzeltmek icin subuh}rl basingini ctkarmak
gerekir)

SEKIL 27-2 Sabun-képukli akis olcer (Agilent
Technologies'in izniyle).
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GAZ KROMATOGRAFISI CIHAZI

Tasiyica
gar kaynag

Ekran

I

.

Akig
ayarlayc

i

| | Mumune
Numune ==~ cnjeksiyon
| | bilmesi
|
 Finn

Ve
si1sbenm
A A
i I
EEeeT B R—"
1 I L
Dedekitr pie| o6
; dlger

Tipik bir gaz kromatografi cihazinin blok diyagrami.
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Basing kontrol
vanasi

Enjeksiyon Bélmesi

|
|

J J U
.u_ Gaz filtresi

Bilgisayar kontrolii ve
veri isleme

Tasiyicl Gaz

Sekil 2Gaz kromatografi cihazinin sematik gésterimi

Bir gaz kromatografisi sistemi 6 kisimdan
olusur (Sekil 3):

e Taslyicl gaz sistemi

e Numune enjeksiyon kismi

e Kolon
e FiIrnn
e Dedektor
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Taslyici Gaz Sistemileri

GC de hareketli faz tasiyici gaz olarak da i ot Hacarter
adlandinlir. Taslyicl gazlar kimyasal olarak (0eme R=144 R=178
inert gazlardir, bunlar helyum (He), azot (N,) -

ve hidrojendir (H,).

Helyum yaygin olarak kulanilan tasiyici gazdir,
pek cok dedektorle uyum saglar. Ayirma gucu
cok iyidir, bilesikler kolaylkla duftzlenir.

Detector response —s

Azot gazinin ayirma gucu ve ¢oOzunen
difzyonu dusuktur,alev iyonizasyon dedektore
karsi hassasiyeti azdir.

_A.JL__ - M

Hidrojenin ayirmasi c¢ok hizlidir. Metal ' l l TR S | |

o 0 0 .- 14 15 16 9.5 100 105 75 8.0 8.5
yuzeylerde doymamis bilesiklerle katalitik Time (min)

reaksiyon  verir.  Kutle  spektrometreyle

kullanillamaz. Havayla patlayici karisim yapar.

Ayirma gucu c¢ok iyidir, ¢dézUnen difuzyonu  Akis hizi: N2 < He < H2,

hizlidir. diftizyon katsayisi: H2 > He > N2
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Numune Enjeksiyon sistemi o B
Kolonun verimli calisabilmesi icin uygun Py
miktardaki 6rnegin gaz halinde verilebilmesi [‘MM
onemlidir; enjeksiyonun yavas yapilmasi veya ey ;/' f'

gereginden fazla madde verilmesi band it
yayllmasina ve ayirmanin kotu olmasina yol i

acar.

Gaz kromatografisinde oOrnek enjeksiyonu

ornegin yapisina gore degisir. En iyi kolon g~
L

performansinin elde edilebilmesi icin verilen
ornegin hacmi en dusuk duzeyde tutulmalidir.
Ayirma gucU kaybr ve band genislemesi , S |
olmamasi icin drnegin kolona girisi bir buhar SEKIL 27-3 Numune enjeksiyonu icin mikrogiringa set
‘tipasindan verilmelidir. (Hamilton Company’in izniyle).

Kati ornekler coOzulerek kullanilir, veya ince

cidarl bir tup icinde kolona konulur ve tup

disardan kirilarak maddenin kolona girmesi

saglanir. Sivi numuneler icin enjeksiyon yeterli

Iken gaz numunelerin sisteme verilmesi icin

0zel dizeneklere ihtiyac duyulur.

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN 61




Kolonlar

Gaz kromatografisinde iki tip kold

Kapiler kolonlar (Acik boru)

Dolgulu kolonlar

Kapiler kolonlar (gaz-sivi kromatografisinde kullanilir), kapiler tupten (0.3-0.5 mm i¢ ¢cap)
yapiimis ve ici 1 mikro metre kadar kalinlikta sivi ile kaplanmis kolonlardir. Kapiler
kolonlardaki basin¢ dususu ihmal edilebilir duzeyde oldugundan bu tip kolonlar cok
uzundur (10-100 m veya daha fazla);

Teorik tabaka sayisi birka¢ ylz bin olan kolonlar hazirlanabilir. Bu kolonlarin 6rnek alma
kapasiteleri cok dusuktur (< 0.01 mikro litre). Kapiler kolonlarin kapasitesi, tupun icini
grafit, metal oksit veya silika gibi por6z bir madde ile kaplayarak artirilabilir. Boylece yuzey
alani artirilarak tupte kalan ornek miktari ve dolayisiyla kolonun kapasitesi de artirilmis
olur.

Dolgulu kolonlar (gaz-kati kromatografisinde kullanilir)

| ‘-“I'»..‘ ( \\
AN

Bunlar katlanmis veya sarimlar seklindedir, bOylece termostat icine sigao\\

sarim sekline getirfléReKefireninmictieAkonur. lyi hazirlanmis bir kolonla sy jeac: spirre@rrreizrese

ell




Kolon Sicakliginin Kontroll /firin

Kolon sicakhgl c¢cok onemli bir
degiskendir ve hassas bir calismada 1
derecenin onda birkac degerine kadar
kontrol edilebilmelidir. Kolon, normal
olarak, termostatik bir etuv icinde
bulundurulur. Optimum kolon sicakligl
ornegin  kaynama noktasina ve
istenilen aylrmanin derecesine
bagldir. Sicakligin, 6rnegin ortalama
kaynama noktasina esit veya biraz
yuksek olmasi siyirma suresini onemli
derecede degistirir. Kaynama araligl
genis olan Orneklerde programl
sicaklik uygulamasi Onerilir. Boyle bir
calismada kolon sicakligi ayirma
islemi ile paralel olarak artar; artis
surekli veya kademeler seklindedir.
Sekilde sicaklik programlamasiyla bir
kromatogramin nasill duzeldigi
gorulmektedir.

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN

LE

: T = 45°C
2 :
| ] 'y
| A
i [ f \ 3
G Mk e I N
0 10 20 0
L — ]
—l' b
5 b
|. G r 145°C
f | J
| | 1 'lll-
-li-1i__||_ 1 & 8

L 143 30 30

{c)

I programilanmug (alicak eksene bakmz)

| i L S "'\-\.\,."-'-_ .-I | T SE— . 1 g L — &
| ] I
0 10 20 10
Laman, dakika

0= G- o0 12007 150" 1 80F

sacakhk, O
Gaz kromatogramlanna sicaklk etkisi:
() 45°C'a izotermal;
(b) 145°C"ta izotermal;
(c) 30°Can 180°C"a programlanmig
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Dedektorler

Gaz-sivi kromatografisi dedektor sistemleri, kolondan cikan maddeleri suratle ve
hassasiyetle algillayabilmelidir. Herhangi bir anda, tasiyici gazdaki madde
konsantrasyonu sadece binde birkac seviyesindedir ve dedektor bunun cok altindaki
degerleri algilayabilecek kapasitede olmalidir. Ayrica bir pikin dedektorl gectigi sure 1
sn veya daha kisa bir zaman araligl oldugundan, dedektor kisa bir periyot icinde tim
algilama gucunu gosterebilmelidir.

Dedektorin dogrusal ve duzenli algllama yapabilmesi ve uzun sure kararhligini
koruyabilmesi istenir. Tek bir dedektor butin numune cesitleri icin gerekli 6zelliklerin
hepsini birden karsilayamaz. Burada en ¢ok kullanilan dedektor tipleri gorulecektir.

ideal bir dedektor de asagidaki 6zellikler aranir;

m Yeterli duyarlk

m lyi bir kararllik ve tekrarlanabilirlik

m Genis dogrusal calisma araligl

m Oda sicakhgindan 400 °C’a kadar calisabilme
m Akis hizindan bagimsiz cevap suresi

m  YUksek guvenilirlik ve kullanim kolayhgi

m Herturden analite benzer cevap vermesi

m  Numuneyi parcalamama
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sl [letkenlik Dedektori

Gecmiste, basit ve evrensel (tum analitlere yanit
veren) olmalarindan dolayi iIsil iletkenlik dedektorleri
gaz kromatografisinde yaygin olarak kullaniliyordu. Isil
iletkenlik dedektorleri dolgulu kolonlar icin yararhdir.
Bunlar, acik boru tipi kolonlarla kullanilan diger
detektorlerden daha az duyarhdir .

Isil iletkenlik bir maddenin sicak bir bolgeden soguk
bir bolgeye I1sI tasima 0zelligini olcer. Helyum bir sl
iletkenlik dedektorl ile yaygin olarak kullanilan tasiyici

gazdir. Helyum en yuksek ikinci i1sil iletkenlige (H,'den
sonra) sahiptir, dolayisiyla helyumla karismis olan
herhangi bir analit, gaz akiminin iletkenligini dusurur.
Sekil’de, kromatografi kolonundan c¢ikan gaz bir sicak
tungsten-renyum teli Uzerinden akar.

Analit kolondan c¢iktigl zaman, gaz akiminin iletkenligi
azalir, tel daha sicak olur, onun elektriksel direnci
artar ve tel boyunca gerilim degisir. Dedektor
gerilimdeki degisikligi Olcer.
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NH, 0,0215
M. 00243
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Alev iyonlagsma dedektori

Sekildeki alev iyonlasma dedektoriinin calisma ilkesi; kolondan
¢ikan organik bilesiklerin bir H, ve hava karisiminda yakilmasiyla
olusan iyonlarin sayilmasina dayanir. Yakilan karbon atomlari, CH
radikallerini, onlar da CHO* iyonlarini olusturur. 10> karbon
atomunun sadece yaklasik 1’'i bir iyon Uretir, iyon Uretimi aleve
giren karbon atomlarinin sayisiyla orantilidir. Bu iyonlari tespit
etmek icin potansiyel bir fark saglamak icin iki kullanihr.
Pozitif elektrot, alevin Uretildigi kafa gorevi gorir, negatif elektrot
ise alevin Uzerine yerlestirilmistir. Pozitif iyonlar toplayici negatif
elektroda cekilir ve plakaya carptiktan sonra bir akima neden olur.
Bu akim yuksek empedansh bir ampermetre ile olcilur. Veriler
bilgisayarla islenerek grafik haline getirilir.  Genel olarak, x
ekseninde zamani olan bir grafik ve y eksenindeki toplam iyon
goruntdlenir.

'—I".I— Toplayic

—+— Negatif elektrot

—‘: ~ Pozitif elektrot

[ —
|

'L’l d H—(—HHf == - Hava yayicisi
Hava -~ - e

_. Aleslayici bobin

__ Cam yaltma

o ’
\ o
| -
\
\ 7

v f \ Kolondan
rie
—_—— — akimi
— —
Hidrojen gins

Tipik bir alev iyonlasma dedektérii

Olciilen akim kabaca alevdeki karbon atomlarinin oranina karsilik gelir. Dedektodriin yaniti, birim
zamanda dedektore carpan karbon iyonlarinin sayisina gore belirlenir. Bu, dedektori derisim yerine
kiitleye duyarli hale getirir, bu da dedektorin yaniti tasiyici gaz akis hizindaki degisikliklerden buiyuk

Olcude etkilenmedigi icin yararhdir.

Gozlenebilme siniri isil iletkenlik dedektoriniinkiinden yaklasik 100 defa daha kuiguktir (Cizelge 1) ve
He yerine N, tasiyici gazi kullanildiginda %50 azalir. Tasiyici gaz olarak He veya N,, yanici gaz olarak H,,
yakici gaz olarak da O, veya hava kullanilir. Agik boru tipi kolonlar icin, H, veya He ¢iktisina, dedektore
girmeden 6nce N, telafi gazi ilave edilir. Alev iyonlagsma dedekt6ri dar delikli agik boru tipi kolonlar
icin yeteri kadar duyarlidir. Cogu hidrokarbonlara yanit verir ve H,, He, N,, O,, CO, CO,, H,0, NH;, NO,

H,S ve SiF, gibi hidrokarbon olmayan analitlere duyarsizdir.
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Ugucu sivi veya gaz halindeki 6rnek bir septum icinden hizlica buharlasacagi
Isitilmig bir bélmeye enjekte edilir. Buhar, He, N, veya H, tasiyici gaziyla kolon
boyunca supurilir ve ayrilan analitler, bir dedektor icinden gecer. Kolon,
analitlerin kabul edilebilir bir siirede kolondan geri alinmasi (elue edilmesi) icin
yeterli buhar basincini saglayacak kadar sicak olmalidir. Dedekt6r, analitlerin gaz
halinde kalmasi icin, kolondan daha yiksek bir sicaklikta tutulur.

Asagidaki cizelgede Gaz kromatografide kullanilan dedektorlerin o6zellikleri
verilmistir.

Gaz Kromatografik Dedekttrler

Tipi Uygulanan Numuneler Gozlenchilme Sinin

Alev iyonlagma Hidrokarbonlar 1 pefs

Termal iletkenlik Her tip bilegik 500 pg/mL

Elektron yakalama Halojenli bilesikler 5fgfs

Kiitle spektrometre (MS) Her tiir igin ayarlanabilir 0,25 - 100 pg

Termiyonik Azot ve fosfor bilesiklen 0.1 pgfs (F), | pefs (N)
Elektrolitik iletkenlik (Hall) Halojen, kilkiirt veya azot igeren bilesikler 0.5 pg CIfs, 2 pg §/5, 4 pg Nfs
Fotoiyonlagma UV 1gimiyla iyonlagan bilegikler 2pe Cis

Fourier déniisimld IR (FTIR) Organik bilesikler 0.2-40ng
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Kolon dolgusu icin Durgun Fazlar

Kati maddeye emdirilmis sivi kullanildiginda Gaz-sivi kromatografisi adini alir. Bu
yontemde kullanabilecek yuzlerce sivi vardir. Benzer maddelerin bu yontemle
ayrilabilmesi icin uygun bir sivi secimi yapiimalidir.

Bir maddenin alikkonma zamani dogrudan dogruya onun dagiima katsayisina baghdir,
bu da sabit fazin yapisiyla iliskilidir. Gaz-sivi kromatografisindeki sabit sivi fazin
ornekteki maddeler arasinda farkh dagilma katsayisi yaratmasi gerekir. Ayrica, bu
katsayinin cok kucuk veya cok buyuk olmamasi da onemlidir. Dagilma katsayisi kUcuk
olan maddeler kolondan cok hizl ¢cikarlar ve yeterli ayirma olmaz. Dagiima katsayisinin
gereginden buyUuk olmasli durumunda ise maddenin kolondan cikmasi icin gerekli
zaman ¢ok uzar.

Kolon icinde yeterli bir alikonma zamani, maddenin sabit faz ile bir dereceye kadar
uyumlu (¢Ozunebilir) olmasiyla saglanir. Bu ise madde ile sabit fazin polaritelerinin
kismen benzer olmalarini gerektirir. Ornegin, hidrokarbonlar veya eterler gibi polar
olmayan bir homolog seri, (yuksek molekul agirlikli bir dogmus hidrokarbon) gibi bir
sabit sivi faz ile birbirinden ayrilabilir. Diger yandan, alkoller ve aminler, polietilen glikol
gibi daha polar bir sivi ile calisilir. Aromatik hidrokarbonlar icin ise benzildifenil sabit
sivi fazi uygundur.

Polarliklari birbirine benzeyen maddeler ¢cogunlukla, kaynama noktas! sirasina gore
ayrilirlar; kaynama noktasi farki artikca ayrilma daha iyi olur. Kaynama noktalari
birbirine yakin, fakat polariteleri farkli olan maddelerin ayrilmasi icin, sabit sivi fazin
magddelerden hirinj (veya daha fazlasini) dipol etkisiyle veya katiima ile tutmasgy gerekir



CIZELGE 27-2 Tipik GC Kolonlarin Ozellik ve Nitelikleri

Kolon Tipi
FSWC#* WCOT? SCOT* Dolgulu
Uzunluk, m 10-100 10-100 10-100 1-6
I¢ cap, mm 0,1-0,3 0,25-0,75 0,5 2-4
Verim, tabaka/m 20004000 1000—4000 600-1200 500-1000
Numune biiyiikliigii, ng 10-75 10-1000 10-1000 10-10°
Bagil basing Diisiik Diigiik Diisiik Yiiksek
Bagil hiz Hizlh Hizlh Hizl Yavas
Esneklik Evet Hayir Hayir Hayir
Kimyasal inertlik En iyt En kotii
*Ergitilmig silis acik bolusal kolon
TCeperi kaplh acik borusal kolon
#Destek kapl acik borusal kolon (gozenekli tabaka agik borusal, PLOT olarak da anilir).
Tablo-1: Hidrokarbonlarin Gesitli sabit Sivilarla Ayriimasi
Relatif alikonma zamani
Bilesik e Asetonil ase Glikolde
noktasi “C i_izobiiti -
Tri-izobdtilen ton AGNO:

Etan -10.4 1.0 1.0 1.0

Izobitan 117 0.6 22 075

lzobiiten 5.9 6.7 475 3.25

Biten-1 5.3 6.7 475 5.25

Bltadien -4.4 6.7 10.0 10.0

n-Botan 0.5 7.0 3.0 075

Trans-biten-2 0.88 8.0 5.85 1.75

Cis-Buten-2 3.72 8.9 6.8 0.0
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CIZELGE 27-3 GLC igin Bazi Yaygin Sivi Durgun Fazlar

Genel En Yiiksek

Durgun Faz Ticari Ad Sicaklik, °C Genel Uygulamalari

Polidimetil siloksan OV-1, SE-30 350 Genel amagh apolar faz,
hidrokarbonlar, poliniikleer
aromatikler; ilaclar; steroitler,
PCB’ler

%35 Fenil-polidimetil OV-3, SE-52 350 Yag asidi metilesterleri, alkaloitler,

siloksan ilaclar, halojenli bilegikler

%350 Fenil-polidimetil OV-17 250 Uaglar, steroitler, pestisitler;

siloksan glikoller

%350 Trifloropropil-polidimetil OV-210 200 Klorlanmig aromatikler,

siloksan nitroaromatikler, alkil
siibstitiie benzenler

Polietilen glikol Carbowax 20M 250 Serbest asitler, alkoller, eterler,
eteri yaglar, glikoller

%50 Siyanopropil- OV-275 240 Poli-doymamig yag asitleri, rozin

polidimetil siloksan asitleri, serbest asitler, alkoller

Bir grup maddenin bulundugu bir Ornegin analizi icin gerekli sabit fazin
saptanmasinda cesitli yontemler uygulanir. Bunlardan birinde, sabit fazlardaki
benzen, etanol, metiletil keton, nitrometan, ve pridinin alikonma indisleri, ayni
solventlerin squalane uzerinde gosterdigi alikonma indisleri ile kiyaslanir.

Sonucta elde edilen verilerle, sabit fazlar siniflandirilir. Yine de bir ayirma isle-
minde kullanilacak sabit fazlar arasinda deneme ile en uygunu secilmelidir.
Tabloda cok kullanilan bazi sabit sivi fazlarin listesi verilmistir.
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Asafidaki malzemelerle kaplanmis agik borusal kolonlardan elde edilen tipik

kromatogramilar: (a) polidimetilsiloksan; (b) %5 (fenil metildimetil) siloksan; (c) %50 (fenil

metildimetil) siloksan; (d) 250 poli(trifloropropil-dimetil) siloksan; (e) polietilen glikol ve (f) %50

pali(sivanopropil dimetil) siloksan
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Kalitatif Analiz

Sivi-kromatografisi gibi gaz kromatografisi de karmasik karisimlari ayirmada ve her bir
maddenin tanimlanmasinda kullanilan 6nemli bir ydontemdir.

Alikonma Zamani ve Alikonma Hacmi

Bir maddenin kalitatif analizi icin tek bir allkonma zamani yeterli degildir. Cinku allkonma
zamanli kolon sicakligl, akis hizi, basing, ve sabit fazin yapisi gibi calisma kosullarina gore
degisir. Emin olmak icin analit ve standardin alikonma zamanlar, calisma kosullari
degistirilerek incelenir, her ikisindeki allkonma zamani benzer bir degisiklik gosteriyorsa,
analitin standart ile ayni madde oldugu soéylenebilir. Veya, iki/U¢ ayri kolonda iki/uc farkl
sicaklikta elde edilen allkonma zamanlarinin analit ve standart icin benzer olmalari da
maddenin tanimlanmasi icin yeterlidir. Bir karisimdaki maddelerin birbirinden ayrildiktan

sonra tanimlanmasi, karisim halindeyken tanimlanmasindan daha kolaydir. (ta)g - tw
o=

Secicilik faktorleri:  (tr)a-tw

A analitinin bulundugu bir 6rnege B i¢c standart ilave edilerek o parametresi bulunur. A ve B
kimyasal olarak birbirinin benzeri maddeler oldugundan kolon degiskenlerinden etkilenmez.
A ve B'nin pikleri birbiri Gzerine diusmemeli ve her ikisi de birbiriyle ve hareketli fazla uyumlu
olmahdir. Secicilik faktorinun, sadece (tg), , (tr)g Ve t;, Olcimlerinden bulunabilme gibi bir
avantaji vardir.

Alikonma indeksi

Allkonma indeksi () Kovats tarafindan cikariimis bir parametredir; kromatografik verilerin
rapor edilmesinde kullanilir. Bir analitin alikonma indeksi analit pikini iki veya daha fazla
normal parafin piki ile kiyaslayarak bulunur.
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Homolog bir seride bulunan maddelerin alikonma zamanlarinin (veya hacimlerinin)
logaritmalar t'R ('R = t; - t,,) bu maddelerin icerdikleri karbon sayisi ile dogrusal
bir iliski gosterir. Bunun sonucu olarak da n-parafinlerde (t; - t,,) degerlerinin
allkonma zamanlarina gore cizilen grafigi bir dogru verir. Buna gore X maddesinin

allkonma indeksi asagidaki esitlikle tarif edilir
log (Tr)x — 10g (T'R)n

= 100 [
109 (Urdnet - 100 (Tr)n

]+ 100 n

'R, her madde icin duzeltilmis alilkonma zamanidir
e 'R = (tR - tM) ye esittir. X analiti, n ve (n+1)
karbon saylsina goren-parafinleri belirtir.
Hidrokarbonlar, alilkonma sureleri analitin alilkonma
uresini icine alacak sekilde secilir.

4 -C9 n-Parafinler icin cizilen grafik Sekil'de
orulmektedir. Uc bilesigin ayni kolonda ve ayn
Icakliktaki log allkonma zamanlari da ordinatta
osterilmistir. Allkonma indeksleri, apsiste karsiligi
lan degerlerin 100 ile carpilmasiyla bulunur:

oluenin alikonma indeksi 749, benzeninki 644'dur.
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Alkan karbonu sayisi

SEKIL 27-18 Ug maddenin alikonma indislerinin
bulunmasinda kullanilan bir yéntemin grafik gdsterimi.
Durgun faz: skualen. Sicaklik: 60°C. Normal alkanlar olan

nonan ve hekzan
gOsterilmistir.

standartlari igin alikonma indisleri oklarla
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3.4
Ornek Petrocol Column DH(Supelco), logt Rix) 3.2
L=50m, T=60°C, He 3,03 p--a-n-
C(390) P--30 :
(731) (1350) 2.8 % :
C-(563) (tg Sec) 2,65 p- YL LELTE g (:?/ E
o = ' ;S .
c ) > : :
@ Cs(938) < 2.4 Z ; :
= X 2.2 : :
ty(281) = - Co(1819) Karbon sayisi (s) .
\‘ j 2.0 ' y - Y
| ,‘ 6 7 8
0 5 10 15 20 tmm 30 min. hoen =757 Iksilen= 856

ukarida 4 homolog alkan karisimina enjekte edilmis toluen ve ksilenin gaz
romatogrami verilmistir. Grafikteki verileri kullanarak, toluen ve ksilen icin alikonma
ndekslerini hesaplayiniz. (piklerin alikonma zamani saniye cinsinden ifade edilmistir)
grafikteki dikey eksendeki degerler s cinsinden duzeltilmis alilkonma zamanlaridir)
romatogramdan su degerleri elde ederiz.

tr)oien= 12,2, Toluen icin C, ve Cg karbonlu alikonma zamanlarini

trhsiien= 22,9  Ksilen igin Cg ve Cq karbonlu alikonma zamanlarini kullanirsak;

ksilen™
. log(12,2—-4,7)-log(9,4—-4,7)] _ _
totuen = 100n+100 [log(l5,6—4,7)—log(9,4—4,7)]_ 100.7+55,6= 755,6

log(22,5—-4,7)—-log(15,6—4,7)
log(30,3—4,7)—log(15,6—4,7)

siten = 100n+100 | |- 100.8+ 58,3- 858,3
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ORNEK:
Asadidaki verileri kullanarak 100 “Cde squalene kolondaki benzenin alikonma
indeksini hesaplayiniz.

madde (tr —twa), dak. |
n-heksan 3.43 600
benzen 472 ?
n-heptan 6.96 700

Denklem(7)'de dederler yerine konur.

log 4.72 - log 3.43
| =100 | ]1+100 X 6 = 45.1 + 600 = 645
log 6.96 - log 3.43
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Kantitatif Analiz

Bir gaz-sivi kromatografi kolonundan alinan dedektor sinyali
kantitatif ve yarn kantitatif analizde kullanilir. Cok iyi kontrol edilen
kosullarda %1-3 kadar duyarlikla tayin yapilabilir. Pek cok analitik
yontemde oldugu gibi sonuclarin dogrulugun-da, kalibrasyon ve
degisken parametrelerin kontroll cok onemlidir; 6rnegin yapisi da
dogrulugu kismen de olsa etkileyebilir.

Daha dnce Kromatografi basliginda verilen kantitatif analiz teknikleri
gaz kromatografi icin de gecerlidir.
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GC/MS

Enjeksiyon
nokiasi
ﬂ | . ] age
/ []], Semnigals iyon  Kiltle analizor
kaynaf biilgesi Elektron
Tagiyica | e
teied bilgesi Itic
gaz gingl | | | | = i gofta
AW |tllJlII | y Veri
GC Kolon [ J gt
Gaz kromatografi \.,.
firimi H
Aktarim  Odaklama
hatti merceklen
(b)

Tipik bir kilcal GCMS  sisteminin semasi. GC'den ¢ikan

karigim kitle spektrometrenin girigine  gelir ve burada gazdaki molekilier

pargalara aynhr; iyonlagtinhr; analizlenir ve dedekte edilir.
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Molekul Kutlesi

1. 74
2:143
3:171
“ 20 - 4: 130
= - 5
216 5: 173
x 12 4 (@) Bir GC/MS sisteminden alinan
3 03 | : tipik giktilar. (a) Beg bilegenii bir kangimin
0.4 JlIIL toplam-iyon akimi kromatogrami. Bilegenler: 1.N-
0 nitrozodimetilamin, 2. bis(2-kloroetiljeter, 3. bis(2-
kloroisopropil)eter, 4. N-nitrozodi-n-propilamin ve
5. bis(2-kloroetoksi)metan. (b) mz = 74 igin kiitle
miz 74 kromatogrami. Buradaki pik n-nitrozodimetilamin
T 20 (C.HgN,0) bilesigi molekiler iyonuna aittir. (c)
= L6 m/z = 93 igin baska bir segilmig-iyon
L: 1.2 (b) kromatogram. Pik 2 ve Pik 5 bu m/z degerinde,
e pargalanma Grnlerinden kaynaklanan pikler
= 04 vermektedir
0
miz 93
= 20
216
- 12 (©)
= 08
2 04
Os 10 12 14 16 18 20
Zaman, dakika

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN 78




SIVI KROMATOGRAFISI (LC)

(1) Yiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)

(2) Adsorpsiyon veya sivi-kati kromatografisi
3) Dagilim kromatografisi
4) lyon kromatografisi

5) Boyut eleme veya jel kromatografisi

HPLC kromatografisinde

Tasiyic1 (hareketli faz) olarak genelde
Cesitli organik coziiciiler

Durgun (sabit) faz olarak,

Silis ve Aliimiina tiirevleri

Dedektor olarak

UV-GB Absorpsiyon, IR, Kirma indisi,

Floresans dedektorleri kullanilir.
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YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISI (HPLC)

Sivi kromatografisi yonteminin 0zel bir uygulamasi olan yiksek performansli
sivi kromatografisinde (HPLC), hareketli faz sivi durgun faz ise, kati parcaciklardan

(alumuna, silikajel vb.) olusur.

Durgun (sabit) faz olarak kullanilan malzemenin tanecik boyutlarinin dnemli olcude
kucultilmesi sonucu hareketli faz ile etkilesen sabit faz yuzey alani buyur ve boylece
kolonun etkinligi arttirlimis olur. Cok siki olarak doldurulmus kolondan hareketli
fazin belirli bir hizla gecebilmesi icin bir basing uygulanmasi gerekir. Bu yuksek
verimdeki kolonlarin ve oldukca yuksek basinclarin kullanildigi HPLC, element ve
organik molekul tdrlendiriimesinde ve tayininde yaygin bicimde kullanilan
kromatografi turudur.

HPLC gunumuizde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tip kimyasl, bitki
kimyasi, tarim ilaclarinda ayirma ve tayin icin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.
Bu yontemle cevre sicakliginda termal olarak kararsiz bilesikleri ve yuksek
polarliktaki bilesikleri herhangi bir tureviendirme olmaksizin ayirmak ve analiz
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Yukaridaki sekilde gorulen HPLC cihazi baslica U¢ ana boélumden olusur:
e (COzUcU dagitma sistemi

* Ayirma kolonu

* Dedektor ve kaydedici sistem

1. C6zicl Dagitma Sistemi

HPLC cihazi, diger sivi kromatografisi cihazlarindan, daha 6nce de belirtildigi gibi, kolon giris ve
cikisi arasinda olusturulmasi gereken yuksek basin¢ nedeni ile farklilik gosterir. Bu basing farki,
kolon girisine bir pompa yoluyla uygulanan basing ile saglanir. Pompanin performansi, analitik
sonuclardaki tekrarlanabilirligi, nicel degeri, gozlenebilme siniri vb. degerleri buyuk olcude
etkiler. Ticari olarak mevcut pompalama sistemlerinin farkli tipleri sunlardir:

* Dogrudan gaz basin¢ pompalari

* Pnomatik hizlandirici pompalar

* Pistonlu pompalar

* Siringa tipi pompalar

Sivi kromatografisinde, iki farkli ornek enjeksiyon sistemi kullanilir.

1. Hareketli faz akisi olurken; Septum yoluyla kolon basina mikrosiringa ile enjeksiyon,
a)Hareketli faz akisinin durdurulmasiyla septum yoluyla enjeksiyon,

b)Kolonun hemen basinda hareket eden faza septum yoluyla enjeksiyon.

2. Dis ilmek subabi (valfi)yoluyla enjeksiyon.
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2. Ayirma Kolonlar

HPLC cihazinda kullanilan kolonlar, yuksek basinci korumak icin paslanmaz celikten
yaplimislardir. Bunlar bastan basa duzgun bir i¢c capa sahiptirler ve ticari olarak
degisik buyukltklerde mevcutturlar.

Bir kromatografik sistemin performansi, kolonda gerceklestirilen ayirma ile yani,
kolon dolgu maddesinin secilmesi ve kullaniimasiyla tayin edilir.

lyi bir kolon dolgu maddesi kararl olmalidir ve hem hareketli faz ¢oziiciilerine hem de
ornek coOzeltilere karsi eylemsiz olmahdir. Genis yuzey alanina, duzgun olarak
dagiimis ve hareketli faza kolay erisebilir acik yapisal yluzeye sahip olmahdir. Yiksek
basing ve yuksek akis hizlarindan etkilenmemelidir.

Kolon verimi; kolon dolgu maddesi, ortalama parcacik ¢capi, kolonu doldurmak icin
kullanilan teknikler, kolonun i¢c capil ve kolonun i¢ yuzeyinin geometrisi gibi pek cok
faktor tarafindan tayin edilir. Paslanmaz celik kolonlarin, malzeme ozellikleri
acisindan en uygun kolonlar oldugu ortaya cikmistir. Analitik uygulamalarda, 2,1 mm,
3,2 mm ve 4,5 mm i¢c capa sahip kolonlar 10-30 cm arasindaki uzunluklarda
kullantlirlar.
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Enjeksiyon sistemi-kolon ve kolon-dedektor arasindaki baglanti borularinin
uzunlugunun mumkun oldugu kadar kisa tutulmasi istenir. Kolon c¢ikisina ve
dedektdr sistemine baglanmis borularin en iyisi, hareketli fazla onemsiz
Olcude seyrelmeye izin veren en dusuk ol hacme sahip olanidir. Bu o6rnek
seyrelmesini engelleyen, 0,025-0,05 cm i¢c capa sahip (celik ve teflon)
baglanti borularinin kullaniimasiyla basarilir.

HPLC calismalarinda sabit faz olarak genellikle silika jel kullanilr. igerdigi
SiOH gruplarn nedeniyle zayif asidik o0zellik gosteren silikajel, bazik ozellik
gosteren bilesikleri bazlik kuvvetlerine gore tutar. Yani, kuvvetli bazlar silika
jel kolonlarda zayif bazlara oranla daha kuvvetli tutulurlar. Silika jel dogrudan
dolgu maddesi olarak kullanildigl gibi bir kati yuzeyine film halinde
kaplanabilir. Bu katinin cam boncuk olmasi durumunda bu ince tabaka,
yuzeye kimyasal baglarla baglanir. Asidik 06zellik gosteren bilesiklerin
ayrilmasini saglayan, yani bazik 6zellik tasiyan bir kolon dolgu maddesi de
aluminadir. Bu dolgu maddesi de kati bir yuzeye film halinde kaplanarak
kullantlir.
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CIZELGE 24-3 Ticari HPLC dadekt8rlarinin karsilastinimasi

Dedekt6r|er |
Yaklagik gozlenebilme Gradyent

Ornek, hareketli faz ile birlikte kolon boyunca Delektin e i yarark
suriklenerek dedektore tasinir. HPLC cihazlarinda Eﬂfﬁiﬂ " ?blollom E"EI
o0 o . . Il IDQIEl avir
kgllanllan dedektorler, dlge[ SIVI kromatogrqflgl Buharlagtrcr ik sagimas 0Ll vt
cihazlarinda kullanilan dedektorlerle aynidir. Analizin | ki serosol ) Evet
amacina gore UV absorpsiyon, Kkirilma indisi, | Elekokimyasal 0011 Hayr
floresans ve elektrokimyasal dedektorler kullaniir. | ™= e o
Ideal bir dedektor su 6zelliklere sahip olmaldir: Auot(N == NOSNO; i) 03 Evet
Llekenlik 05-1 Hayr
Kiitle spektrometri 01-1 Evet
Fourier doniisfimli infraret 1000 Evet

* DUsUk gurultu seviyesine sahip olmalidir. Boylece ayrilan bilesenlerin kUcuk miktarlari bile
gozlenebilir.

* Hizl ayrilan pikleri kaydetmek icin suratli cevap zamanina sahip olmalidir.
* Hareketli fazdaki akis hizi, sicaklik ve fazin bilesimindeki degisimlere karsi bir dereceye
kadar duyarsiz olmalidir.
* Butln ¢cozunenlere cevap vermeli veya en azindan tahmin edilebilir, tatmin edici bir
secicilige sahip olmalidir.
* Kolay calisir olmali ve kararliligl fazla olmalidir.
* Olusan pikte nitel bilgi de saglamalidir.
HPLC dedektorlerinin iki tipine rastlamak mumkundur.
1. Genel dedektorler 2. Secici dedektorler
Genel dedektorler, hareketli faz ve 6rnek ¢dzeltisinin 6zelliklerindeki degisimi dlger.
Secici dedektorler ise yalniz 6rnek ¢ozeltisi icin duyarlik ve secicilik gosterir. Genel 6zellikli
dedektorlere 6rnek olarak kirllma indisi 0lcen dedektorler ve kutle spektrofotometreleri
verilebilir. Secici dedektorlere ornek olarak da UV, FT-IR, floresans, elektrokimyasal,
radyokimyasal, iletkenlik dedektorleri verilebilir.
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UV absorpsiyon dedektoru, kolondan ayrilarak dedektore ulasan
bilesenlerin ultraviyole bdlgede yaptigl absorbansin dlcumune
dayanir. Tek bir dalga boyunda calisan dedektorler kullanilabildigi gibi
bir monokromator ile cesitli dalga boylarini secerek calisan
dedektorler de vardir. Tek dalga boyunda calisan dedektorlerde isik
kaynagl olarak genellikle 254 nm’de 1sima yapan Hg lambasi, cesitli
dalga boylarini 6lcebilen dedektorlerde ise doteryum lambasi
kullanilir. Spektrofotometrik 6lcum temeli ile ¢alisan bir baska
dedektor turd ise fotodiyot dizisidir. Olgumlerin ¢ok hizli bir bicimde
yapilmasinin gerektigi analizlerde genellikle bu dedektor kullanihir. UV
dedektorun ozellikleri sunlardir:

* Orneklerin UV- gériiniir bdlgede absorpsiyon yapmasi gerekir.
* Hareketli faz akis hizi ve sicaklik degisimlerinden etkilenmez.
* Band genisletme etkisi kuguktur.

* Cok guvenilirdir, calistiriimasi kolaydir.

* Ornek cozeltiyi bozmaz.
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HPLC’nin diger kromatografi turlerinden ustunlukleri :

HPLC kolonu, rejenerasyon olmaksizin pek ¢cok kez kullanilabilir.

Boyle kolonlarda gerceklestirilen ayirma, eski yontemlerle elde
edilenden cok daha cesitlidir.

Bu teknik kullanicinin becerisine daha az bagimhdir ve
tekrarlanabilirlik daha yuksektir.

Nicel analiz icin de kullanilabilir.
Analiz suresi ¢cok kisadir.

Duyarlik cok yuksektir, 10 ug lik bir ornek bile, floresans veya
elektron yakalama dedektorleri kullanilarak tayin edilebilir.

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN 87



Kromatografide Ornegin hazirlanmasi

Kati érnekler: Bir 6rnegi HPLC sistemine vermek icin, bu 6rnegin, hareketli faz
olarak kullanilan ¢o6zucude ¢6zunmesi gerekir. Ornegin, metanol/su karisimi bir
hareketli fazla ile analiz yapilacaksa, ornek metanolde, suda veya metanol/su
karisiminda ¢ozulmelidir. Eger 6rnek boyle bir cozucude ¢cozunmuyorsa, diger
bir cozucude ¢ozunmeli, fakat bu dyrumda kullanilan ¢ozucu kesinlikle
hareketli fazla karisabilir olmalidir. Ornek bilesenlerinin, hareketli faz
cozucusunde cokmemesine de dikkat edilmelidir.

Sivi 6rnekler: Sivi 6rneklerde ¢dzucu, sistem ile uyumluysa, dogrudan enjekte
edilebilir. Eger ornekler istenen ¢ozucude degillerse veya enjekte edilecek
kadar derisik degillerse, deristirilmelidir.

Orneklerin stizilmesi: Hareketli faz akisinda azalmaya, geri basincinda
artmaya, kolon veriminde azalmaya ve istenmeyen piklere neden olabilecek
¢c6zUnmeyen maddelerin kolona girmesini 6nlemek icin, 6rnegin enjeksiyondan
once suzulmesi tavsiye edilir.

Dedeksiyon sisteminin korunmasi

Dedeksiyon hlcresinde gaz kabarciklari olusursa, tayinde problemler ortaya
cikar. Gaz kabarciginin olusumunu 6nlemek icin su onlemler alinmahdir:

* Sistemde sizinti olmamalidir.
* Cozucu HPLC sisteminde kullaniimadan once gaz uzaklastiriimahdir.

* Eter, pentan gibi ucucu ¢dzuculer sistemde buharlasacagindan, bunlari
kullanmaktan kaciniimalidir.
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HPLC’ de ¢dzlucU degistirmek suretiyle ayirmanin
iyilestirilmesi

Tek bir ¢cozUcu veya sabit bilesimdeki ¢ozucU
karisimi kullanilarak yapilan elusyona izokratik
ellsyon adi verilir. Bu durumda birbirinden
ayrilamayan maddeler ¢ézucu degistirmek
suretiyle birbirinden ayrilir. Bu amacla
polarliklari birbirinden farkh 2 veya 3 ¢o6zUlcu
kullanilir. Ayirma sirasinda ¢6zucu degistirilir. Bu
yonteme gradiyent eltsyon adi verilir.

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN

(a) Gradiyent eliisyon

Pikler

. Benzen

. Monoklorobenzen
Ortodiklorobenzen
1,2,3-triklorobenzen
1,3,5-triklorobenzen
1,2,4-triklorobenzen
1,2,3,4-tetraklorobenzen
1,2,4,5-tetraklorobenzen
. Pentaklorobonzen
Hekzaklorobenzen

e R R Y R N

w
A
T

(b) Izokratik eliisyon

0 5 10 15 20 25 30
Alikonma siiresi, dakika

Gradiyent eldsyon ile ayirmanmin iyilestirilmesi.
Mumune: 5L, izopropanolde hazidanmis klorlanmig
benzenler. Kolon: 1 m x 2,1 mm i¢ ¢gap, paslanmaz gelik
boru. Dolgu maddesi: %1 Permaphase® ODS. Dedektér: UV
fotometre (254 nm). Kosullar: 60°C sicakhik, 1200 psi basing

89



LC/MS
HPLC | lyon e Kiitle o| lyon i
Kitle Spektrometrik Dedektorler sistemi kaynagi analizorii dedektorii |
Gaz kromatografide  oldugu  gibi, sivi i S e i
kromatografi kolonundan c¢ikan turlerin bir ey o '
kUtle spektrometride tayini cok dogal bir ¢cozim
gibi gorulmektedir. Ancak, bu iki teknigi _
birlestirmede o6nemli sorunlar vardir. CUnka, i;:[‘;e
kutle spektrometre icin gaz halde bir numune sistemi
gerekirken, LC kolonundan cikan bir ¢ozeltidir.

Oncelikle ¢éziiciiniin buharlastiriimasi gerekir. ‘ _ L _
SEKIL 28-13 Bir LC/MS sisteminin blok diyagrami. LC

Ne yazik ki, LC kolondan (;lkf.jn SV kolonundan ¢ikan akigkan, normal atmosfer basincinda
buharlasi nca, olusan gaz hacmi, 94Z  caligan, elektrosprey veya kimyasal iyonlagtirict tipi bir
kromatografi kolonundan c¢ikan gaz hacminin iyonlastiriciya girer. Olusan iyonlar, kiitle analizor

10-1000 kati olabilmektedir. Dolayisiyla, tarafindan ayrilir ve iyon dedektdriinde dedekte edilir.
once ¢Ozucunun baydk  bir  kismini
uzaklastirmak gerekir

Cozucuyu uzaklastirma ve LC kolonuyla MS sistemi arayuzunu olusturma amach cesitli
duzenekler gelistiriimigtir. Guinumizde en yaygin olan yaklasim, atmosferik basingta dusuk
akis hizli iyonlagtirma saglayan bir tekniktir. Tipik bir LC/MS sisteminin blok diyagrami Sekil
28-13'de gorulmektedir. HPLC sistemi nano boyutlu bir kilcal LC sistemi olup akis hizi
ML/dakika mertebesindedir. Bagka bir segenek de, yaygin HPLC sartlarinda oldugu gibi, ¢ikis
hizini 1-2 mL/dakika araliginda tutmaktir. En yaygin iyonlastiricilar, elektrosprey iyonlastiricilar
ve atmosferik basingta kimyasal iyonlastiricilardir .
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ek
p-ksilen tayininde i¢ standart olarak metil
utilketon kullaniimaktadir.

p-ksilen pik
p-ksilen ic standart  alani/ i¢
derisimi p-ksilen pik pik alant  standart pik
(ppm) alani (mm2) (mm?2) alani
2 49075 95476 0,514
4 78112 78268 0,998
6 135404 86908 1,558
8 289025 130899 2,208
10 540289 185794 3,008
Standartlara ve bilinmeyene 10 ppm i¢ standart
eklenmistir.
Bilinmeyen 200456 95089 2,108

tandart eklenmeden kalibrasyon grafigi dogru
e edilmemistir. Buna ragmen grafikten okunan
er 7 ppm dir.

tandart eklenerek p-ksilenin pik alanin/ic
ndardin pik alanina oraninin derisime karsi
figinde ise dogru elde edilmistir. Bu grafikten
e edilen deger ise 7,8 ppm dir.
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%Hata = (7-7,8)/7,8 x100 =-10,25
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lyon-Degistirme Kromatografi

lyon-degistirici recineler kolon kromatografisinde cok kullanilan dolgu maddeleridir. Diger
kolon yontemlerinin tersine burada solvent su, ayrilacak maddeler de iyonlardir. Bu nedenle
iyon-degistirici kromatografi inorganik kimyasal analizlerde ¢cok kullanilan bir ydontemdir. Ayni
zamanda amino asitlerin ve diger organik asiterin ve bazlarin ayrilmasinda da uygundur.

lyon degistirme, bir ¢ozelti ve bu cozelti ile iliski halinde olan fakat ¢oziinmeyen bir kati
madde arasindaki, ayni isaretli iyonlarin birbiri ile yer degistirmesi olayidir. Notral veya
sentetik pek cok madde iyon degistirici gibi davranir. Kil ve zeolitlerin iyon-degistirme
Ozellikleri uzun zamandan beri bilinmekte ve bunlar yuzyilll askin bir suredir bu amacla
kullanilmaktadir. Sentetik iyon-degistirici recineler ilk defa 1935'de yapilmis ve su sertliginin
giderilmesi, suyun saflastiriimasi ve iyon ayirma islemlerinde genis bir uygulama alanina
yayllmistir.

 (FF
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. CIZELGE 25-1 iyon Degistirici Recineler
E————eeeeeeeaeeeeessssssssssssssss |

H™CHy Gt ‘7“ ~CH, Yaygmn ticari adlar
Kimyasal Satm alan Rohm Dow Isil
Recine Tipi yapi sekli & Haas Kimyasal Secicilik kararhlik
e i L Giiglii asidik Stiren ve Aryl—SO3H" Amberlite  Dowex  Ag' >Rb*>Cs* > 1507
CHTCH, CH TCHTCH, T GH™ CH, " CH H™CH, ™ H CH, ™ katyon degistirici  divinilbenzen R-120 S0W K >NH{>Na*>  kadariyi
N kopolimere bagh B S
| olimer zincirle stilfonik asit 24 2+ 24
apraz Zn 1>+Cu >Ni
> Co”
CH™CH, — -
LR bR L CH Tayfasidk  Alilicve p— Ambelc  — gt artspts  10°Ca
Sitiren Divinilbenzen o s g e a : g e
katyon degiistirici ~ divinilbenzen IRC-50 Nt > Lit kadar iyi
kopolimere bagh A L o
e Karboksilik asi H' >Fe" >Ba’
gruplar 8¢ > Catt > Mgt
Capraz bag sitiren divinilbenzen kopolimeri Giiglii bazik Stiren ve Aryl—=CH,N(CHy)3Cl™  Amberlite  Dowex 1 1™ > fenolat™ > 50°Ca
anyon degigtirici ~ divinilbenzen IRA-400 HSO; > ClO5 > kadar
kopolimere NO; >Br >CN~ OH yapist
st e s i bagh kuaterner > HS0; > NOj > CI™> e 150
H™CH, ~CH™CH, " CH amonyum HCO= > 107 : °C’a kadar
H CH, —CH—CH,— H CH,— gruplari 3 > & CI" ve diger
4 : 4 >HC00™ > yapilari iyi
asetat >O0H >F
SOaH’ NCH,CI CH,N(CHyJC! Zayif bazik Stiren ve Aryl=NH(R);CI™ Amberlite ~ Dowex 3 Aril —SO3H > sitrik > Fazla bir
= H_CHZ H™ c|-|2 H™CH,"CH™CH, CH™CH,” ~ H_CHz_ H™CH,~CH™CH,~CH™CH,” CH™CH,™ anyon defistirici  divinilbenzen IR-45 Cr0; > H,$0, > bilgi meveut
kopolimere bagh tartarik > oksalik > degil; 65°C
polialkilamin HiPO, > HiAsO, > ile sunurh
30y > H3AsUy
pan HNO, > HI > HBr
SOsH SO3H’ CH, me wnm > HCl > HF >
HCO,H >
Kuvvetli asidik katyon degistirici regine Kuvvetli bazik anyon degjistirici reine CH,CO,H > H,CO,4
SEKiL 25-1 Cap[az bagh sitiren divinilbenzen iyon de§|§tmc| re;inesin[n yapisi KAWNAK: J X. Khym'den wyarlands, Analytical Ion-Exchange Procedures in Chemistry and Biology (Englewood Cliffs,

NU: Prentice Hall, 1974)

izelge'de zayif veya kuvvetli asidik veya bazik iyon degistiriciler siniflandiniimistir. Kuvvetli asidik
ecinelerin sulfonat gruplar (—S0%; ) kuvvetli asidik ¢ozeltilerde bile

yonlasmis olarak kalirlar. Zayif asidik recinelerin karboksil gruplari (—CO, 2 ) yaklasik pH 4'te
rotonlanir ve onlarin katyon degisim kapasitesi kaybolur. “Kuvvetli bazik” kuaterner amonyum
ruplan (—CH,NR,5 ) (tam olarak bazik olmayan) pH'nin tim degerlerinde katyonik o6zelliklerini
orurlar. Zayif bazik 6zellikli tersiyer amonyum (—CH,NHR, , ) anyon degistiriciler orta duzey bazik
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Sentetik iyon-degistirici recineler, her molekulinde ¢ok sayida iyonik fonksiyonel gruplar
iceren yuksek molekul agirlikli polimerik maddelerdir.

Katyon degistirici recinelerden sulfonik asit gruplari (RSO3-H+) iceren kuvvetli asit recineleri,
karboksilik asit gruplari (RCOOH) iceren zayif asit recinelerden daha cok kullantlir.

Anyon-degistirici recinelerde bazik fonksiyonel gruplar bulunur; polimer molekuline
baglanmis, cogunlukla, amin gruplari vardir. Kuvvetli baz degistiricilerde kuvaterner aminler
[RN(CH)*30H], zayif baz olanlarinda ise sekonder veya tersiyer aminler bulunur.

Bir katyon-degistirme reaksiyonu asagidaki denklemle anlatilabilir.
xRSO, H + M™ « 3 (RSO, M+ xH
kah pozelt kat gozelt

Burada M** bir katyonu, R recine molekulunun kalan kismini gosterir. Anyon degistiricinin
reaksiyonu da benzer bir sekilde yazilabilir (A* anyondur).

xRN (CHy)y OH + A" 3 [RN(CH: )l A™ + x OH
kats cozel kat cozelti

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN 94



i.yon-degigtirici recineler siyirma kromatografisinde basari ile kullaniimaktadir.
Ornegin, Beukenkamp ve Reiman, sulfonik asit recinesi (asidik hali) ile
doldurulmus bir kolonla Na* ve K* iyonlarini ayirabilmislerdir.

Ornek kolonun tepesinden konuldugunda her iki alkali iyon icin de asagidaki
reaksiyon olur.

RH + B* 5 RB + H* (1)

Burada B*, Na* veya K* iyonlarini gésterir. iyon degistirme reaksiyonunun denge
sabiti, asagidaki gibi yazilir. Burada [RB] ve [RH] kati recine fazindaki alkali ve
hidrojen iyonla-rinin konsantrasyonlaridir (veya yaklasik aktiviteleri).

. [REIH )

RHIB]

Denklem(2) asagidaki, sekilde yazilabilir. Ky, dagilma katsayisidir.
[RE] K[RH]
- - H:'l:l

B+ ] @)
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lyon Kromatografisi
lyon degisim kromatografisinin yUuksek
performansli  bir  sGrimi  olan  lyon
kromatografisi genel olarak anyon analizleri icin
secilen yontemlerden Dbirisidir.  Yari-iletken

sanayinde, iyonlari giderilmis suda 0,1 ppb ™ o
duzeyinde anyon ve Kkatyonlari izlemekte :[pOH“:
kullanilir. L
Baskilanmis iyon anyon kromatografisinde |, ek
anyonlarin bir karisimi iyon degisimi . [
ile ayinlir ve elektrik iletkenligine goére tayin __F_
edilirler. Baskilanmis-iyon kromatografisinin

puf noktasi, iletkenlik Olcumunden oOnce *“K;Oz

istenmeyen elektrolitlerin uzaklastiriimasidir. ~ **“* Nl |

NaNO; ve CaSO, iceren bir ornegin ayirma o

[

kolonuna (hidroksitli anyon degistirici) enjekte
edilip KOH ile geri alindiginda;

NO5- ve SO,2 iyonlari recine ile dengeye gelir ve
OH- iyonu ile yavas bir sekilde yer degistirir.

Na* ve Ca2* katyonlari tutulmazlar.

SEKIL

Katyon dedistirici
2r

(a)

J M

Amyon
kromatografi

Darigim

//'

Deargim — =

dedekton

KOH

KNO,
K30,

Geri alma slres —-

HNO,,
H,50,

Geri alma slresi —

Katyon
‘ kromatografi
Ornak |—|
Ayinci Katyon HG
ayinct kolon E
H* & NaCl
yapisinda
kuvvet 8 Cac
asidik
katyon
dedistinci -
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(a) Basklanmis-yon anyon kromatograﬁsi' ve (b) Basklanmis-iyon katyon kromatografisinin sematik gasterilisi.

nda, Sekilin Ustunde gosterilen grafikten goruldugu gibi ayirma kolonundan KNO5; ve K,SO,
Bu turler kolaylikla tayin edilemezler, ancak ¢ikan ¢ozelti yiksek bir derisimde KOH icerdiginden
n yuksek iletkenligi analitlerin tayinini bozar. Bu sorunu asmak icin ¢odzelti daha sonra,
nlarin H* ile yer degistirdigi bir baskilayicidan gegirilir.
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Bu ornekte, baskilayicidaki katyon degistirici zar
icerisinde H* iyonu K* ile yer degistirir. H* zarin
disindaki yuksek derisimli yerden, zarin icindeki
dusuk derisimli yere difuzlenir. K* iyonu ise
icerideki yuksek derisimli yerden disaridaki
dusuk derisimli yere difluzlenir. Zar disindaki K*
uzaklastirilir, boylece derisimi zar disinda her
zaman dusuk olur. Sonucta yuksek iletkenlige
sahip olan KOH dusuk iletkenlige sahip olan
H,O’yva donusmektedir. Analit varsa, yUksek
iletkenlige sahip olan HNO; veya H,SO, olusur
ve tayin edilir.

Baskilanmis-iyon katyon kromatografisi benzer
bir sekilde calisir, fakat baskilayici, bir anyon-
degistirici zar boyunca geri alma cozeltisindeki
Cl-, OH- iyonu yer degistirir. Sekilde NaNO3 ve
CaS04’un ayrilmasi  gosterilmektedir.  HCI
cozeltisi ile NaCl ve CaCl2 katyon-degistirici
ayirma kolonundan ayrilir ve NaOH ve Ca(OH),
baskilayici kolonuna verilir. HCI geri alma
cOzeltisi baskilayicida H,0’ya donusturalur.
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Alomma stiness (mn)

Havuz suyunun iyon kromatografisi.

Ust kisimdaki kromatogramlar standartlardan

elde edilmistir. Alttaki havuz suyu romatogramlari
iyonlarin derisimleri pg/mL (ppm) duzeyindedir. An
analizleri, iyon baskilanmis ve iletkenlik dedetorleri ile
mM NaHCO,/3,5 mM Na,CO5 geri alma c¢Ozeltisi Kat
analizlerinde iyon baskilanmis 11 mM H2S04 geri a
coOzeltisi ile kullaniimistir.

llanmamis iyon Kromatografisi;Ayirma kolonun iyon degistirici kapasitesi yeteri kadar
Ikse ve seyreltik cozelti kullaniliyorsa, iyon baskilayicisina gerek yoktur. Ayni zamanda,
t, silikat, sulfur ve siyanur gibi zayif asitlerin anyonlari iyon baskilayicisi ile tayin

ezler, gunkl bu anyonlar cok zayif iletken urtnlerine (H,S gibi) donusurler. o
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(a) BStandart ¢ozeltide baskilanmis iyon a) Standart cozeltide baskilanmis iyon kromatografiyle
romatografiyle anyon analizi katyon analizi
(2,9%8pm F, 30 ppm CI,, 70 ppm NO4,150 ppm S0,2) (7,5 ppm Na*, 3,2 ppm NH,*, 20 ppm K*, 10 ppm Mg?,
b) @@l suyunda anyon analizi : 0,26 ppm F, 43,6 ppm CI- 18 ppm Ca?*
, 5,98ppm NO;,12,6 ppm S0O,2) (b) Gol suyunda katyon analizi:
Kol@h: lon Pac AS14; eluent: 1.0 mM NaHCO, (2,8 ppm Na*, 0,2 ppm NH,*, 3,5 ppm K*, 7,3 ppm
3.5MM Na,COg; akis hizi: 1.2 mL/min; Mg?**, 24 ppm Ca**
Kolon: IonPac CS12A; eluent: 11 mM H,SO,;akis hiz:
1.0 mL/min;
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Geri ylkamanin hidroklorik asit ile yapildigl kosullarda Ky yaklasik olarak sabit kalir, ¢cinku
geri ylkama c¢ozeltisinde hidrojen iyonu konsantrasyonu, potasyum ve sodyum iyonlarina gore
cok buyuktur. Recinenin degistirme yapabilecegi uclari da ornekteki alkali metal iyonlar
sayisindan cok fazladir. Boylece [H*] ve [RH] In toplam konsantrasyonlari, dengenin
kaymasindan etkilenmezler (denklem 1). Buna gore [RH] ve [H*] in [RB] ve [B+] ye gore
buylk oldugu kosullarda denklem(3), denklem(1) gibi kullanilabilir ve genel kromatografi
teorisi, sabit fazin iyon degistirici bir recine oldugu halde de uygulanabilir.

Denklem(3)'deki K, degeri recinenin diger iyonla kiyaslandiginda B* iyonuna karsi ilgisini
gosterir. K buyukse B* iyonunun kati fazda kalma egilimi artar, tersine K, nin kiguk olmasi
bu egilimi azaltir (buradaki diger iyon H* 'dir). H* gibi cok bilinen bir referans iyon secilerek
bilinen bir recine kiyaslanabilir. Boyle bir inceleme cok degerlikli iyonlarin tek degerlikli
iyonlara gore daha siki tutuldugunu gostermistir. Ayni degerlikli iyonlar arasinda yapilan
incelemelerde ise hidratlanmis iyonun, bazi Ozellikleri yaninda, buyUkliginun de etkin
oldugu gozlenmistir. Tipik bir stlfolanmis katyon degistirici recinenin Ky degerleri asagidaki
siraya gore azalir:

Cs* > Rb* > K* > NH,* > Na* > H* > Li*
iki degerlikli katyonlar icin de asagidaki gibi sira yazilabilir:

Bat2 > Pb*2 > Srt2 > Ca*t2 > Cd*2 > Cu*2 > Zn*2 > Mg+2
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Ko degerleri yakin olan iyonlarin birbirinden
ayrilmasi icin, adsorbsiyon ve dagiima
kromatografilerinde  uygulanana benzer
yontemler  kullantlir. (")rnegin, Sekil'de
inorganik iyonlarin sulfonik asitli katyon
degistirici bir recinede ayrilmasini gosteren
HPLC kromatogrami verilmistir.

Geri ylkama c¢Ozeltisindeki iyonlarin analit
icinde kalmamasi icin analitik kolondan
sonra bir siyirnct  kolon  bulundurulur.
Katyonlarin ayrilmasinda siyirict bir anyon-
degistirici recinenin hidroksiti ile doldurulur.
Bu recine HCL siyirici ¢ozeltiyi, katyonlari
etkilemeden adsorblayabilir. Siyirici
kolondaki reaksiyon asagidaki gibidir.

H* + CI+ ROH S RCI + H,0

Anyonlarin ayrilmasindaki reaksiyon da,
Na* + HCO; + RH S RNa + H,CO,4

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN
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lyon-degistirici kromatografisi en cok [ g G
amino asitlerin - analizinde kullanilr. E= Ejt . i
Ornegin, Sekilde, her birinden 1.0 x 108 i35 - § 3 %f
mol bulunan 17 amino asit karisiminin 2 i -E ? 2
kromatogrami verilmistir. Ayirma zamani f : 55 o
sadece 42 dakikadir. Degisik pH larda £ ° 17 . 3
tamponlar kullanilarak kademeli geri E : | ‘ ; 'j:—:‘ ;
ylkama uygulanmistir. ||E M : ﬂ ‘ﬂ | 5
= | . I | ‘
- LJ@'LUU |UJ LJJLJl_JL_/\

i h] 1] 15 a0 25 kL] 35 40
Zarnan, dakika

Amino asitlerin iyon  dedistirici bir kolonda aynimalan. Dolgu
maddesi: Tanecik boyutu 8 um olan  katyon dedistirici. Basing 2700 psi
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Donnan Dengesi

Bir iyon degistirici bir elektrolit ¢dzeltisi icerisine konuldugunda, recinenin disindaki
elektrolit derisimi icindekinden daha fazladir. Cozeltideki iyonlar ile recine icindeki
iyonlar arasindaki denge Donnan dengesi olarak adlandirilir.

KCI ¢Ozeltisine, Cl- yapisinda bir kuaterner amonyum anyon degistirici recine (R1)
batiriimis oldugunu dusunelim. Recgine icerisindeki iyonun derisimi [X]i, recinenin
disindaki iyon derisimi ise [X]o olsun. Recine icindeki iyon derisiminin recine
disindaki iyon derisimine yaklasik olarak esit oldugu termodinamik olarak
gosterilebilir: [KTLICIT], = [KT],[CL ],

K1, = [CI™ ],

Yuk denkliginden bildigimiz Uzere: olur.
Recine icerisinde uc farkh yuklu tar bulunur ve yuk denkligi:

[R™]; + [K™]; = [CI7;

+ + + +12
K LK+ [R ) =[K |5
Burada, [R1], recineye baglanan kuaterner amonyum iyonlarinin derisimidir.
Yukaridaki esitlikler birlestirilirse asagidaki esitlik elde edilir:

(K"K +[RT) =[K"1;

Bu esitlige gore [K*]o derisimi [K*]i’den buyUk olmahdir. Recine ile ayni yuklu iyonlar
elektrostatik etkiyle dislanir.
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ORNEK Bir Anyon Degistirici ile Katyonlarin Ayriimasi

Recinedeki katyonik bolgelerin derisiminin 6,0 M
oldugunu varsayalim. Bu recinenin Cl-li tipi 0,050 M KCI
cOzeltisine batirldiginda, [K*], /[K*], orani ne olacaktir?

[K"L(K"L +[RT) =[K"1;

[K*], degerinin hala 0,050 M oldugunu varsayalim. Esitlik
kullanilarak

KT (KT + 6,0) = (0050)> = [KT];, = 0,00042 M
[K*], /[K*],- 0,050/0,00042): 119

Elde edilir. Recinenin disindaki K™ derisimi recinenin
icindekinin 100 katindan daha fazladir.

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN
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(25-8) Bir iyon degistirici recinenin (R"Na*) NaCl ¢ozeltisine batirildigini varsayiniz.
Recinedeki R~ iyonun derisiminin 3,0 M oldugunu kabul ediniz.

(a) Eger [CIT], 0,10 M ise [CI7]_/[CI7], orani ne olacaktir?
(b) Eger [CI7], 1,0 M ise [CI7]./[CI7], orani ne olacaktir?

(c) Recine disindaki derisim artarken, recine icerisindeki elektrolit artar mi yoksa
azalir mi?

Kiitle denkligi : [Na*]..[CI']. = [Na*], [CI],
Recine disinda yuk denkligi : [Na*], = [CI],
Recine icinde yuk denkligi : [Na*]..= [CI']. + [R],

2. denklem ve 3. Denklem 1. Denklemde  yerine  konulursa;
[CI;.([CI'];+ [R]; ) = [CIT%

Gozim:

a) [CI']; ([CITi+[R ) = [CI],2

CI]. ([CI]i+3) = (0,10)? [CI].=0,00333

[CI],/[CI'],= 0,10/0,0033= 30

b) [CI],= 1,0 degerini kullanirsak, CI']. ([CI']i+3) = (1)? [CI].= 0,303

[CI],/ [CI'].=1,0/0,303 = 3,30

c) [CI'], (0,1-1) artarken, [CI7]. (0,0033-0,303) artar. 105



Boyut Eleme (Molekiiler Dislama) Kromatografisi

Molekuler dislama kromatografisinde (boyut dislama
veya jel suzme veya jel gecirgenlik kromatografisi
olarak da adlandirilir), molekuller boyutlarina gore
ayrilirlar. Kucuk molekuller durgun fazdaki gozenekler
icerisine girer, fakat buylk molekuller gozenekler
icerisine  giremez. Kucuk molekullerin etkin olarak
daha buyuk Dbir hacim icerisinden gecmesi
gerektiginden, kolondan once buyuk molekuller geri
alinir. Bu teknik makro molekulleri saflastirmak icin
biyokimyada yaygin olarak kullantilir.

Dusuk molekul Kkutleli tuzlar (veya diger kucuk
molekuller) jel suzme ile buyuk molekullerin
cozeltilerinden ayrilabilir cunku buyuk molekuller ilk
olarak kolondan cikar. Tuz giderme olarak bilinen bu
teknik, bir makromolekul ¢ozeltisinin tampon bilesimini
degistirmek icin yararhdir.
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v, 1

(a) (&)

§E|(i|. 25-14 (a) Biyik molekiiller durgun
fazin gézeneklerine niffuz edemez. Onlar
hareketh fazin hacmine esit cozocd hacmi ile
kolondan gen alinirlar. (&) jelin icinde veya
dizinda bulunabilen kiicik molekiller kolondan
aynlmak icn biyiik hacimlere ihtiyac géste-
rifler. V; jel ve coziiclindn isgal ettigi toplam
kolon hacmidir. V; jel taneciklererinin disindaki
chzidci hacmidir. V¥, jel tanedklerlerinin ic ve
dizindaks cziiciinin toplam hacmidir.
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Geri AlIma (Elusyon) Esitligi

Bir kromatografi kolonundaki hareketli fazin toplam hacmi Vm’dir. Bu hacim, jel
parcaciklarinin icindeki ve disindaki cozuculeri de icerir. Jel parcaciklari disindaki hareketli
fazin hacmi 61U hacim, V,, olarak adlanir. Bu nedenle, jelin icerisindeki ¢ozucu hacmi Vm -V,
olur. Kort (“K ortalama” olarak okunur) asagidaki esitlikle tanimlanir:

V, — V,

Vo — V,

Kon =

Bu esitlikte Vr bir cozunen icin alikonma hacmidir. Jel icerisine nufuz etmeyen bir buyuk
molekul icin, Vr = V; ve Kort = O olur. Jel icerisine serbestge nufuz eden kuguk bir molekul igin
ise Vr = Vm ve Kort = 1'dir. Jelin bazi gozeneklerine nufuz eden orta buyuklUkteki molekuller
icin Kort degeri O ile 1 arasindadir. ideal olarak, jel gecirgenlik, bu tip kromatografide
molekullerin tutunmasi icin icin tek mekanizmadir. Gercekte, daima biraz adsorpsiyon vardir,
bdylece Kort degeri 1'den buyuk olabilir.

Ol hacim kolon icerisinden biyik eylemsiz bir molekiliin gecirilmesiyle odlcilir. Bu
moleklllin geri alma (ellsyon) hacmi V,, olarak tanimlanir. 2. 108 g/mol mol kitlesine sahip
olan Blue dekstran 2000 genellikle bu amacla kullanilir. Vm hacmi ise, kuru jelin grami basina
kolon yatak hacminin 6lciiimesiyle hesaplanabilir. Ornegin, 1 g kuru Sephadex G-100, sulu
cOzelti icerisinde sistigi zaman 15-20 mL hacim kaplar. Bu sismis jelin kati fazi sadece =1 mL
hacim tutar, boylece Vm 14 - 19 mL olur veya toplam kolon hacminin %93 - %95’i kadardir.
Farkli kati fazlarin esdeger kutleleri, ¢c6zUucu ile sistigi zaman cok farkli hacimler kaplarlar.
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Durgun Faz

Acik kolonlar icin jeller, preparatif-olcekli molekuler dislama, yapisi Sekil
25-2’de verilen Sephadex (Cizelge 25-4) ve N,N9-metilen bisakrilamit ile
capraz-baglanmis bir poliakrilamid olan Bio-Gel P icerir. Oldukca fazla
capraz-baglanmis jellerdeki en kucuk gozenek boyutlart mol kutlesi =700
olan molekulleri dislarken, daha buyuk gozenek boyutlari mol kitlesi 2108
olan molekulleri dislar. Jelin tane boyutu ne kadar klcukse, ayirma gucu o
kadar iyi, fakat kolon akis hizi o kadar yavastir.

Molekuler dislama icin hidrofilik HPLC kolonu poli( vinil alkol), poliakrilamid
ve sulfonallenmis polisitren maddeleriyle doldurulur. Kontrolli gozenek
boyutlu silika metre basina 10000 - 16000 tabakaya sahiptir. Bu silika,
cOzelti adsorpsiyonunu azaltmak icin bir hidrofilik faz ile kaplanir.

CIZELGE 25-4 Temsili molekiiler dislama ortamlari
|

Acik kolonlarda jel siizme HPLC icin TSK SW silika
Kiiresel proteinler icin Gozenek Kiiresel proteinler icin

Adi ayirma arahg: (Da) Adi buyikligi (nm)  ayirma arahg: (Da)
Sephadex G-10 700e kadar (G2000SW 13 500-60000
Sephadex G-25 1000-5000 (G3000SW 24 1000300000
Sephadex G-50 1500-30000 G4000SW 45 5000-1000000
Sephadex G-75 3000-80000 G5000SW 100 >1500000
Sephadex G-100 4000-150000

Sephadex G-200 5000-600000

AT Senhadey i manufactured by (3F Amercham Biacetencer. TSE SW ocilica ic manufactiured bv Taoah Corn.



Mol Kitlesinin Tayini

Jel suzme, genellikle, onemli derecede
farkl molekul boyutuna  sahip
molekulleri birbirinden ayirmak icin
kullanthir (Sekil). Her durgun faz icin,
geri alma cozeltisi hacmine karsi mol
kutlesinin logaritmasi grafige
gggir_ilerek bir kalibrasyon grafigi elde
ederiz.

Standart maddelerin  geri alma
cozeltisi hacmi ile karsilastirarak
bilinmeyen bir maddenin kutlesini
tahmin edebiliriz. Sonuclari
yorumlarken c¢cok fazla denen
yapmaliyiz, cunkt ayni mol kutleli fak
farkl sekilli molekuller farkli geri aln
ozelligi gostermektedir.

Proteinler icin, jeldeki nadire
olabilecek yuklu bolgeler tarafinde
¢cOzunenin elektrostat
adsorpsiyonunu azaltmak icin yete
kadar yuksek (>0,05 M) iyonik sidd
kullanmak onemlidir.

log (mol ke si)

1 Gilut=mat dehidnoje nas (2500005
2 Laktat de hidrojenaz (140000 )

3 Enolas Kinaz (&7 OO0)

A4 Adenil st kines (S3000)

5 Sickurom o 12400)

O, o0
Absorbans 3
Eoirinmi “+

1 2 L H

Absorbans (280 rmde) —

I\

2 4 & 8 10 12 14 18 18 20
Siilre (rmdn

SEKIL 25-16 TSK 30005W kolonunda
molekiiler deslama kromatografisi yéntermiyle
proteinbernn aynlmas.. [Courtesy Varian Assodates,

50 &0 70 80 9,0 10,0 10
Geri alma ¢Azettisi (Elisyon) hacmi (mL)

SEKiL 25-17 Beckman pSpherogel molekiler dislama kelonunda (0,77 % 30 cm) pelistiren icin male-

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN kiiler I:i.il‘l:.f kElIIJlﬁS‘IfGI'I egnsi. Cizgiler Gzennde yanli olan recinenin gérenek boyutu 5 nm'den 100 ym'ye
kadar degismektedir. [Courtesy Anspec Co, Ann Arbar, M1]



Etkilesim (Afinite) Kromatografisi

Etkilesim kromatografisi, karmasik bir karisimdan tek bir bilesigi ayirmak icin kullaniimaktadir.
Bu teknik, bir bilesigin durgun faza o©zel olarak baglanmasina dayanir. Ornek kolondan
gecirildiginde sadece bir ¢ézunen baglanir. Her sey kolondan gecip yikandiktan sonra geriye
kalan bileseni kolondan uzaklastirmak icin pH veya iyonik siddet kosullari degistirilerek aradaki
bagin zayiflamasi saglanir. Etkilesim kromatografisi 6zellikle biyokimya alaninda uygulanmakta
ve enzimler ve substratler, antikorlar ve antijenler veya reseptorler ve hormonlar arasindaki
kendilerine 0zgu etkilesmeye dayanmaktadir.

Sekil, kovalent olarak bagl protein A iceren bir kolonda etkilesim kromatografisi yontemiyle
immunoglobulin G (IgG) proteinin ayrilmasini gostermektedir. Protein A, pH

>7,2’de IgG’'nin 6zgun bir bolgesine baglanir. IgG ve diger proteinler iceren ham bir karisim pH
7,6’da kolondan gecirildiginde IgG haricindeki hersey 0,3 min icerisinde kolondan cikarlar.

Geri alma c¢Ozeltisi pH’sI yaklasik 1,0 min’da 2,6’ya dusurulur ve IgG 1,3 min’da saf bir sekilde
kolondan alinir. Bir ilacin optik izomerleri tamamen farkh iyilestirici etkilere sahip olabilir.
Etkilesim kromatografisi herbir optik izomeri digerinden ayirarak ilac gelistirmede kullanilabilir.

SEKIL 25-19 Polimer destekli kavalent
olarak baglanmis protein A iceren 0,46 x 5
om’lik bir kolonda etkilesim kromatografisi

ile monoklonal antikor IgG'nin saflastinlmasi.
Ornekteki diger proteinler pH 7,6'da 0 - 0.3
min‘'da gen alimirlar. Gen alma cdzeltisinin pH'si
2,6'va diisdrildigi zaman, IgG protein A'dan
ayrilir ve kolondan disan cikar. [B. ). Compton and

Absorbans (280 nm'de) —

Siira (min}
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Prof.

Hidrofobik
paket Yodjun gapraz badh
nietakrnlarnid polimeri

Bir Molekuler baskilanmis polimer, polimer
bilesenlerinin belirli bir etkilesime sahip oldugu bir
kallp  molekdl varliginda sentezlenir. kalip
uzaklastirildiginda, polimer kalibin sekliyle ve kalipla
bag yapabilen tamamlayici islevsel gruplarla
“baskilanmis” olur. Kalip, ilgilenilen analit olabilir,
ancak, polimer kullanildiginda polimerdeki
kalintilarin yanhs pozitif sonuclara sebep olmamasi
icin yapisal olarak benzer molekulu kullanmak daha
lyidir.

arazindak
’* hidrojen badi

aq F':lll-'ral v Panizilin

Baskilanmis polimer afinite kromatografisinde durgun bir faz veya bir kimyasal bir sensorde bir
tanima elemani olarak kullanilabilir.

Bir molekuler baskilanmis polimer, analiz icin penisilin antibiyotiklerin nehir suyundan
deristiriimesinde ve toplanmasinda kullanilabilir. Sekilde, monomerler bir kalip olarak penisilin G
ile polimerlestirildiginde, olusan bir polimer paketinin kavramsal bir yapisini gostermektedir.
Metanol ve HCI ile yikanarak penisilin G uzaklastirildiktan sonra, paket onun seklini ve sekilde
renkli olarak gosterilen penisilin V gibi benzer molekulleri baglamak icin islevsel gruplarin
duzenini korur.

Sekiz farkh penisilinden 30’ar ppb eklenmis nehir suyu baskilanmis polimer iceren bir kolon
icerisinden gecirildiginde, penisilinlerin altisi %90-99 oraninda kolonda tutunmustur. iki penisilin
tlru yeteri kadar iyi baglanmamistir. Kolonda tutunan penisilinler metnolde hazirlanmis 0,05 M
tetrabdtilamonyum hidrojen sdlfatin kucuk hacimleri ile kolondan geri alinmistir ve HPLC ile
analiz edilmistir.
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Superkritik Akiskan Kromatografisi

Karbon dioksitin faz diyagraminda, -78,7 °C
ve 1,00 bar basincta kati CO, (Kuru Buz) gaz
CO, ile dengededir. Kati karbon dioksit
sivilasmadan sublimlesir. -56,6 °C’daki uclu
noktanin uzerindeki

sicakliklarda sivi ve buhar ayr fazlar halinde
bir arada bulunurlar. Ornegin O °C’'da sivi
34,9 bar'daki gaz ile dengededir. Sivi-gaz
sinirindan yukar cikarsak 31,3 °C ve 73,9
bar'daki kritik noktaya ulasilincaya kadar
daima iki fazin bulundugunu gorurtuz. Bu
sicakligin Uzerindeki sicakliklarda basin¢c ne
olursa olsun sadece bir faz vardir. Bu faz,
superkritik akiskan olarak adlandirilir . Bu
fazin yogunlugu ve viskozitesi gaz ile sivinin
yogunlugu ve viskozitesi arasindadir ve Dbir
cozucu olarak davranabilir.

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN
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Swcakik (°C)

CO., icin faz diyagram

ClZELGE 251 Stiperkitk Alagkanlarin Gzelliderinin, Sivlarn ve Gazlann Ozelier e Kargllagtmimas

Ozelik Gaz (STP) Siaperkritik Alagkan Sint
Yopunuk (gem’) 06 x10% 02-05 082
Difizyon katsayist (cm’f) (-4 x 10 107107 (02-) % 10°°
Viskorite (om™'s7) (13 x 10 {1-yx 10 (02-3) x 107"
Not: Biiin verilrde sadece bir anlam akam Kllan st
CIZELGE 28-2 Baz Siperkitk Avgeanlerin Ozellidert
Keritik Stcalchk, Kritik Basing, Krifik Noktada 400 atm'de
Aogkan °C atm Younluk, g Yogunluk, ghol,
0 33 129 047 09
N0 365 n7 045 094
N 1325 1125 04 040
1-Butan 1520 313 023 030

Kaynak: M. L. Lee and K. E. Merkides, Science, 1987, 235, 1345"in izniyle. Veriler Matheson Gas Data Book and CRC Handbook of Chemisiry and Physicy'den

dlinmi,
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Numune
enjeksiyon

kolesteril oktanat
kolesteril desilat

1.
Y aygitt 2.
nmislagn e 3. kolesteril laurat
Singa @ m 4. kolesteril miristat
3.

Firin Geri basing - A — Numune:

pompasi Dedektdr kolesteril palmitat

T T 1 : 6. kolesteril stearat

| ! ) Sicaklik ! | Veri Kolon: DB-1

i ! Basing ve yogunluk kontrolii ! | Hareketli faz: CO,

! |____ komwoli ] Bilgi Sicaklik: 90°C

. il rigisayar Dedektor: FID Alev iyonlasma

Veri I
Dogrusal basing
| Klavye gradiyeni
= 3000 — 4000 psi
SEKIL 29-1 SFC cihazinin blok diyagrami. g izobarik, 3000 psi (15 dakikada)
Q ] 1
;
:g 2 456
HPLC SFC =)
1 -
| | | \ |
1 2 0 5 10 15 0 5 10
Zaman, dakika Zaman, dakika
2 . -
SEKIL 29-2 SFC'de basing programlamanin etkisi.
Sagdaki basing gradiyenli kromatogramin soldaki sabit
basingta (izobarik) kromatogramdan daha kisa siirede
elde edildigine dikkat ediniz (Brownlee Labs, Santa Clara,
Sl |--J | | CA.1n izniyle).
0 2 4 6 0 1 2
Alikonma siiresi, Alikonma siiresi,
(dakika) (dakika)

SEKIL 29-4 Geleneksel dagiima kromatografi (HPLC) ve
SFC ile elde edilmis kromatogramlarin karsilastirimasi.
Kolon: 20 cm X 4,6 mm; 10-um’lik bagli ters-faz ile
doldurulmus. Analitler: (1) bifenil; (2) terfenil. HPLC igin:
hareketli faz, %65 CH;OH / %35 H,0; akis hizi, 4
mlL/dakika; dogrusal hiz, 0,55 cm/s; numune miktari, 10 uL.
SFC igin: hareketli faz, CO,; akis hizi, 5,4 mL/dakika;
dogrusal hiz, 0,76/s; numune miktari, 3 uL (D. R. Gere, T. J.
Stark, and T. N. Tweeten, Application Note 800-4, Hewlett-
Packard Corp., Palo Alto, CA, 1983’in izniyle).
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Gosterilmesi gereken ilging bir superkritik akiskan SF6’dur.
Yandaki fotograflar, superkritik sicakliktaki bu akiskanin (Tk:45,6
°C) sitildiginda ve sogutuldugunda meydana gelen farkli
degisiklikleri gostermektedir. CO, ve organik ¢ozucu karisimiyla
gerceklestirilen stperkritik akiskan kromatografisi ilac sanayinde
kilogramlarca bilesik ve enantiyomerlerin ayrilmasinda % 90’a
varan organik ¢ozucu tasarrufu saglayan bir “yesil” teknolojidir.
Superkritik akiskanin viskozitesinin dusuk olmasi akis hizini
artirarak verimliligin yuksek olmasini saglar.

CO, tek basina zayif bir gozucu ise de bazi organik ¢ozuculerle
karnstirildiginda bircok organik bilesigi c¢o6zebilir. Superkritik akis kromatografisi
superkritik akiskanda c¢6zinen maddenin difuzyon katsayisinin daha yuksek
olmasindan dolayi sivi kromatografisine gore daha yuksek hiz ve ayirma gucu saglar.
Superkritik akiskanlar gazlarin aksine ucucu olmayan maddeleri de c¢ozebilirler.
Basing¢ kaldirildiginda ¢6zlcU, gaz haline donuserek ¢dézinen maddenin gaz fazinda
kolaylikla belirlenebilmesini saglar. Karbon dioksit, alev iyonlasma ve morétesi

detektorlerle uyumlu, kritik sicakhgl dusuk ve toksik olmadigl icin kromatografide

“Carbon Dioxide

|||||1

supercritical flud



mfll Super kritik akiskan kromatografisi icin

cihaz, dolgulu kolonlu ya da acik boru
sekilli kolonlarla gerceklestirilen HPLC'nin ﬁ,c% M
cihazina benzerdir. ; S act ey

nfll Geri alma kuvveti HPLC de gradyent kolon 1 QHIE% | [ mrm
yapilarak, gaz kromatografisinde sicaklik U |
yukseltilerek artirlir. SGperkritik akiskan — “ﬁ__———_’_“—"'"

mjll kromatografisinde ise basin¢ artirilarak : = e
cOzUcU daha yogun bir hale getirilir Ve s o et o et s
boylece geri alma kuvveti artirilmis olur. sl il speith somatogram. .0, 5om B i irgrs sns © 7 forier “uperaros
Yandaki kromatogram bir yogunluk-
gradyent geri alma islemini

gostermektedir.
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Renkli Resim 29 Siiperkritik Karbon Dioksit (Aciklama
24-3) (a) 30 °C ve 6.9 MPa’da 60 ml "lik bir ¢elik kap icinde siv1
CO,. Onu goriintir hale getirmek i¢in siviya kiiciik bir miktar [,
eklenerek kirmizi renk olusur. (b) Sicaklik arttikca stiperkritik faz
gecisinin baglamasi. (¢) Tek-fazli stiper kritik karbon dioksit. [From
H. Black, Environ. Sci. Technol. 1996, 30, 124 A Photos courtesy D. Pesiri and W.
Tumas, Los Alamos National Laboratory.]
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olon kromatografisinde onemli deneysel buyiikliikler ve bagintilari

eneysel buiytikliigiin ismi Sembolu Elde edilisi

utulmayan tiiriin kolondan ¢ikma
amani (0lii zaman) ta Kromatogramdan

ve B bilesenlerinin alikonma
amanlari trea) > tReB) Kromatogramdan

bileseni i¢in diizeltilmis
likonma zamani t'rea) trea) = trea) =t

ve B bilesenlerinin pik genisliklern W, , Wy Kromatogramdan

olon dolgusu (sabit faz) uzunlugu L Dogrudan olciilerek
kis hiz1 (hacimsal akis hiz1) F Dogrudan olciilerek
abit faz hacmi Vg Kolonun hazirlanma
verilerinden
alitin hareketli ve sabit fazlardaki  C,,, Cq Analiz ve hazirlama
risimleri verilerinden
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T@etilmis buyukligin ismi  Hesaplanmasi Diger biiyukliiklerle iliskisi

irma giicii (Resoliisyon) 2A(t), (1), ] INa-1 k
(M1 pikin birbiripden Ry = W, +W, K= 4 o l+k,
1lma derecesi) 5
ramsal tabaka sayisi 2 . 2
1 5 o« . . _ tR 2 a 1 + kort
on veriminin yani N = 16(—) N =16R; ( j ( J
/4 o—1 ky

lerin keskinliginin nicel
ustidir)

ramsal tabaka yiiksekligi H=—

2 2 3
likonma zamanti (), = 16Ky i ( b j (I+k,,)

o1 (kB)2




on kromatografisinde onemli turetilmis biiytiklikler ve bagintilari

T@etilmis buyukliigiin ismi  Hesaplanmasi Diger biiytukliiklerle iliskisi
areketli fazin g =—
talama dogrusal hizi Ly
arcketli fazin h%c:m,i—tM Vae=ty- I
tM
likonma faktorii - Kﬁ
apasite faktorii) V.,
agilim katsayisi (Bilesenin Vi C
1 fazdaki derisimlerinin oran1) K = £ —— K=—
Vs Cy
irma faktorii (Segicilik e 'k "l oo K
ktorii) trny k, K,




Tavsive edilen videolar
Gaz Kromatografisi ;
https://www.youtube.com/watch?v=iX25exzwKhl



https://www.youtube.com/watch?v=iX25exzwKhI
https://www.youtube.com/watch?v=iX25exzwKhI

