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Kromatografinin fanimi, Kromatografinin teorisi, , Kolon kromatografisi, Diizlemsel kromatografisi , gaz kromatografisi, sivi
kromatografisi, yiiksek basingli sivi kromatografisi, Iyon degistirme kromatografisi
Kromatografi de gegen kavramlar ve kromatografik teknikler hakkinda bilgilendirme,

Ogrencinin, kromatografi ve kromatografik teknikler hakkinda bilgi sahibi olmasi

[1] D. A. Skoog, D. M: West, F. J. Holler, S. R. Crouch, Fundamentals of Analytical Chemistry, 8. Edition, 2004. Ceviri
editorleri: E. Kilig, H. Yilmaz. Analitik Kimya Temel Ilkeler. 8. Baski.
[2] D.C: Harris, Nicel Kimyasal Analiz, 8. Baski, 2015, Ceviri Editéri : A. R. TURKER, Palme Yayincilik.
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Ara Sinavlar X 40
Kisa Sinavlar
Odevler X (istege bagl) (2. Vize gibi degerlendirilecek)
Projeler
Dénem Odevi
Laboratuar
Diger
Donem Sonu Sinavi X 60
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Konular

Kromatografiye giris, Kromatografik yontemlerin siniflandirilmast,
Kolon kromatografisi

Kromatografide temel kavramlar

Diizlemsel Kromatografi

Kromatografide kalitatif ve kantitatif analiz

Ara Sinav

6az kromatografisi,

Gaz kromatografisi

Sivi Kromatografisi ,Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)
Yiiiksekl performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Iyon degistirme kromatografisi,

Molekiiler dislama, affinite kromatografisi

Kilcal elektroforez

[ S S =Y —
DREBOXNO O wN:



MATOGRAFT = Numune : Y

Bitld ekstrakds —’
L . iceren ¢ozel
3 Yilinda Rus botanik¢i Michail Semenovich Pigmentler (si

wett tarafindan bulunmustur. karoten, ksan
Sabit faz : Kal
Hareketli faz : f

roma (renk) + graphein (kaydetmek) — kromatografi

omatografi yaygin olarak kullanilan birgok ayirma tekniginin genel ac
k defa 1906 yilinda Rus botanikgi Mikhail Tsvett tarafindan uygulan
svett, bitkilerden elde ettigi 6zitl petrol eteri ve etanolde ¢o
ozeltiyi
0z halde CaCO; ile doldurulmus bir kolona uyguladi. Ayni ¢éziici ile b
kolonda yiriutmeyi deneyen Tsvett, bitki pigmentlerinin (A,B,C) kolo
hizlarla ilerledigini ve birbirinden ayrildigini gormusttr.

Kromatografi, ayrilacak bilesenlerin biri sabit(sabit faz), digeri beli
hareket eden(hareketli faz) iki faz arasinda dagildig: fiziksel bir a
yontemidir (TUPAC).

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, sabit fazda far
kuvvetlerine dayanarak hareketli faz yardimiyla ayrilmasi ve saf
yontemidir.

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN



A+B4 Ce Hareketli faz
C
Durgun faz B C
Gozenekli Cam« A B C
A B C

Genel olarak kromatografi, bir karisimdaki bilesenlerin durgun bir kati
ile hareketli bir akiskan (sivi veya gaz) arasinda dagilmasi esasina dayatr
Maddenin kati ylizeyine tutunmasi ya adsorpsiyon ya da ylizeydeki bi
icinde ¢oziinmesi sonucu gercgeklesir. Baska bir deyisle durgun faz
ylzeyidir ya da kati yiizeyini kaplamis bir sivi filmidir. Akiskan kat
akarken dagilma igslemi art arda binlerce kez tekrarlanir. Yani yiize
bilesen akiskan ortama geger. Sonra akiskan ortamdan yiizeye te
Bu siire¢ bilesen kolonu terk edene kadar devam eder.

Her bilesenin durgun ve akiskan fazlar arasinda dagilma oranlari
bilesenler durgun fazda daha uzun sure tutunurken bazilar: ¢
gegme r.eNQ’Pg'IimiYI‘r%;arc'ANSonug;’ra akigkanin farkl bilegenleri tagima

met Sa

romatogra ide ayirma igleminin esasi budur.




Kromatografik ydntemlerin
siniflandiriimasi

| |
Sabit fazin sekline gére Hareketli fazml

fiziksel haline gore

1-Kolon Kromatografisi

2-Diizlemsel Kromatografi 1-6az kromatografisi

2. Sivi kromatografisi

3. Siiperkritik-akiskan
kromatografisi

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN

Hareketli ve Sabit faz arasinda gergeklese
islemlere gore
1- Adsorpsiyon kromatografisi
2- Dagilm (partisyon) kromatografisi
3- Iyon-degistirme kromatografisi
4-Eleme (ekskiilizyon, boyut ayirma) kromatografisi
[5- Afinite(affinity benzesme) kromatografisi




Kolon Kromatografik yontemlerin Siniflandiriimasi

Genel Siniflandirma | Kromatografi | Durgun Faz Denge ftiiri
teknigi

Gaz Kromatografisi  Gaz-sivi Bir kati ylizeye Gaz veya sivi arasinda

baglanmig sivi dagilma
Gaz-kat Kati Adsorpsiyon
Sivi Kromatografisi  Sivi-sivi Bir kati ylizeye Birbiri ile karismayan iki
(dagilma) baglanmig sivi sivi arasinda dagilma
Sivi-kati kati Adsorpsiyon
Iyon Iyon degistirici Iyon degistirme

degistirme recine

Boyut ayirma  Bir polimer katinin  Dagilma/eleme
gozeneklerindeki
SIvi

Afinite Bir kat yiizeye Iki sivi arasinda dagilma
(Etkilesim) baglanmis sivi

Siiper kritik akiskan Bir kati ylizeye Siper kritik akiskan ile
Kromatografisi bagl organik tirler bagl yiizey arasinda
dagilma

r. Mehmet Sayim KARACAN
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Durgun faz seklindeki

i Kolonun
3 adsorplami ;
P X - . dnen y e
* . - S fazda
Sy = ghzinmig olan
- - * - ghzinen kolonun
- . . - ylzeyine
L. . @ . = baglanmgtir,
-
Dadima kromatografisi
Harsdoill Biylk molekiller

anyonlar, durgun
faza kovalont
badlarla badh clan
katyonlara
yaklagir

o yontemlerin

Goeenekien tanecik

igine girer
Anyon degitirici bGZlnda
e isleyisleri
slokrtaet Isleyts

| Kompleks kansim
[ igarisindek bir cesit

rmolekil, Gnceden

. durgun faza
o baflanmig yaps
tarafindan secimii
olarak tutulur
- e, Diger 6

e __',f"z *’ molekillerin tim

kolondan gikar
Etkilasim {afinite) kromatogralisi



Kolon Kromatografisi

GC, LC ve SFC yontemlerinin her lgu de kolonda gergekle

Numune Hareketli faz

o B W VW

Dolgulu
kolon |-

-t .- o—— Al o4— Bl ol Dedekiti

ty Faman Ry R
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Hareketli fazin
ilerlemesiyle durgun
fazda tutunan
maddelerin yikanarak
alinmasina elusyon
(geri alma) denir.

(a) A ve B bilesenlerinde
karisimin kolonda ay
gosterimi

(b) (a)da gériilen elisy
basamaklarina karsilik
dedektor

sinyalleri (kroma

Kromatogramda,
gore tp ve Tpp'yi
genisliklerini ok



Numane Hareketls faz

A+B

Dalgule
kolon

{a)

Dedekibr
simyali

AN
| | |
Iy fy Iy

Laman
(a) Kolon ellsyon kromatografi e A ve B bilesenlerinin aynima deyagram.
(b) (a)'da gbsterile edisyonun esith basamaklannda dedekir sinyall

ib) Ty Iy

r. Mehmet Sayim KARACAN

of~ |t e alel ® oo B'ninkinden daha biiyiiktir; bu nede

Ll ll}.l.l.l.l —_—

Kolonda alinan yol ———3
A ve B bilesen bantlarinin kolonda iki degisik go¢

zamanindaki derisim profilleri.

Soldaki Sekilde, bir kromatografik
B maddeleri karisimi bir 6rnegin, siyir
kisa ve uzun olmasi halinde verdigi ko
profili gorilmektedir. A'nin ayriln

sirasinda B geride kalir. Kolonun bu
pik arasindaki uzaklik artar. Ay
bantta da genisleme olur; bu
ayirma verimini dusirdr. Anca
uzadik¢ca gorilen bu band
kosullarda  bantlarin  birbi
etkinligine gore daha zayifii
sekildeki gibi iyi bir ayirim e
yeteri kadar uzun bir kolong



Taze ¢bzlcl
(geri alma c¢ozeltisi) _—

Ave B &
¢Ozlinenlerinin
baslangic bandi

CaCo,

>0zlcl (Hareketli faz)
icerisinde dagiimis
kolon I

dolgusu (durgun faz)

Gozenekli
disk

L I 1§ | |
Coézictnin 0 Y 0B éA -
disar akisi U ¢ 0 cikar ® cikar
(geri alinan

cozelti) (a) (b) (c) (d) (e) (f)

SEKiI. 22-5 Kromatografinin temelindeki fikir: Cézlinen A maddesinin durgun faza olan ilgisi, B mad-
desine gore daha blylik olmasi ve bu nedenle kolonda daha uzun sire kalmasidir. f sekli, 1930'larda L.
Zechmeister'in yaptigi calismada kirmizi biberin kabugundaki pigmentleri ayirdigi deneyin yeniden yapi-
landirilmis halidir. Yatay cizgiler ile isaretlenmis bantlar, farkli pigmentlerdir. Alttaki durgun faz Ca(OH),,
ustteki ise CaCO;'tuir. [Panel f from L. S. Ettre, “The Rebirth of Chromatography 75 Years Ago," LCGC 2007, 25, 640




Kromatogram

Bir kromatografi kolonundan geri alinan ¢6ziinen madde, dedektor
algilanir. Kromatogram, dedektor yanitini alikonma (geri alma) siire
fonksiyonu olarak gosteren grafiktir. Asagidaki Sekilde, oktan, non
bir tiiriin gaz kromatografi teknigi ile ayrilmasinda elde edilen krom
q.O.S'l'er'l.lmekTedir'. 0.399 - 1

—_————— - .:._ _________ y o
|
| i i W,,=2350
| v 4 | I\ p /| ! w=40
1 L 0 A9 A - M e . _
s| | 0.242 i W, o K A | W=1.7Wys
- ' | 0199 —-—- - - - Q
= H—g = : | | o |9
% \ : [ | [ o [T
§ A i O\ ! 2|3
& \ ! | 13.5% |2 |&
: __ _ 0.054-———— ' w — 0
EI_M“_“ CH, Chctan Bilinmeyan donian o | | w— v v .
: 0 X
o —2 0 1 +2

Her bir bilesen icin alikonma siiresi, tr, soz konusu bilesenin kolona

enjeksiyonundan dedektdre varigina kadar gegen siredir. Hareketli f
kolonda alikonmayan herhangi bir ¢6ziinen, kolonu mimkin olan en kis
terk eder. Kolonda tutulan herhangi bir ¢oziinen igin diizeltilmis al
tx) ¢oziiclinin ¢ikisindan sonra gegen siiredir.

"reay = TRy - th

az kromatografisinde ty genellikle tasiyici gazin kolon boyunca

redir.
Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN



Alikonma Faktorid (Kapasite Faktord, k)

» Kromatogramdaki her pik icin alikonma faktori k, soz konus
alma siiresinden hareketli fazin geri alma siiresinin t,, ¢ikartil
katlari cinsinden bulunur. Kapasite faktérd (k)nin 1-5 arasinda
gostermesi idealdir.
k:tR —ly

ly

Ornek: Benzen, toluen ve metandan olusan bir karisim bir gaz kromat
kolonuna enjekte ediliyor.
Metan 42 s'de keskin bir pik verirken benzen 251 ve toluen de 333 s'd
aliniyor. (Metan tasiyici gazla birlikte hareket etmektedir)
Her bir ¢6ziinen igin diizeltilmis alikonma siiresi ve alikonma faktordind
hesaplayiniz.

Bgnzen igin Toluen igin
tx=251-42=209s  t/-333-42=291s

k=(251-42)/42 =50 k= (333-42)/42=69
Ornek :

Diisiik molekiil kiitleli asitlerin kromatografik analizinde bitirik
alikonma zamaniyla eliie edilmektedir. Hareketli faz igin 6li za

dakikadir. Biitirik asit igin kapasite faktoriniu hesaplayiniz.
k,= (7,63 min-0,31min)/ 0,31 min= 23,6

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN




Ayirma (segicilik) Faktori (o)
Birbiri ile iligkili iki pikin bagil alikonmalarina ayirma faktaort

Iki bilegen, 1 ve 2 icin ayirma faktori a, (ayn zamanda bagil aliko
da bilinir), diizeltilmis alikonma siirelerinin birbirine oranidir:

trp)—tm _ tr (B)

a - — 14
trey—tm  trea

a = 1 ise pikler ayrilmamistir. Mobil faz bilesimini degistirerek veya
sicakhgini ayarlayarak o, 2'den buyik yapilabilir ve boylece iyi bir ay
saglanir.

Ornek:
Bir asit karisiminda alikonma zaman izobdtirik asit i¢cin 5,98 min,
asit i¢in 7,63 min, hareketli faz icin oli zaman ise 0,31 min dir. B
izoblitirik asitle bitirik asit arasinda segicilik faktori nedir.

_trey—tu  7,63-031
 tray —tm 598-1031

1,29

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN 12




Dedektor sinyali

[ [ [ [ [
3 4

Alikonma zamani (min)

[
5

Ornek : Yukaridaki kromatogram
iki bilesenli bir karisima aittir.
Her bilesen icin;

a) Alikonma zamanini okuyunuz
b) Diizeltilmis alikonma zamanini
hesaplayiniz

c) Alikonma faktorinii
hesaplayiniz.

d) Ayirma faktérind
hesaplayiniz.

r. Mehmet Sayim KARACAN

[ [ [ [
6 7

a) Kromatogramdan t,'yi 0,8 try
olarak okuruz.

a) toy = 5-0,8= 4,2 min
b) te, = 6,7-0,8 = 5.9 min

lray—tm

5—0,8_
o8 =5,25

6,7-0,8_
0,8 =7

c) ki= tn

t -t
k2 _ '*R(2)™'M

!

tm
trg)~tM _ tr(B)
tra)—tm

5,9

4,

d) a

tR(a)



Lo o _ GCs
Alikonma Siiresi ve Dagilim Katsayisiy Ay S Ay K = o

tra — ty cozunenin sabit fazda

o k = =
Alikonma faktéri ta ¢6ziinenin hareketli fazda

» Eger ¢oziinen zamaninin hepsini hareketli fazda gegirirse ve durg
kalmazsa t,, zamaninda geri alinir.

» tg =ty yazilirsa k = O olur.

Clinki ¢oziinen durgun fazda hig kalmamistir. ¢oziinenin durgun faz
hareketli fazdakinin 2 kati siirede kaldigini diisiinelim. Bu durumda a
suresi

> tr=2tmve k= (2tm - tm) /tm = 1 olacaktir. Eger ¢oziinen durgun fa
hareketli fazda kaldiginin dort kati fazla siire kalirsa,

» tr=4tmvek=(4tm - tm)/tm = 3 olur.

Coziinenin sabit ve hareketli fazda gegirdigi zaman mol sayisi ile dogru
k= ¢oziinenin sabit fazda gecirdigi zaman Cozunenin sabit fazdaki mol sa

cozunenin hareketli fazda gegirdigi zaman Cozinenin hareketli fazdaki mol

Burada Cs ¢oziinenin durgun fazdaki , €y ¢6ziinenin hareketli f

derigimi,

Vs, durgun fazin hacmi, Vy,, hareketli fazm hacmidir. Dagiima
CS Ng CsVs Vs

K== k=—== = K—= k= K
ny CmMVMm Vm

Cs/C m\ ani goziinenin sabit ve hareke’rll fazlardaki derisi
ve dadilim katsavisi (K) adini alir.




Ornek:20 m'lik bir a¢ik borulu kolonla benzen toluen karisimi gaz kromatogra
isteniyor. Benzenin alikinma zamani 251 s, tolienin ise alikonma zamani 333 s,
alikonma zamani ise 42 s dir. Agik borulu kolonun ig gapi 250 um olup, ig ylizeyi
kaplanmigtir.

a) Benzen igin alikonma faktordnii

b) Benzen igin Dagilma sabitini

c) Benzenin hareketli fazda gegirdigi zaman kesrini bulunuz.
d) Benzenin durgun fazda gegirdigi zaman kesrini bulunuz.

a)
ke = tra—tm _ _ ¢0zinenin sabit fazda gegirdigi zaman _ ts _ 2515—42s _ 5
- tm - cozunenin hareketli fazda gegirdigi zaman o tim - 42s -
rm duvan b) Durgun faz hacmi Vs= (mr,)?2 =(mr,)2 h=m (
- - (1252-1242)h = 7,8.102xh um
S.‘ibﬂ. f.lf’lﬂ 1um Har‘ekeﬂi faZ hacmi Vm= Tf.f'lz h :3,14(124 pum
S um
Kolomn i¢ yancapt 125 tim - 15
Kaplanciktan sonra g yan capt 124 Jim -t v _7810°%h _ 516

Vm = 4.83.10% xh
k= K2 K=k2=51/0,0161= 3106
VM s

V_

hareketli fazda gegirdigi zaman _  ty

c) Hareketli fazda gegirdigi zaman kesri=

toplam gecirdigi zaman o ts+tim

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

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN 15




Ayirmanin Etkinligi

Kromatografide bilesiklerin ne kadar iyi
ayrilacag: konusunda iki faktér etkilidir. Birincisi
pikler arasindaki geri alma siirelerinin farkidir:

Dedekitr sinyal
|
=
. ¥
-i\\
T e T
— I-.,-"'"'-_-.H-

( 1f B -==sp
Pikler ne kadar ayri olursa, ayrilmalari o kadar At R,
iyidir. Ikinci faktor bantlarin genigligidir: Bantlar PR S l
genigledikge ayirma daha k&t olur. ' Zaman. dakig

ndart
da ne

Ayirma Gucu (R,) Bir kromatografi kolonunda hareket eden ¢o6zi

sapmasi ¢ olan bir Gauss egrisi sekline gelme egilimindedir. Bir ¢oziine

kadar uzun siire kalirsa bant da o kadar genis olur. Bant genisligi:

(1) pik yiiksekligin yarisinda élgilen w,,- 2,35 ¢

(2) zemin gizgisinde pikin en dik kisimlarina gizilen tegetler arasindaki ge
ile ifade edilir. Yaygin olarak w kullanilir (w= 4¢*

R = 2[tres) — trw)] _ 20ty \ 1 VAR
s — — | U @ Y
WA + WB (WA‘l‘WB))({ / ’/ \E\‘:«. / /\’i

Atp Atp 0,589At

Wort 1 :7 W( 1/2)ort W1 / 2 (ort) \ \ /s N e
Ayirma giici, iki kromatografik pikin R ae
birbirindenayrilma derecesini tanimlayan bir /) 3 L J
bquklUkTur. SEKIL 22-10 Esital Su:(t; iklerinin aynimasi, Kesikl cizgiler her bir piki, siirekli cizgil o

iki pikin toplamini gdstermektedir, Ust tste binen alanlar taranmistrr.




Ayirma glcd, iki kromatografik pikin birbirinden ayrilma dereces
bir buydkliktir.

Ornek:
Limon yaginda limonenin kromatografik tayininde limonen piki igin ali
zamani 8,36 min , pik taban genisligi 0,96 min olarak 6l¢ilmiistir. Lim
yagindaki terpinen ise 9,54 min da geri alinmig ve pik taban genisligi
olarak &lgllmigtur. Bu iki piki ayirma glicu nedir.

2(9,54 —8,36
Rs = 2 ) - 148
0,64+0,96

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

0,589Ar,  0589(17s) {18

Winay  L(7.6s +945s)

Ayirma giicii =

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

r. Mehmet Sayim KARACAN
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Dedektir sinyali

Ug farkli ayirma giiciindeki kromatogramlar.
18
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Difiizyon oo

Coziinene iliskin bir bant, ¢oziinen e I I -
kromatografi kolonunda ilerledikge , .
genisler. Ideal durumda, baslangi¢ta, _L A
kolona giriste ¢ok dar olan bant, ¢ikista - Oergm prots

bir Gauss egrisine benzeyen sekil alir.

Daha gergekgi kosullarda, bant asimetrik bir sekil alir.

Bant genislemesinin ana sebeplerinden biri difiizyondur.
¢oziinenin, derisimce ¢ok oldugu taraftan az oldugu taraf
tasinmasidir.

Yandaki Sekil mikroskobik

bir su damlaciginin igerisinde
floresans davranisi gosteren
Bir kiirecigin Brown hareketleri

02

ile molekiillerin geligigiizel i | i
h(]l"ekeﬂer‘l nl 9651’6"'! I mekTed | r'. 20 pm caph su damlas: icerisinde 290 nm caph floresans kilreciklerin 155 ms'lik aralik-

e e e o arla ilmis hareketleri. Histogramlar her bir basamak icin af i e edilmis Ax ve
gelisigiizel dogrultu ve hizlarda iy defoin getr, Duagon gigiein olusurhs e Gaus e opt,

hareket eden su molekdillerinin itmeleri ile hareket eder. Kirel
koordinatlarindaki ardisik araliklarla olan hareketleri, Gauss dag

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN




Diflizyon katsayisi, molekiillerin derigim
bakimindan ¢ok olduklari bdlgeden az
olduklari bolgeye gelisigiizel hareketleri
sirasindaki hizin ol¢lsidir. Yandaki
Sekilde, ¢oziinenin bir dizlem boyunca
dc/dxlik  bir derigimdeki degisim
(gradyen) ile hareketini gostermektedir.

Saniyede her bir metrekare alandan
gecen molekillerin sayisi, yani akis, J,
derigim farki ile orantilidir:

|-1--%
Oranti sabiti olan D, difilizyon katsayisi
olarak bilinir ve net akis, derisimin ¢ok
oldugu bélgeden az oldugu bélgeye dogru
oldugundan negatif isaretlidir.

mol

Akts [

m2.s

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN

¥ iiksok
darigim

Bkig =

B

saniyeda m®
bagina gecen

gz
N

Konum = x X+ oy
Derigimms ¢ o=-de

Birim alana sahip bir diizlemden
molekillerin difizlenerek akisi, derisim farks ve
diflizyon katsaysi ile orantildir;
I = —D(dc/dx).




CIZELGE 22-1 298 K'de bazi maddelerin difiizyon katsayilari

r. Mehmet Sayim KARACAN

Coziinen Coziicii Difiizyon katsayisi (m¥s)
H,0 H,0 23X 107°
Sakkaroz H,0 052 %107
Glisin 1,0 Lix 167
CH,0H H,0 16X 10~°
Riboniikleaz H,0 (293 K) 0,12 % 107

(FK 13700)
Serum albumin H,0 (293 K) 0,059 X 107°

(FK 66000)
L Heksan 40% 107
cCly Heptan 30.% 167
N, el 34X 107°
CSy(g) Hava (293 K) 10X 107
0, (g) Hava (273 K) 18X 107°
HY H,0 93X 107°
OH~ H,0 53 % 107
Lif H,0 10X 107°
Na* H,0 13%107°
K* H,0 20X 107°
clr H,0 20X 107°
I H,0 20% 1077

m  —x?
C = — 34—Dt
VvarDt

Cizelge, sivila
gazlardakine
yavas
gostermektedir.
Riboniikleaz ve
blyuk moleki

yavas difizlenirler
Eger m mol g6ziine
kolon icerisindeki ha
baslar ve kolon iceri
derece ince bir biri
alandan difilizyon ile g
bandin Gauss tipindel
asagidaki esitlige uy
C, derisim (mol/m3
x de kolon boyunca
andaki merkezinde
uzakliktir. (Bu esi
bant merkezi x
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Iyi bir kromatografik ayirmada,

(a) maddelerin gog etme hizi, ve

(b) (b) madde piklerinin genislemeye basladig
bélgenin (uzaklik) fanimlanmasi onemlidir.

M

AL

Zaman —jpe

Dreclektiir simyalim—-

_Ayirmay iyilegtirici iki yontemi gdsteren iki bilegenli kromatogram:
(&) pikleri éndgen orijinal kromatogram,
{b) bant mesafesi artinlarak ayirmanin iyilestirilmesi;
{c) bantlar daraltlarak ayirmamin iyilestiriimesi,

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN 22




Kromatografik “tabaka teorisi

Kromatografideki ayirma “tabaka teorisi“ne dayanir ve gog h
anlamda tarif eder.

Kromatografi tabaka teorisini Martin ve Synge gelisti
gore bir kromatografik kolonun ayri ayri, fakat birbirine bitisik ¢
seri tabakadan (teorik plaka denen) olustugu varsayilir. Burad
tabaka adi verilen ayri ayri plakalarda yapildigi varsayilir.

Tabaka yiksekligi ayni zamanda kuramsal bir tabakanin
olarak da bilinir. Yaklasik olarak herhangi bir ¢oziinen igin durg
hareketli faz arasindaki dagilma dengesinin bir kez kurulabilmesi igi
kolon uzunlugudur. Her tabakada maddenin hareketli ve sabit fazlay
dengeye ulastigr kabul edilir. Madde ve ¢oziiciinin hareketi, bir
digerine kademeler halinde hizli gegis seklindedir.

Kromatografik bir kolonun bir ayirma sistemi olarak
sayisinin artmasiyla yikselir, yani teorik tabaka sayisi arttik¢a
de artar. Buna gore yukarida belirtilen "teorik tabaka sayisi, N"
bir ol¢lsudiir.

23
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» Daha kiiclik tabaka yiiksekligi, daha dar bant genisligine yol

» Bir kolonun karisim igerisindeki bilesenleri ayirma ye
yuksekliginin azalmasi ile artar. Etkinligi iyi olan bir kolonun
daima etkinligi disik olaninkinden daha fazladir. Ayni kolonda
gozinenler, farkli tabaka yiiksekliklerine sahiptirler.

» Bunun nedeni farkli difiizyon katsayilarina sahip olmalari
yiikseklikleri, gaz kromatografide 0,1 - 1 mm, HPLC'de yaklasik o
dir.

» Tabaka yiiksekligi, 02/x olup, 0 Gauss egrisi seklindeki bandin
sapmasi, x ise kat ettigi uzakhktir. L uzunlugundaki bir kolo
gozinen igin tabaka sayisi kolon uzunlugunun (L) tabaka yii
béliinmesi ile bulunur

Bunun nedeni, x = L ve 0 = w/4 olmasidir. Bu esitlikte, wnin bir
olglisi iken tabaka sayisi birimsizdir. Her L ve w'yi (veya o) uz
zaman ile birimi ile ifade edersek, N yine birimsiz olacaktir.

L _Lx _L* 16L%_ 16t§
H o2 02 w2 w2

N =

24
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Kromatografik hiz teorisi

» Tek bir taneciginin davranigi incelenirse, tanecik gog etme s
ve hareketli fazlar arasinda binlerce defa gidip gelir. Fazlarda
gecgisteki kalma siiresi diizensizdir ve gevresinden tesadiifen ¢
enerji yeterli dizeye ulastiginda diger faza geger. Boylece bir
siiresi bazen ¢ok kisa bazen da ¢ok uzun olabilir.

» Tanecik sadece hareketli fazda kalig siresince kolonda ilerleye
gore, kolondaki ilerlemesi de diizensizdir. Fazlarda kalis siiresi
olmayisi her tanecigin hareketli faza gegigindeki ortalama hizin'd
olmasina yol agar.

» Bir kolondaki ¢alisma sekli, ¢oziinen maddenin duragan ve hare
arasinda dengelenmesi icin gegen zamana baghdir (plaka mode
durgun faz ile hareketli faz arasindaki denge ¢ok hizlidir). Bung
bir kromatografik pikin olusturdugu bant sekli, eliisyon hizindan e

» Taneciklerin sabit fazdan hareketli faza gegisleri farkhdir.
asagl dogru sadece tanecik hareketli fazda iken mimkdr
tanecikler hareketli fazda daha fazla zaman gegirirken bg
fazda digerlerinden fazla vakit gegirirler. Boylece tanecik
gegis hizi bir ortalama degerle ifade edilir.

25
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Bantlar Nigin Genisler

» Kolonun alt bdlgelerine inildikge alinan kromatografi
bantlarin genisligi artar; ¢linki taneciklerin bir fazda kal
dolayisiyla gé¢ etme siiresi uzar. Buna gore bdlgesel bant ge
kolondaki kalma siiresi ile bagintilidir ve hareketli fazin aki
ters orantihidir.

» Kolon igi davraniglarla bant genislemesine katkida bulunan
mekanizmalar, plaka yiiksekligi igin Van Deemter denkleminde as
gibi ifade edilir.

B Burada u ortalama hiz,

H=A+_+Cu A: ¢oklu akis yollari (eddy difiizyonu )
B: uzunlamasina difiizyon
C: kiitle transferine direng

26
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» Coklu Akis Yollari (Eddy difiizyonu)

» Van Deemter esitligindeki A terimi, kurami karmasik olan goklu
yollarindan kaynaklanir. $Sekil'de bu etki resmedilmistir. Bazi aki
digerlerine gore daha uzun olduklarindan sol tarafta kolona ayni
molekiiller, sag tarafta farkh zamanlarda kolondan gikarlar. Basit
bircok farkli etki Esitlikteki A teriminde birlestirilmistir

Slre —»

» Sekil: Coklu akis yollarindan kaynaklanan bant geniglemesi. Durg
taneciklerin boyutu azaldikga bu sorun ortadan kalkar. Bu siireg
kolonlarda s6z konusu degildir.
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» Uzunlamasina Difiizyon

» Eger ¢ozineni bir kolonun merkezine disk seklinde ve 1 e eonra hoford sk
ince bir bant halinde verebilseydik, molekdiller, kolon clalinenin hiigesi
igerisinde  daha  yiiksek derigsimden, bandin Uzunlamasina
kenarlarindaki  daha  diisik  derisime  dogru difizyan (B/u)

difuzlenirken bant da yavasca genisleyecekti. Bir

bandin  difiizyona bagh olarak genislemesine

uzunlamasina difiizyon denir, ¢linki bu difiizyon,

goziclnun akigi ile bant kolon boyunca tasinirken \zunh e sonra klondekd
kolonun ekseni boyunca gerceklesir. clzinenin bojgesi

» Van Deemter esitliginde B/ux terimi uzunlamasina
diflizyondan kaynaklanir. Daha hizli dogrusal akig hizi, Akgin yond

kolonda daha az zaman harcamak demektir ve daha az  SEKIL 22-17 uznlamasina difiizyon van
diflzyon genislemesi olugur. diflizyondan kaynaklanan  Deemter esiliginde (8/u,) terimini arther.
varyansin  asagidaki  sekilde  oldugunu  ifade  Coulinen,strekl olarak densik merkez bolgeden
eder:Burada, Dm c¢o6ziinenin hareketli fazdaki  dsandogr uzaklasr. Daha hizh aks oldugunda
difiizyon katsayisi, t siire ve HD de uzunlamasina t“;:":am::::;;?m;"amnmdmu
difiizyona bagli tabaka yiiksekligidir. Kolon boyunca =
hareket igin gerekli olan sire L/ux olup burada L
kolon uzunlugu ve ux dogrusal akis hizidir,

Uzinlamasina difiizyona bagh o W, B

Hy=—=s—=—

tabaka yiksekligi: T

& &




Harshetli Geri alma
_—

Faz Dl
» Fazlar Arasindaki Sonlu Denge Siiresi T T -
» Esitlik teki Cux terimi c¢oziinenin hareketli [ ——
faz ile durgun faz arasinda dengeye gelmesi | Yaves denge
igin gerekli olan siire ile ilgilidir. Her ne kadar
¢ozinenin bir kismi durgun fazda kallyorsada @ ------ss--=-------
hareketli fazda kalan ¢oziinen, tim bdlgeye | |
yaytlarak ileri dogru hareket eder. Ayni halidien
zamanda kiitle aktarim terimi de denilen ve aerioly
sonlu denge siiresinden kaynaklanan fabaka SEKIL 2218 Cozdnenin harsket faz e dur-
yiksekligi agagidaki gibidir: e e e B S
Hkﬂtle aktarimi C”:{ o (Cs. + Cm}”x :13? femamisnirve dsha az bant genilemes:
» Burada, Cs durgun fazdaki Cm de hareketli e
fazdaki kiitle aktarim hizini agiklar. Cs ve Cm i 2
icin 6zel esitlikler kromatografinin tiirine ]
baglhidir. i Cou
Dolgulu kolonlarda her ig¢ terim de bant 2 Co
genislemesine katkida bulunur. Agik borulu
kolonlarda ¢oklu yollar ile ilgili terim olan A = | , ———
O oldugundan bant geniglemesi azalir ve R
ayirma giicii artar. ik e i VoAU s

kutle aktarim hizlarindan; C,u hareketli fazdaki kiitle
r. Mehmet Sayim KARACAN aktarim hizinin sinirh olmasindan; B/u ise, boyuna

difizyondan kaxnaklanlr.



» Ayrica, kolona yiiklenme esnasinda da
bant genislemesi olur.

» Kolon Disinda Genisleme

» (Coziinen hi¢cbir zaman kolona sonsuz
kiiglik bir bolge halinde uygulanamaz,
bu nedenle kolona girmeden 6nce bile
bandin belirli bir genisligi vardir.
Eger bandin kolona enjeksiyonu
sirasindaki bu genisleme At (zaman

Tabaka yiksekligi (mm)

biriminde) ile gosterilirse, sonugtaki 2‘“‘“"*I""“"“23::"‘\";;:5;2‘1;‘;01.;;
bant ge.ni§li‘g“inin. varyansina - katki g ]
asagidaki baginti ile verilir: O e T N s e cE
(0] 20 40 60 80 100 120

Enjeksiven veva dedekidr =y g _ ﬁ Akig hizi (mL/min)
fema lsan varyans: - o SEKIL 22-'!9 van Deemter esitliginin gaz

» Ayni iliski, rnegin gegmesi icin At'lik P i e i
bir siire gerektiren bir dedektordeki AEor e P P AT DG

Equation,” J Chem. Ed. 1982, 59, 290.]

genisleme igin de s6z konusudur.
Bazen, kolon (izerinde belirleme
olasidir; bu durumda dedektordeki
bant genislemesi sorunu giderilmis
olur.
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Kapasite faktorinin Ayirma giicliyle iliskisi
Analitlerin kolonda go¢ etme hizlarini tanimlamak amaciyla yay
kullanilan 6nemli bir biyukliktir. Kapasite (alikonma) faktéri (
arasinda bir deger gostermesi idealdir. Uygun bir kolonun segilm
halinde k degeri mobil fazin bilesimi degistirilerek ayarlanabilir.
faktaorinin ayirma giici ile iliskisi asagidaki bagintiyla verilir.

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

\ )
|

Ayirma giicii R,

Eliisyon
stiresi (1)

Denkleminde, ilk iki terime Q dersek,
denklem,

R, kg

0 1+kg
Olur, bunun da kB ye karsi grafigi sekildeki glbldlo". L '5.|0' L |10|.o| || l15.o
Alikonma faktdrii, kg

R/Q veya (tg)g/Q’

ee\Seoe

Sekilden de 95p(j|du9u k degeri icin1- 5 SEKIL 26-13 Alikonma faktrdi k5'nin, ayrima gicii (R,) ve
ar'allg’mda hem Aylr'ma gUCU en fazla hem ellisyon siresine (ty); etkisi. k;'deki degisim sirasinda Q
de elii syon siiresi en azdir ve 0"'nlin sabit kaldigi kabul edilmistir.



» Ornek: Bir kromatogramda bir klorlanmig pestisitin kromat
asagidaki sekilde verilmistir. Grafikten yararlanarak 20 cm
kolon igin teorik tabaka yiksekligini bulunuz.

1 T N= 16 (8,5 min/2,5 dakika)? = 5138 tabaka

N:16(
/4

H=L/N =20 cm / 513,8 tabaka = 0,039 cm/tabaka= O

n w
NGOl w o

Dedektor sinyali
o

—_

o
o

o

005115 2 25 3 35 445 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 101051111
Alikonma siiresi (min)

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN 32




Kolon kromatografisinde dnemli deneysel biyikliikler ve bag:

Deneysel biyikligiin ismi Sembolii
Tutulmayan tirin kolondan ¢ikma
zamani (6li zaman) T Kromatogramd

A ve B bilesenlerinin alikonma
zamanlari
A bileseni icin dizeltilmis

alikonma zamani T e

A ve B bilesenlerinin pik genislikleri W, , W,

Kolon dolgusu (sabit faz) uzunlugu L
Akis hizi (hacimsal akis hizi) F
Sabit faz hacmi Vs
Hareketli faz hacmi Vm
verilerinden

nalitin hareketli ve sabit fazlardaki
B MERmet Sayim KARACAN

Cu .\ Cs

Treay « Trep)

Kromatogram

Ry = Tre
Kromatogramdan
Dogrudan élgiile

Dogrudan 6l¢ii

Kolon hazi
Kolon ha

AnaliZve

verile



Kolon kromatografisinde onemli tiretilmis biyiklikler ve

Tiretilmis buyikllgin ismi Hesaplanmasi

Hareketli fazin ortalama dogrusal hizi
(dogrusal akis hizi)

Hareketli fazin hacimsel akis hizi

Hareketli fazin hacmi

Alikonma faktard k:ﬁ
tM
Dagilim katsayisi (Bilesenin
iki fazdaki derisimlerinin orani) K= k

Ayirma faktarii o e "l

(Segicilik faktord) trcn —t

Diger biiyiikliklerle

by
F=Vu/ m
Viy =
Vi
Vs

ty.F
k=KJs
VM




Tiiretilmis biyikligiin ismi Hesaplanmas:  Diger biiy

Avirma aiicii
YIr' a 9UCL| RS _ 2[(tR)B _(tR)A] \/N
W:ci-l_% RS = 4
Kuramsal tabaka sayisi )
N = 16(tij
W N = 16R? {
L
Kuramsal tabaka H==
yikseKkligi N

2 2 3
Alikonma zamani (tR)B:16RSH( o j (A+4,,)

a-1) (k)




Ornek:
30,0 cm 'lik bir kolonda A ve B maddelerin alikonma siirele
16,40 ve 17,63 dakikadir. Tutulmayan kisimlar kolondan 1,30
¢ikmaktadir. Pik geniglikleri 1,11 ve 1,21 min olduguna gére asag
(a) kolonun ayirma gticlini Rs=?

(b) kolondaki ortalama tabaka sayisini, N=?
(c) tabaka yiiksekligini, H=?

(d) Ayirma giiciiniin Rs=1,5 olmasi igin gerekli kolon uzunlugunu, L,
(e) Rs= 15 olan kolonda B maddesinin ¢ikmasi igin gerekli z
hesaplayiniz. tr,=?
f) 30 cm'lik kolonda ve ayni alikonma zamanlarinda 1,5 ayirma
elde etmek igin gerekli tabaka yiksekligini hesaplayiniz. H,=?



» (a) Kolon ayirma gticu (Rs) asagidaki
denklemden hesaplanir

>
RS _ 2[(tR)B _(tR)A]
W+,

»Rs=2(17,63-16,40)/ (1,11+1,21) = 1,06

» (c) Tabaka yiksekligi I
H==

N

» denklemiyle hesaplanir.

» H=30,00cm/3445 = 8,7.103 cm.

>

>

(b) Ortalama tabaka
denklemden bulunur.

2
N = 16(tij
%
N,= 16(16,40/1,11)2 = 34

N,=16(17,63/1,21)? = 33
Nort= (3493+3397)/2=3

(d) N ve L nin artmasi ile
degismez. JN a-
Ry Y

Denklem® N; ve N, cinsi
ve iki denklem birbirin
asagidaki denklem eld

Rs; _ \/N_l 1,06
Rs, JN2 1,5
N,= 6900

L= 6900.8,7.10-3



()

» (e)
» Denklem birinei ve ikinci kolona

gore yazilip oranlanirsa asagidaki
esitlik elde edilir.

_16RS2H[ o )2 (I+k )
u \a-1) (k)

trs _ R& 3.4 ;
* = =3 degerler yerine konursa,

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

) 16RSZH[ o )2 (1+k)

(), i

u o—1

f)

Denklemini H1 ve H2 iginy
oranlarsak

Leg'_ Rey
tr5 R%L T Hy
H,= 8,07.10-3 cm. 1,062/1,52=
cm.



Kolon Etkinliginin(Performansinin) Optimizasyonu
Iyi bir ayirma icin temel biyiklikler : o, k ve N (veya H)
Ayirimi iyilegtirmenin en kolay yolu kapasite faktard(k) ni
k icin mobil fazi veya kolon dolgu maddesini degistirmek

50mm

N igin; S— -
kolon uzunlugunu, JV\ A
mobil fazin akis hizini, I\
dolgu maddesinin tanecik biiyiikliigiind, Smee o |

- - - -
mobil fazin viskozitesini degistirmek
a igin azalan tercih edilebilirlik sirasiyla; N\ M

pH degisikliklerini de igeren mobil faz bilegsimini degistirm

kolon sicakligini degistirmek,
sabit fazin bilesimini degistirmek,

r. Mehmet Sayim KARACAN



§ 0.2
=
L= 0,4-0,6 mm
E
gl 1 I /
:g o M —C 0.25-0,3 mm
= e 0 1y = = 0,1-0.15 mm
| ] ] |
5 1] 15 20

Daogrusal iz, em/fs

Tabaka yiiksekligine tanecik boyutunun etkisi
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Ahkonma siiresi. dakika

Cozicl degigikliinin kromatogramilara etkisi. .

Arnalitier:

(1) 9. 10-antrakinon;

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

(3) Z2-atil-9,10-antrakinomn;

(4) 1,4-dimetil-9, 10-antrakinon;

(5) 2-+ batil-9, 10-antrakinon.
Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN



f Dolgu sonunda
z analit profili t
= =
- §
® £ 5
S (L — lo) | (L + 1o) §
5,0 /
-
H= T |
|
L
G uzakhg —_—
(a) Dolgu Tabaka Sayisinin tayi
J!I'E'. L p—T
Numune girisi Dedektﬁr_h

H = o’/L seklinde verilen tabaka
yuksekliginin tanimi. (a) Kolon uzunlugu, numune
girisinden dedektére kadar olan mesafedir. (b) Numune
molekdllerinin dagilimi Gauss egrisine uyar.




R=2.05

3.7min
15m

] R=2.91

7.5min

HL -

— — R=4.15

-

v
\‘g

15.3min

5 10 15 20 min
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Bilegen sinyali

R ———

Kromatografide genel geri alma (eliisyon) problé

| 2 (a)

Kromatografide genel elisyon problemi.

>

>

Alikonma faktaori farkl
kromatogramlarinda

a kromatograminda sadecé
maddesi k degerleri optim

b kromatograminda sartlar
ve 6 maddesini ayirmak igin

¢ kromatograminda ise k deg
sadece 3 ve 4 maddesini ayirt
uygundur.

Bu problem, ayirma siirerken
(¢oziiclyd, hizi, sicakligi, vb)
degistirmek suretiyle gider;

1 ve 2 yi ayirdiktan sonra g
4 igin o da ayrildiktan sony
ve 6 igin uygun hale getir
ellisyon problemini ¢ozer,
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Diizlemsel kromatografi

Kagit kromatografisi
Ince tabaka
kromatografisi

Rf= Yirime orani

LS

I Coziicunin aldig yol (cm) ~

Bilesigin aldigt yol (cm) D  Dg
L Dy

1 Baslangig cizgisi
Baslangic eluent sevivesi
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Kagit Kromatografi

Kolon kromatografiden farkli olarak sabit faz, bir siitun halinde ©
tutunmus ince film halinde olabilir. Mesela kagidi olusturan seliiloz
molekiilleri arasinda ¢ok saglam hidrojen baglari vardir. Oda sartla

ylizeyi, her zaman ince bir su filmi ile kaphdir. Bu durumda sabit
nm mertebesinde gozenekli bir diizlem yiizey olusturur.

Kagit kromatografi, karisimdaki bilesenlerin kagit yiizeyindeki su fil

yuriyen organik sivi arasinda dagilmasi esasina gére ayirma saglar. He
su ve organik sivi tarafindan paylasiima oranlari farklidir. Su ortg
eden bilesen kagit ylizeyinde daha fazla zaman gegirir. Organik
eden bilesen ise hareketli fazda daha hizli siriklenir.

Bu yontemde kullanilan kagit sadece sivi filmi tutan bir destek go
Hareketli organik faz saf bir ¢ézlici olabilecegi gibi birden gok

karisimi da olabilir. Sivi fazin ayrilacak karisimdaki herha
tasimasi icin bu bileseni ¢ozebilmesi gerekir.
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Tank

Sabit faz (filtre kadidi)
/ Sivi sinir hatti
AN
Baslangig Cizgisi ~ \
Smi on cephesi olusurken e e
\ lekeler de yukanya dogru Bitis Cizgisi d '
\ hareket ederler
N
L e e— m——
Sivi seviyesi Baslangic |7
Cizgisi |
Hareketlifaz
Organik sivi
(a) (b)

Sekil 4.27. Kagit kromatografi yonteminin uygulanisi a) kullanilan gereclerin dizeni
b) ayirma isleminden sonra kagidin gortinimd (kromatogram).
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» Ornek: Bir dstrejen numunesi o-diklorbenzen hareketli faz o
kullanmak suretiyle kagit kromatografide bilegenleri analiz e
isteniyor. Numune kagida damlatildiktan bir siire sonra numu
bilesene ayrildigi gozleniyor. Sekildeki verilerden ve de 6strej
tirevlerine ait Rf degerlerinden yararlanarak numunenin bilese

bulunuz.

o-diklorbenzen
o

Ostriol 0
Ostradiol 0,10
Equilenin 0,40

Ostrone 0,90

N N
N L

Rf;= 3,4/7,9=0,43

o-diklorbenzen
e

Rf,=6,8/7,9=0,86
Olduguna gore Cizelgedeki degerle
karsilastirildiginda
1. analit equelenin,
2. analit 6strone olabilir.



Ince tabaka kromatografisi

» Ince tabaka kromatografisi, dizlemsel bir “kati-sivi
adsorpsiyon kromatografisidir." Bu ydntemde sabit
faz, cesitli boyutlardaki®cam plakalar uzerine, ince bir
tabaka halinde sivanmis kati adsorban maddedir.
"Adsorban madde olarak kolon kromatografisinde
kullanilan tim katilar (alumina, siliko jel, selliloz vb.)
kullanilabilir. Bu kromatografi tiirinde hareketli fazin
sabit faz (izerinden Tilerleyisi, asagidan yukar
do?’r'udur'. ¢ozicl, kilcallik = efkisiyle igerisine
daldirilan ince tabaka plakasi lizerinde yirir.

» Bu yontemde, adsorban bir malzeme cam veya plastik
bir plakaya belirli bir kalinlikta kaplanir ve baylece
uzerinde gozenekler olan aktif ylizeyli bir sabit faz
olusturulur. Bu islem yapilirken kaplama malzemesinin
bir ¢oziiclide slispansiyonu olui‘rur'ulur'. Bu sUsEansiyon
cam veya plastik tzerine dokilerek yiizey kaplanir.
Ardindan ¢oziicli buharlastiriir ve boylece ylizeyde
sadece kaplama malzemesi kalir.

[y —y —y
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SEKIL 28-30 (a) YurGtme isleminden sonra ince-tabaka
plakasi. (b) Numune 1 igin ince-tabaka kromatogrami.
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Kromatografik ayirma
gikarilan esitlikler ¢og
tabaka  kromatografisi
kullanilabilir.

Bilesigin aldigt yol (cm)

f = Cozicunin aldigt yol (cm)

Burada d, ve dy nin f; v
iliskilendirilmesi gerekir.

Numune 2 kromatograminda
tp=dp/u

tr= dy/u yazihr.
k= (dj/u)-dx/u) /(dr/u) = (d
Bu degerleri alikonma
yerine koyarsak;
k= (dy- dr)/dg = ((1/R¢)-1
Buradan

k= ( 1-Rf)/R¢ olur. =
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Ciiziicl B ——— Renkli Resim 28 Ince Tabaka Kromatografisi (Béliim 24-1) Ayrilacak karisim, bir adsorplayici durgun faz
ile kaplanmuisg bir plastik veya cam levhanin tabanina yakim yerde ktictik noktalar halinde yerlestirilir. Levha, kapali
B 1 hﬂ!' nee- bir bélmede ve s1g bir ¢ézticli havuzuna yerlestirildiginde, sivi kilcal hareket ile levhada yukariya dogru hareket
Baz: amino ﬂ.ﬁﬂrﬂrln "“ . utlu | tabaka eder. Karigimin farkl bilesenlerinin durgun faz ytizeyinde ne kadar griclii tutunduklarina bagh olarak, bilesenler
kmmatﬂgmmlﬂﬂ {Elllkﬂjﬂu G’azunﬂ : toluen/2- farkli derecelerde ¢oziicti ile birlikte taginirlar. Daha gticlti tutunan bir bilesen daha yavas hareket eder. (a) Coztict
k[ﬂrmtam[fwm_ {;ﬂ:ﬂcﬂ B: kloroformubenzil alkol’as levhanin tabanina yakin bélgede bir boya karigimim gecerek yiikselir. (b) Ayirma, ¢oziictintin levhanin buyiik bir
; 3 5 ) . ; ; 2 kismini tirmanmasindan sonra basarildi.
asit. Aming asitler: (1) aspartik asit, (2) glutamik asit, (

serin, (4) B-alanin, (5) glisin, (6) alanin, (7) metiyonin, ya,
valin, (9) izoldsin ve (10) sistein.

[ki boyutlu ince tabaka kromatografide, Numune, kare seklindeki bir
osesine uygulanir, ve A goziicuslu ylrutilerek yukar: yonde hareket
nra A ¢oziiclisii buharlastirilir. Plaka 90 ° ¢cevrilerek bu sefer B ¢o
irdtilir. B goziclsi buharlastirilir. Amino asitler igin boyar mad
iskirtilerek amino asitlerin yerleri tayin edilir. Standart degerle
nlark »ile.kaesilastirilarak amino asitlerin varliklar: belirlenir:;



Ornek 2: “Ince Tabaka” kromatografisi ile analiz edilen bir karisimdaki iki maddenin
Rf degerleri 0,8 ve 0.5 1se, ¢oziicli 12 cm ilerlediginde iki madde arasindaki mesafe ka¢ cm
olacaktir?

Coziim:

Rf1=0.8  Rf2=0.5

madde

R_d
T d

caziicli

d
0,8 =—

=d, =08d .. .=d =08x12=96cm

¢oziicii
coziicii

d
05=—2—=d,=05d

¢oziicii

=d, =05x12=6cm

¢aziicii

d, —d, =9,6—6=3,6cm




etil oranj metilen mavisi tiirlerini igerme ihtimali olan madda ince tabaka kromato
edilmistir. Bu amagla Durgun faz olarak Silika jel, Hareketli faz: Etil alkol kullanilar
deneyde ¢oziiciiniin 4,2 cm, bir bilesenin ise 3,3 cm yiiridiigi olgllmistir. Numunede
hangisidir?

Rf=3,3/42=0,79

Metil oranj 0,60
Metilen mavisi 0,77

Tablodan bilesenin metilen mavisi oldugu anlagiimaktadir.



Kromatografide Kalitatif (nitel) Analiz

Bir kromatogram, ornekteki her bir madde hakkinda gok az bilg
maddenin alikonma zamani, bir siyirma periyodu siiresince mady¢
fazdaki konumu.
Ilave bilgiler elde edilebilmesi icin hareketli ve sabit fazlar ¢
gesitli siyirma sicakliklart uygulanabilir. Yine de bir macd
kromatografide alinan veriler, IR, NMR veya kiitle spektrumunda a
gore oldukga azdir. Dikey eksendeki degerler (o, A, veya m/e
eksendeki degerlere (tg) kiyasla daha hassastir.

Bu durum kromatografinin kalitatif analizde basarisiz bir yéntem ol
gostermez. Isimleri bilinen ve ¢ogunlukla bir arada bulunan bazi
karigimlarinin - tanimlanmasi  yapilabilir. Ornegin, bir protein
orneginde 30 veya daha ¢ok sayidaki amino asidin varligi veya yok
tabaka kromatografisinde ayrilan maddelerin siddetine gore sa
Yine de teshisin kesin olmasi i¢in ayrilan maddelerin spektral vey
tanimina gerek vardir. Karmasik yapil bir 6rnegin spe
yontemlerle tanimlanmasi igin 6nceden kromatografik bi
gereksinim vardir.
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Kromatografide Kantitatif (Nicel) Analiz

» Kromatografide kantitatif analiz, analitin pik yiiksekligi veya
alaninin standart maddenin pik vyiiksekligi veya pik alani
kiyaslanir. Calisma kosullari kontrol edilebiliyorsa bu iki paramet
de konsantrasyonla dogrusal olarak degisir.

» Pik Yiiksekligine Gore Analiz

» Bir kromatografik pikin yiiksekligini clgmek igin pikin iki yanindaki
taban gizgileri diiz bir dogru ile birlestirilir ve pik tepesinden bu
dogruya bir dikme inilir; dikmenin uzunlugu, pik yuksekligidir,
Yikseklik gok hassas olarak él¢ilebilir. Kolon kosullarini etkileyen
degiskenler, 6rnek ve standartlarin kromatogramlarinin alindig
siire boyunca sabit tutulmalidir. Cok iyi kontrol edilmesi gereke
degiskenler kolon sicakligi, hareketli fazin akis hizi ve 6rne
enjeksiyon hizidir. Ayrica kolonun asiri yiklenmemesine de dik
edilmesi gerekir. Enjeksiyon hizi bir kromatogramda ilk ¢
pikler igin 6nemlidir ve % 5-10 'a kadar ulasan bagil hatalar
agar.
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» Pik Alanina Goére Analiz

» Yukaridaki  paragrafta  belirtilen
degiskenler pik alaninda genigleme CELEREL
€Tlel yapmazlar'. BLI kaldeln alana B&\@Pagm B MBAARLLETLMR (o

gore yapilan analizler yiikseklige gore

yaptlanlara kiyasla daha dogrudur.

Diger yonden pik yiksekliklerin 1000,

6lgllmesi daha kolaydir ve dar piklerde

bu yontemle daha dogru sonuglar alinir. | & s

Modern  kromatografi  cihazlarinda

bilya ve disk veya elektronik N—— T —_—

bilgisayarlar  vardir. Bunlarda pik ; Time () "’
alanlari hassas olarak élgilebilir. Bu tip [~ smmnses

sistemlerin ~ olmamast  durumunda sesons e s

hesaplamalar el ile yapilir. Uygun e e

geniglikteki simetrik piklerde alan

basit bir ydntemle hesaplanir; pikin

yiksekligi, ylksekligin fam ortasindan

gizilen yatay dogrunun uzunlugu (o

noktadaki pik genisligi) ile carpilir. Pik ~ Toplam alan 696, 08

alani  pikin  bir  planimetre ile

taranmasiyla da bulunabilir. Bir baska 1-7aseton=119,54/696,0

yontem de pikin kesilerek tartilmasi ve ~ 2-2-biitanon= 137,42/69

tartimin, ayni kaydedici kagidin alani  3-4 metil 2.p= 439,12/6

bilinen bir pargasinin agirligi ile

kiyaslanmasidir.,
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1500

W = FH

4-methyl-2-pentanone 439.12




» Kalibrasyon grafigi yontemi

» Kantitatif kromatografik analizde en ¢ok uygulanan yonte
maddelerin bilesimine yakin bilesimlerdeki bir seri standar
calisiimasidir. Standartlarin kromatogramlari alinarak pik yiiks
veya alanlarinin, madde konsantrasyonlarina gore " kalibrasyo
cizilir; grafik orijinden gegen bir dogru geklindedir. Ornegin
grafige gore vyapilir. Yiksek hassasiyet alinabilmesi igin
cozeltilerin ve kalibrasyon grafiginin sik sik kontrol edilmesi ger

» Analizdeki en onemli hata kaynagi, enjekte edilen standart v
ornek hacminin tam sabit olamayisidir; ayrica enjeksiyon hizi da
neden olan bir faktérdiir. Ornek miktari ¢ogunlukla 1 uL civarin
her defasinda ayni hacimde madde verebilmek igin bir mikr
kullanilarak bagil hata % birkag seviyesine kadar disirilebilir
gaz-sivi kromatografisinde daha da biyiktir; ornek sicak
enjekte edildiginde, siringa ucundaki buharlagsma kolona veri
hacminde biiyiik farkliliklar olmasina yol agar.

Bu hata doner numune vanasi veya oto ornekleyici kullanilara
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C (mg/L) Pik alani A Pik Yiiksekligi
00435 675 60
Bir antibiyotik ilacinda amoksilin tayini igin 1 g'lik tablet - 4224 —
alinip gozinurlestiriliyor. Cozelti 100 mL'ye tamamlaniyor. 0.87 26510 1450
Bu ¢ozeltiden alinan 0,275 mL 6rnek tekrar 100 mL ye 435 134422 6578
seyreltiliyor. UV dedektérli bir HPLC'de sinyali 6lgiiliiyor, 42; - 32;’;’993621 1641%2;

Ayrica gesitli derisimlerdeki standart gozeltilerin pik
alanlari ve yikseklikleri 6lgiliyor ve yandaki tablodaki
degerler elde ediliyor. Tabletteki amoksilin kiitlece ylizde

derisimi nedir.

Amoksilin igin Pik alani-derigim
1600000

1400000 y =32187x - 4245.3

2 _

£ 1200000 R =0.5999
S 1000000
X
S 800000
§ 600000
S 400000
38
< 200000

0

-200000 O 10 20 30 40 50

Amoksilin Derisimi (mg/L)

Amoksilin : 24mg/Lx 0,1L=2,4 mg
0,275 mL de 2,4 mg amoksilin varsa
100 mL de x= 872,7 mg amoksilin
1 g tablette 872,7 mg amoksilin varsa
100-degoym karacix= %87 ,3

70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000

Bilinmeyen amoksilin derigimi Pik alanina gore 24 pix viikseklidine asre 2
mg/L ,. Pik alani daha dogru sonug verdiginden . L RseIgine gore

Amoksilin igin Pik yiiksekligi-

Bilinmeyen
Derigim

750000 32000

derisim

y = 1417x + 436.29

50

. 22mg/Lx 0,1 L= 2,2
0,275 mL de 2,2 mg ¢

100 mL de x= 8(
1 g tablette 800 mg
100 de X= 4



Standart Ekleme Yontemi

Ayni miktarda alinan numunelere, artan
derigsimlerde standart c¢ozelti ilave
edilir. Ilk numune ¢o6zeltisine ilave
yapllmaz. Bu g¢ozeltilerin  cihazla
sinyalleri olgilir. Numune ¢ozelfisi
hepsinde bulundugundan ortam
yaklasik olarak aynidir. Dogrunun X

eksenini kesim nhoktasindan
numunedeki analit derigsimi bulunur
veya hesaplanir. Ortam eftkisinin

oldugu karmasik nhumunelerin analizinde
Standart Ekleme Yontemi kullanilir.

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

S¢= kCx"' sz’rd

ST =0 lgln - ka= szTd CX: 'Cs‘rd

Cstd / \l

4484 &7

— Wx

Cx+Csl Cx+Cs2 Cx+Cs3 Cx+Cs4

a B
,,43111:1311 eklennmng

¢ozelhn smyallen

Anahitik Smyal

/ g

0 = z S T - =

[ standart eklenmenug

Bﬂif“}l'-’:}’c"iﬂ e bilinmeyenimn sinyah

derigim - A

RV I N T B
(0.04)  (0.02) 0 0.02 0.04 0.06 0.08

Eklenen standardm ortamdaki derigmu(M)




Standart ekleme Yontemi

Bir su numunesinde, Floriir tayini yapilmak isteniyor, Bu amagla 35,
¢ozeltisinden gesitli hacimlerde alinarak hazirlanan ¢ozeltilerde iyo
ile alinan pik alanlari tabloda verilmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin son
dir. Buna gore numunedeki florir derisimini ppm cinsinden bulunuz.

Eklenen Eklenen Eklenen Alikonma
Numune standart hacmi | ortamdaki zamani (min)
Hacmi (mL) derisimi (ppm)

(mL)

5 10 05 05x35,2/10=1,8 2,8 426313

5 10 1,0 1x35,2/10=352 2,15 746095

5 10 15 5,28 246 1100673

5 10 2.0 704 241 1503699
1400000 y = 194238x + 97

1200000
1000000
800000
600000
400000
200000 .

e
-gﬂﬁazébooo 0 1 2 3 4 5 6 7

-400000 —
r. Mehmet Sayim KARACAN Derigim (F, mg/L)

Pik alani




» I¢ Standart Ekleme Yéntemi

» Kantitatif amagla, kromatografide en hassas sonuglar ornek
enjeksiyonundan kaynaklanan hatalarin giderildigi i¢ standart
ekleme yontemi ile elde edilir. Bu yontemde o6rnek ve
standartlara ¢ok hassas tartilmis bir i¢ standart maddesi
ilave edilir; analit pik alaninin (veya yiksekliginin) i¢ standart
pik alanina (veya yiksekligine) orani analitik parametre
olarak kullanilir. Yontemin basarili olabilmesi i¢in i¢ standart
pikinin ornekdeki diger maddelerin piklerinden uzakta (RS >
1.25), analit pikinin yakininda olmasi gerekir. Uygun bir ig
standart kullanildiginda kesinlik 7%0,5-1 civarindadir.
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Izobiitirik asit iceren bir numunenin kromatografik tayin
asit i¢ standart olarak kullanilarak asagidaki sonuglar el
Buna gore numunedeki analit derigsimi nedir. Bitin standar
ve numuneye 2 mg/mL bitirik asit eklenmistir.

Standart ¢ozelti Sinyal Pik yiikseklikleri (mm)

derisimi (mg/mL) RPN I¢ standart  Pik yiiksekligi

(A/IS)oran
0,20 . -4-f 7/3520,20
0,40 16 T 16/41=0,39
0,60 27 48 27/44=0,61
0,80 39 41 39/48=0,81
1,00 41 39 41/41=1,00
Numune (Cx) 21 21/39=0,54
45 1
40 09
— 35 0.8
= 30 o7
¥ 25 S 06 —
2 204 o
o 03 ' 1
5 ocosomgm. 0 < | doBbman
0 5 v /A
0 0.2 04 0.6 0.8 1 1.2
R2: 0,96 Derisim (mg/mL) 0 o1 0z 03 o'Lléer'io'




» Alan Normalizasyonu Yéntemi

» Ornek enjeksiyonundaki diizensizligin yarattigi hata alan
normalizasyonu ile de giderilebilir. Bu yontemde ornekteki i
maddelerin kolondan ¢ikmasi gerekir. Kromatogramdaki tim
alanlari hesaplanir ve her madde igin bilinen dedektér algilam
ile carpilarak dizeltilir. Analitin konsantrasyonu, analit pikine
alanin toplam pik alanlarina bélinmesiyle hesaplanir. Asagida b
yontemdeki hesaplamalara bir 6rnek verilmistir.
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ORNEK Bir seri bitil alkol karigimindaki bilesenlerin kromatogra
isteniyor. Bilinen derigimlerde bitik alkol karisimi hazirlanarak kroma
TIk tablodaki veriler normal, sekonder, izo, tersiyer butil alkol karisi
kromatogramindan alinmistir. Derisimi bilinmeyen karisimdaki biitil
siitunundaki veriler elde edilmistir. Asagidaki verileri kullanarak her bi
yizdesini hesaplayiniz. (1. tablo standart ¢ézelti, 2. tablo bilinmeyen n

Alkol Alinan Kitlece Pik alani, Kitlece % /Alan Bagil cevap Faktori,
Kitle, g | % alkol A, cm? F

n-butil 0,1731 (0,1731/0,7035)X 3,023 24,61/3,023= 8,141 8,141/8,141= 1,000
100=24,61

i-bdtil 01964 27,92 3,074 27,92/3,074=9,083 9,083/8,141=1,116

s-biitil 0,1514 21,52 3,112 2152/3112= 6,915 6,915/8,141 = 0,849

t-bditil 0,1826 25,96 3,004 25,96/3,004= 8,642 8,642/8,141=1,062

Toplam | 07035 100 12,213

(2)
1731 1731X10= 1731 (1,731/9,521)x100= 18 18
3753 3.753x1116= 4,188 (4,188/9,521)x100= 43,99
2 845 2 845x0,849 = 2 415 (2,415/9 521)x100 = 25,36
1117 1117x1062 = 1,186 (1,186/9,521)x100 = 12 46

 Toolam | 9521 100




Q) ku'= K Vs/Viy= 6,01.0,422= 254 _ (+n(B)-tM)/(1R(A)-TM) = K(B).

b) a = k.N/k'M = KN/KM = 6,20/6,01 = 1,03

c)

VN = 4Rs (- )(1+k'N) = VN =4-15 (-5>) (%2%) N= 81000 bulunu
d)N=L/HdenH=2,2.103cm . 81000= 178,2 cm ¢ikar.
e)

(t)s =

Denklemden (tx)5= 91 min gikar.
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Ornek: M ve N tiirlerinin su/hekzan arasindaki dagilma sabitler
6,20 dir. Bu iki tir su ile doyurulmus silikajel doldurulmus kolon
geri yikanarak ayriliyor. Kolon dolgusu igin V/Vy, = 0,422 dir.

M ve N bilesenleri igin kapasite faktérleri nedir?

N'nin M'ye gore segicilik faktori nedir?

Ayirma gicu, Rs= 1,5 igin kag tabaka sayisi gereklidir.

Tabaka yiiksekligi 2,2.10-3 cm ise gerekli kolon uzunlugu nedir?

7,1 cm/min akis hizinda 2 tiiri kolondan almak igin ne kadar siire gere
tird kolonu en son terk etmektedir)

kN': KN.Vs/vM: 6,20,422: 2,62

denklemden N gekilir ve degerler yerine yazilirsa

a—1 k'n 1,03-1 2,62

16RS2H( a )2(1+km)3 1,52-2,2.10‘3cm> ( 1,03
o—1

te)s = 16,
Gy s ( 71 cm/min )" \1,03
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Ucgucu sivi veya gaz ha
GAZ KROMATOGRAFISI septum iginden hizl
Isitilmig bir bolmeye enje
Buhar, He, N:veya H:tasi

Tasyci boyunca supurulur ve
Sier 0 L yaniti  bir bilgisayarda
segium ! dedektor icinden akar.
NN S L Kolon, analitlerin kabul edile
e "' kolondan geri alinmasi (elue
e Enec Dedeity yeterli buhar basincini sagl
Dedekidr sicak olmalidir.

firmi

Dedektor, analitler gaz hal
sekilde, kolondan daha
sicaklikta tutulur.

[Knlon

Kolon firmi

» Gaz kromatografisinde, gaz halindeki analit tasiyici gaz
isimlendirilen gaz halindeki bir hareketli faz tarafindan kolon
tasinir. Gaz-sivi ve gaz-kati olmak tizere iki ¢esidi vardir.

Gaz-sivi dagilma kromatografisinde durgun faz, kolonun ig tar
ince bir kat1 destege baglanmis ugucu olmayan bir sividir.

Gaz-kati adsorpsiyon kromatografisinde, analit durgln
- wharcaciklapy lizerine dogrudan adsorplanir.



» Gaz kromatografi, gaz halde veya kolayca buharla
karigimlarin ayrilmasi igin kullanilan yaygin bir yontemdir.
faz olarak helyum veya argon gibi asal bir gaz kullanilir.
tasiyici gaz denir.

» Sabit faz genellikle sividir. Yiiksek sicakliklarda bile ugucu
(mum benzeri) bu sivi, bir kati yiizeyine baglanarak si
olusturur. Sivi emdirilmis kati, yiksek basinca dayanikli me
boru (kolon) igine doldurulur. Gaz haline getirilmis numunel
kolonun bir ucuna uygulanir. Yiksek basing altinda kolona
tasiyici  gaz, numunenin uguculugu yiksek bilegenlerini
surikleyerek digerlerinden ayirir.

» Gaz-kati kromatografisinde sabit faz kati bir maddedir; bu
de dagilma islemi gaz adsorbsiyon dengesine gére olur.

» Gaz-sivi kromatografisinde (GLC) sabit faz, inert bir kat,
uzerinde tutturulmus bir sividir; burada gaz-sivi dengesi 6n

67
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GAZ KROMATOGRAFISI CIHAZI

Tasiyica
gaz kaynag li J

Ak Yen
" Il sistemi
1_ Kolon i
[ i
Siniuil luindr SRR -eeeeeees L S—
1 | ¥
| | Numune
Numune === cnjeksiyon Dedekiir == ph
l bilmesi : ger
L TR . s
Firin Termostat

Tipik bir gaz kromatografi cihazinin blok diyagrami.
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Diger kromatografik yontemlerden farkli olarak sicaklik ve basincin etki
almakli in alikonma suresi yerine Gaz kromatografide alikonma hacmi kull
yararlidir.

Alikonma Hacmi

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

VR = TRF VM: TMF

Bir maddenin alikonma hacmini bulmak icin kolon icindeki ortalama hai' msel akis hizi F,
bilinmelidir. Kolondaki gazin ortalama akis hizi dogrudan é6lgiilemez, onun yerine kolon
¢ikisindaki gazin akig hizi élgdlir. ¥

4|

Kolonun sonundaki akig hizi Fm bir. sabun koptkli akis élger ile belir'le-[;ebilir'; Bu ak'f
olcerlerde gaz su ile doymustur. Olgiilen hacimsel akis hizi Fm ile ortalama hacimsel akis
hizi arasinda asagidaki baginti vardir. -

“

T P_P -
F = Fm. ¢ (2tuz0)
T P

Burada Tc; K cinsinden kolon sicakhg,
T, akig élgerin sicakligi 1 |

P kolon gikigindaki gaz basinci

P ve T, ortam basinci ve sicakligi o
!Jbl.l asincini

P20 . Bu sicaklikta suyun buhar basinci (Gaz basincini diizeltmek igin
gn«lr‘mak gerekir)

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN SEKIL 27-2 Sabun-kgeuklu akig Olcer (Agilent

Technologies’in izniyle).




Alikonma Hacmi

Diger kromatografik yontemlerden farkli olarak sicaklik ve basincin
etkilerini dikkate almak icin alikonma siresi yerine gaz kromatografide
alikonma hacmi kullanmak daha yararlidir.
Vi=t:.F Vi =ty F
Kromatografik ydntemlerde bir maddenin alikonma hacmi V,,
maddenin ve sabit fazin yapisina bagli olan fakat kolon degiskenlerine
bagli olmayan bir degiskendir. V,, kolaylikla elde edilebilen deneysel
verilerden bulunur ve nitel analizlerde kullanilir. Burada VR; tutunan
maddenin alikonma hacmini, VM; hareketli fazin alikonma hacmini
gosterir. Bir maddenin alikonma hacmini bulmak igin kolon igindeki
ortalama akis hizi F, bilinmelidir. Kolondaki gazin ortalama akis hiz
dogrudan Olcllemez, onun yerine kolon gikisindaki gazin akis hizi
olgulur.
Kolonun sonundaki akis hizi Fm bir sabun kopukli akis 6lgcer (Sekil 1)
ile belirlenebilir; Bu akis dlcerlerde gaz su ile doymustur. Olgiilen akis
hizi Fm ile ortalama akis hizi (F) arasinda asagidaki baginti vardir.
=FmxTcTx P-PH2OP
Burada, Tc; K cinsinden kolon sicakhgi, T, akis dlgerin sicakligi, P kolon
ctkisindaki gaz basinci, P ve T, ortam basinci ve sicakhgi, P,,, , Bu
sicaklikta suyun buhar basincini gosterir. (Gaz basincini diizeltmek igin
su buhari basincini ¢cikarmak gerekir).

Sekil 1 Sabun képiiklii akis élger

r. Mehmet Sayim KARACAN




» Tasiyici Gaz Sistemleri

GC de hareketli faz tasiyici gaz olarak da
adlandirilir. Tasiyici gazlar kimyasal olarak
inert gazlardir, bunlar helyum (He), azot
(N,) ve hidrojendir (H,).

Helyum yaygin olarak kulanilan tasiyici
gazdir, pek ok dedektérle uyum saglar.
Ayirma glicii ¢ok iyidir, bilesikler kolaylikla
difuzlenir.

Azot gazinin ayirma glcli ve ¢ozlnen
difizyonu  disuktir,alev  iyonizasyon
dedektore karsi hassasiyeti azdir.

Hidrojenin ayirmasi gok hizlidir. Metal
yizeylerde doymamis bilegiklerle katalitik
reaksiyon verir. Kitle spektrometreyle
kullanilamaz. Havayla patlayict  karigim
yapar. Ayirma gicu ¢ok iyidir, ¢6zinen
difiizyonu hizhidir.

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN

M., tasiyici
10 cmis
R=087

Dadaktor yaniti —

—_— _‘_’]
| | | | | | | | |
14 15 16 85 100 105 75 8,0 85

Sane (min)

Sekil. Iki poliaromatik hidrokarbonun agik borulu kolonda farkli tasiyici

gazlarla ayrilmasi

Akis hizi: N, < He < H
diflizyon katsayisi:



Numune Enjeksiyon sistemi

Kolonun verimli ¢alisabilmesi igin uygun
miktardaki ornegin gaz halinde verilebil-mesi
onemlidir; enjeksiyonun yavas yapilmasi veya
gereginden fazla madde verilmesi band
yayillmasina ve ayirmanin koti olmasina yol
agar.

Gaz kromatografisinde o6rnek enjeksiyonu
ornegin yapisina gére degisir. En iyi kolon
performansinin elde edilebilmesi igin verilen
ornegin  hacmi en  digik  diizeyde
tutulmaldir. Ayirma glci kaybi ve band
genislemesi olmamasi igin ornegin kolona
girisi bir buhar 'tipasindan verilmelidir.

Kati érnekler gozilerek kullanilir, veya ince
cidarli bir tip iginde kolona konulur ve tip
digsardan kirilarak maddenin kolona girmesi
saglanir.  Sivi numuneler igin enjeksiyon
yeterli iken gaz numunelerin sisteme
erilmesicigin® “ozél dizeneklere ihtiyag
uyulur.

SEKIL 27-3 Numune enjeksiyonu igin mikrosiringa seti
(Hamilton Company’in izniyle).



Hebarun dig gaped

Ay ——— | E’p Durgun Durgun s DCurgun kah
‘UE e s.r\n.ll=I tala kagh taz

KOIOHIOT‘ lazx kat destak pargacikdan

Durgun faz
(2] (0,15 gren kalnlid nda)

Kelon gepe
{a} Dalgulu kelon gemed kaph Destsk kagi Gizenekl
1k b B ik bow Bgi tabaka agik
:;:lun e :glm e bary Spi kalan
) = (€} (WCOT) (3C0T) L L
GGZ kr'o mClTOQ r'(]f ISI nde SEKIL 23-2 (g) Ack boru tipi gaz kromatografisi kalonunun tipik boyutian. (B) 0.2 m kafes caphi ve 15 -
100 m kolon uzunluklu erimis silika kolonw {c) ceperi kaph, destek-kapli ve gozenekli-tabaka kolonlanmin

en kesit ghrlnimi.

Dolgulu kolonlar

Acgik boru kolonlar kullantlir. Bu kolonlar, kapiler tipten (0.3-0.5
yapilmis ve igi 1 mikro metre kadar kalinlikta sivi ile kaplanmis ko
Kapiler kolonlardaki basing distsi ihmal edilebilir diizeyde oldugundc
kolonlar ¢ok uzundur (10-100 m veya daha fazla);

Teorik tabaka sayisi birkag yiiz bin olan kolonlar hazirlanabilir. Bu
ornek alma kapasiteleri gok disiktir (< 0.01 mikro litre). Kapile
kapasitesi, tipin igini grafit, metal oksit veya silika gibi pordz bi
kaplayarak artirilabilir. Boylece ylzey alani artirilarak tipte
miktari ve dolayisiyla kolonun kapasitesi de artirilmis olur.

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN



» Acik Boru Tipi kolonlar

» Analizlerin biyik bir ¢ogunlugu erimis silikadan
(Si0,) yapilan, destek saglama ve atmosferik nemden
koruma

» igin poliimid (350 °C'a dayanabilen bir plastik) ile
kaplanan, uzun, dar agik boru tipi kolonlar kullanilir.

» Agik boru tipi kolonlar dolgulu kolonlardan daha
yiksek ayirma gucu, daha kisa analiz siiresi ve daha
bliyiuk duyarlik saglarlar, fakat daha az 6rnek
kapasitesine sahiptirler.

» Ceperi kapli kolon, kolonun i¢ geperinde 0,1 - 5 uym
kalinliginda durgun sivi faz igerir.

» Bir destek-kapli kolon, i¢ ¢epere tutturulmus ve
durgun sivi fazla kaplanmis kati pargaciklara sahiptir.

Gozenekli-tabaka kolonunda, kati pargaciklar etkin
durgun fazdir. Biyiik yiizey alanlariyla destek-kapli
kolonlarda, ¢eperi kapli kolonlara gére daha ¢ok
ornek  kullanilabilir.  Destek-kapli  kolonlarin
performansi, geperi kapl kolonlar ile dolgulu
kolenlamnpenrformanslar: arasindadir.

Crurgun
SV
faz

Kolon geperi

peper kaph
&gk boru fipi
kolon
(WCOT)

Clurgun siv
fazla kapl
Katl oestek

Cestek kapl
agik boru fipi
kolon
[=CaT)

Crurgun ket
faz

pargaciklan

Gizenakii
tahaka agk
boru fipi kolon
(PLOT)




) 4.1, 2-diklorobenzen

b
Kolon i¢ caplari tipik olarak 0,10 — 0,53 mm T 2
ve uzunluklari, 30 m yaygin olmak uzere, P P
15 — 100 m'dir. Dar kolonlar daha genis ! |‘
kolonlardan daha yuUksek ayirma gucu ' ‘
saglarlar (yandaki sekil) , fakat daha
yiksek islem basinci gerektirirler ve daha oo Sy 75.—..-.-;0.'-1"--. ==
dusuk ornek kapasitesine sahiptirler. | | " sire () | |

5EHiL 23-4 Acik boru tipi kelon ic capnin ayrma giicl Uzerine etkisi. Daha dar kelonlar daha yitksek
ayirma gicl saglarlar. Dar kolondaki 1 ve 2 piklennin artmis aynima gicine dikkat ediniz. Kosullar: 34
cm/slik He dogrusal himyla 95 °Ctta calistinlan 15 m cepen kapli kolonda DB-1 durgun fazi (kalinlik 0,25

0,32 mm’ye esit veya daha buyuk caplar bir um). outssy i Sciensic clsom, G

kiitle spektrometresinin vakum sistemini | ]
asiri yukleme egilimindedir, dolayisiyla gaz
akimi bolunmeli ve sadece bir Kkismi '
spektrometreye gonderilmelidir.

0,32 mm i¢ capli kolonda kolon boyu
artirillarak tabaka sayisi artirilip ayirma
lyilestirilir. N, ayni zamanda Ayirma gucu ile
ve dolayisiyla kolon uzunlugunun karekoku ‘ || |||‘

ile orantihdir (alttaki sekil) .|....L|.. -|—|—rr||I||||I| T|..'..|...'. =

1.5 20 3.0 35 4,0
Siire (min) Sire [min) Sz [r'1|n
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» Dolgulu Kolonlar

» Dolgulu kolonlar, ugucu olmayan sivi durgun fazla kap
destegin ince pargaciklarini igerir veya katinin kendisi
olabilir. Agik boru tipi kolonlara kiyasla, dolgulu kolonlar d
ornek kapasitesi saglarlar, fakat daha genis pikler, daha uzu
sureleri ve daha az ayirma giici verirler (Sekil 23-8'i Sekil
kiyaslayiniz). Distik ayirma giiciine karsin, dolgulu kolonlar oldu
durgun faz gerektiren preperatif ayirmalar igin veya zayifga
gazlari ayirmak igin kullanilirlar.

Dolgulu kolonlar genellikle paslanmaz ¢elik veya camdan yapilirlar v
olarak 3 - 6 mm ¢apinda ve 1 - 5 m uzunlugundadiriar.

Kati destek, siklikla, polar goziinenlerle olabilecek hidrojen bagini az
igin, silanlanmis silikadir. Giigliice baglanan ¢oziinenler igin Teflon
bir destektir, ancak <200 °C'la sinirhdir.

Bir dolgulu kolonda, tekdiize pargacik boyutu van Deemter esi
(22-23) goklu yol terimini azaltir, dolayisiyla tabaka yiiksekligi
ve ayirma glcund artirir. Bunlar katlanmis veya sarimlar s
boylece termostat igine sigabilecek boyutlara getirilmislerdir
teorik tepsi bulunur. En iyi dolgulu kolondaki teorik tabaka s

veyq daha fazladir, y




» Kolon dolgusu igin Durgun Fazlar

» Kati maddeye emdirilmis sivi kullanildiginda Gaz-sivi kromatol

Bu yontemde kullanabilecek yizlerce sivi vardir. Benzer
yontemle ayrilabilmesi igin uygun bir sivi segimi yapilmalidir.

Bir maddenin alikonma zamani dogrudan dogruya onun dagil
baglidir, bu da sabit fazin yapisiyla iligkilidir. Gaz-sivi kroma
sabit sivi fazin 6rnekteki maddeler arasinda farkli dagilma katsa
gerekir. Ayrica, bu katsayinin gok kiigiik veya ¢ok biyiik olmamasi
Dagilma katsayisi kiigiik olan maddeler kolondan ¢ok hizl gikarla
ayirma olmaz. Dagilma katsayisinin gereginden biiyiik olmasi du
maddenin kolondan gikmasi igin gerekli zaman ¢ok uzar.

Kolon iginde yeterli bir alikonma zamani, maddenin sabit faz ile &
kadar uyumlu (g6zinebilir) olmasiyla saglanir. Bu ise madde ile
polaritelerinin kismen benzer olmalarini gerektirir. Ornegin,
veya eterler gibi polar olmayan bir homolog seri, (yiksek mole
doymus hidrokarbon) gibi bir sabit sivi faz ile birbirinden a
yandan, alkoller ve aminler, polietilen glikol gibi daha polar bi
Aromatik hidrokarbonlar igin ise benzildifenil sabit sivi fazi uy,

Polarliklar: birbirine benzeyen maddeler gogunlukla, kayna
gorie "ayritiridr Kaynama noktasi farki artikga ayrilma déhg

noktalar: birbirine yakin, fakat polariteleri farkli olan g
irin eahit eivi favin maddelerden hirint (veva dAaha €



Crurgun
5r-.r|

Crurgun s
fezla k=ph
El destal

QO

Crurgun ket
fez

pargacklan

g e k= ph Chestek kanh Gibrsmekli

ack bonu fipi ack bon 8pi tabaka agik

olon olon oo fpi koodom

(WCOT) (SCOT) (FLOT})

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
ig ¢ap, mm 0,1-0,3 0,25-0,75 0,5 24
Verim, tabaka/m 20004000 10004000 600-1200 500-1000
Numune biiyiikliigii, ng 10-75 10-1000 10-1000 10-10°
Bagil basing Diisiik Diisiik Diisiik Yiiksek
Bagil hiz Hizh Hizli Hizl Yavasg
Esneklik Evet Hayir Hayir Hayir
Kimyasal inertlik En iyt >En kotii

*Ergitilmis silis agik bolusal kolon
TCeperi kapl agik borusal kolon

*Deﬁ%*@p'a%hwlﬁ%m( gozengkdistabaka agik borusal, PLOT olarak da amilir).
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CIZELGE 27-3 GLC igin Baz1 Yaygin Sivi Durgun Fazlar

Genel En Yiiksek

Durgun Faz Ticari Adi Sicaklik, °C Genel Uygulamalari

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

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

siloksan ilaglar, halojenli bilesikler

%30 Fenil-polidimetil OV-17 250 Ilaglar, steroitler, pestisitler;

siloksan glikoller

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

siloksan nitroaromatikler, alkil
siibstitiie benzenler

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

%350 Siyanopropil- OV-275 240 Poli-doymamus yag asitleri, rozin

polidimetil siloksan asitleri, serbest asitler, alkoller

Bir grup maddenin bulundugu bir 6rnegin analizi igin gerekli sa
saptanmasinda gesitli yoéntemler uygulanir. Bunlardan birin
fazlardaki benzen, etanol, metiletil keton, nitrometan, ve pridini
indisleri, ayni solventlerin squalane izerinde gosterdigi alikonma
kiyaslanir.

Sonu¢ta elde edilen verilerle, sabit fazlar siniflandirilir. Yine ¢
islesntinde" kullaniladcak sabit fazlar arasinda deneme il
ecilmelidir. Tabloda ¢ok kullanilan bazi sabit sivi fazlarin list




Alkoller Alkoloitler Steroitler 4

5 |5
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i
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=
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Klorlanmig Kan
R aromatikler 1 alkolleri
3
] 9
% (L1

7

. 4
2 8 1 I 3 l
01234567 EIDINIZIZEISIGITdalkaka 0 1 2 3 4 5 Gdakika D1 234 567TE 910112131805 dakila
d) le) ()
Asafidaki malzemelerle kaplanmig agik borusal kolonlardan elde edilen tipik
kromatogramiar: (a) polidimetilsiloksan; (b) %5 (fenil metildimetil) siloksan; (c) %50 (fenil
metildimetil) siloksan; (d) 250 poli(trifloropropil-dimetil) siloksan; (e) polietilen glikol ve (f) %50
poli(sivanopropil dimetil) siloksan

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN




Kolon Sicakhginin Kontrolii

Kol sicakhgr  gok  onemli  bir
degiskendir ve hassas bir g¢alismada 1
derecenin onda birkag degerine kadar
kontrol edilebilmelidir. Kolon, normal
olarak, termostatik bir etiv iginde
bulundurulur. Optimum kolon sicakhgi
ornegin kaynama noktasina ve istenilen
ayirmanin derecesine baglidir.
Sicakhgin, 6rnegin ortalama kaynama
noktasina esit veya biraz yiiksek olmasi
siyirma suresini  onemli derecede
degistirir. Kaynama araligi genis olan
orneklerde programli sicaklik
uygulamasi onerilir. Bayle bir ¢alismada
kolon sicakligi ayirma iglemi ile paralel
olarak artar; artis sirekli veya
kademeler seklindedir. Sekilde sicaklik
programlamasuyla bir kromatogramin

asi| diizeldig gi g gorilmektedir.

IUII S : __ﬁ____r_F
"'_T;"""* (b}
N 'il‘ 145°C
,MJUL A -8
0 |Iu:| zfn 30

{ch

T programianmes (alitaki eksene baker)

JLJL

JMJ;J

I I I I
11 & o= 120"
Sicakhk, “C

Gaz kromatogramlanna sicakhk etkisi:
(8) 45°C'ta izotermal;

(b) 145" C"ta izotermal;

(o) 30°Ctan  180°C a programlianmis

150"

1807




» Dedektérler

» Gaz-sivi kromatografisi dedektor sistemleri, kolondan gikan
maddeleri siiratle ve hassasiyetle algilayabilmelidir. Herhangi
bir anda, tagiyict gazdaki madde konsantrasyonu sadece
binde birkag seviyesindedir ve dedektor bunun gok altindaki
degerleri algilayabilecek kapasitede olmalidir. Ayrica bir
pikin dedektéri gectigi sire 1 sn veya daha kisa bir zaman
araligi oldugundan, dedektdor kisa bir periyot iginde tfim

algilama gliciini gésterebilmelidir.

» Tek bir dedektor bitin numune cesitleri igin  gerekli
ozelliklerin hepsini birden karsilayamaz. Burada en ¢ok

kullanilan dedektor tipleri gorilecektir.

» Ideal bir dedektdr de agagidaki 6zellikler aranir;

» Yeterli duyarlik
Iyi bir kararhhk ve tekrarlanabilirlik

Genis dogrusal ¢alisma araligi

Akis hizindan bagimsiz cevap siiresi
Yiiksek giivenilirlik ve kullanim kolaylig
er tirden analite benzer cevap vermesi

umuneyi pargalamama
r. Mehmet Sayim KARACAN

Oda sicakhigindan 400 °C'ye kadar ¢alisabilme

8 s/N

Absorbans
™

10
. 20

50

450 500 550 600

Dalga boyu, nm

Girdltid:  Analitik  cih
edilen sinyal, kont
olmayan pek gok degi
rastgele sekilde dal
duyarligini azaltan b
gurdlti denir.Y
Hemoglobinin farkl
elde edilmis absor
gosterilmektedi




LOD: Gozlenebilme siniri (Limit of dedection) Zemin gurdltisinden farkli olarak t
miktar: belirlenemeyen en kiigiik analit derigimidir.

LOQ: Tayin simirt (Limit of quantification): Uygun dogruluk ve kesinlikle miktar: sa

kiclik derigimdir.
S: Sinyal (Absorbans veya emisyon siddeti)

Siop = Sp + ko,

Siop = Sp*+ 30, (%95 olasilikla gozlenebilir sinyal)

S, = Bos ¢ozeltinin (tanik ya da kor) sinyali
0, = Bos gozeltinin (tanik) standart sapmasi

Kalibrasyon grafigi gizildiginde,

(Sinyale kars: derigim grafigi)
Dogru denklemi;

S=mC+S, (C=derisim, m=egim)

Buradan,

Siop= M Clop+ Sy ayni zamanda S o = Sy, + 30,
Stop=MClop* Sp= Sy + 304,

mCop+ Sp= Sp+ 30,

Dolayisiyla; m C oy = 304

Clop = 30, / m Ayni sekilde Tayin siniri k=10 igin
Cloq=100,/m

Duyarhk= dS/d
Analit derigsimind
farklar1 ayirtedebil
Kalibrasyon duyarl
Analitik duyarlik =

ICLop

Sinyal

LOQ

Calisma




Isil Iletkenlik Dedektorii

Gegmiste, basit ve evrensel (tim analitlere yanit
veren) olmalarindan dolay: isil iletkenlik dedektorleri
gaz kromatografisinde yaygin olarak kullaniliyordu. Isil
iletkenlik dedektorleri dolgulu kolonlar igin yararldir.
Bunlar, agitk boru ftipi kolonlarla kullanilan diger
detektorlerden daha az duyarhdir .

Isil iletkenlik bir maddenin sicak bir bdlgeden soguk
bir bolgeye 1s1 tasima 6zelligini 6lger. Helyum bir 1sil
iletkenlik dedektord ile yaygin olarak kullanilan tasiyici

gazdir. Helyum en yiiksek ikinci isil iletkenlige (H,'den
sonra) sahiptir, dolayisiyla helyumla karismis olan
herhangi bir analit, gaz akiminin iletkenligini distrdr.
Sekil'de, kromatografi kolonundan ¢ikan gaz bir sicak
tungsten-renyum teli izerinden akar.

Analit kolondan ¢iktigi zaman, gaz akiminin iletkenligi
azalir, tel daha sicak olur, onun elektriksel direnci
artar ve tel boyunca gerilim degisir. Dedektor
gerilimdeki degisikligi élger.

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN

+— G alma

gozbclal ging
Sicak —
13
— Sicak —
_| |_ matal
olok
Ger alma gozucusd gikig
Dolgulu kolon igin
izl iletkanlik
dedaektond
l;iIEI.GF. 23-5 273 Kve 1 atm'de
1z1l iletkenlik
[
I=al iletkenlik
Gaz JiK -m - s)
H- 0,170
He 0,141
WNH, 00215
M. 00243
C-H, Q0170
0, 0,0246
Ar 00162
C:H; 00151
CiO 00144
cl, 0,0076

Sicak bir balpeden soguk bir bélpeye birim zamands
birim alondan akar ererji

Enerji ahast {Him - 5) = —wldTds)
e verilir. Burada K sl tledeeniik fhirmier = MK -m -5)]
ve dTidr sicakil gradyentidie {(Em). Difiryon kaisawn
ininle alan oldugu gikd, cnl iledrenlik de enerji alandr.



Alev iyonlasma dedektorii
Sekildeki alev iyonlasma dedektoriinin calisma ilkesi; kolondan

¢ikan organik bilesiklerin bir H, ve hava karigiminda yakilmasiyla [ — |1 Negatf elektrot
olusan iyonlarin sayilmasina dayanir. Yakilan karbon atomlari, CH ;

radikallerini, onlar da CHO* iyonlarini olusturur. 10> karbon oy /r,_,;::;t;;‘;‘.ektmt
atomunun sadece yaklasik 1’i bir iyon Uretir, iyon Uretimi aleve ] 1| Awgleyici bobin
giren karbon atomlarinin sayisiyla orantilidir. Bu iyonlari tespit ag‘r-.__&amyamma
etmek icin potansiyel bir fark saglamak icin iki kullanihr. T l 2 | . Hava yaycio
Pozitif elektrot, alevin Uretildigi kafa gorevi gorir, negatif elektrot

ise alevin Uzerine yerlestirilmistir. Pozitif iyonlar toplayici negatif ;?é? } ,.=I,_\1 ;jfmm
elektroda cekilir ve plakaya carptiktan sonra bir akima neden olur. H‘—‘ﬁfr’m
Bu akim yuksek empedansh bir ampermetre ile olcilur. Veriler Mm}éngmw
bilgisayarla islenerek grafik haline getirilir. ~ Genel olarak, x —

Tipik bir alev iyonlasma dedektérii

ekseninde zamani olan bir grafik ve y eksenindeki toplam iyon
goruntulenir.

Olciilen akim kabaca alevdeki karbon atomlarinin oranina karsilik gelir. Dedektériin y birim
zamanda dedektore carpan karbon iyonlarinin sayisina gore belirlenir. Bu, dedektort deri erine
kiitleye duyarh hale getirir, bu da dedektoriin yaniti tasiyici gaz akis hizindaki degisikliklerd@ibtytik
Olglide etkilenmedigi igin yararlidir.

Gozlenebilme siniri isil iletkenlik dedektorinlinkiinden yaklasik 100 defa daha kiigukttr (Ci
He yerine N, tasiyici gazi kullanildiginda %50 azalir. Tasiyici gaz olarak He veya N,,/yanic
yakici gaz olarak da O, veya hava kullanilir. Agik boru tipi kolonlar icin, H, veya He ¢l
girmeden 6nce N, telafi gazi ilave edilir. Alev iyonlagsma dedekt6ri dar delikli agl olonlar
ig)irgf\éggﬁ im[cga ar gAgxgmdlr. Cogu hidrokarbonlara yanit verir ve H,, He, N,, O,, C

ayim
H,S ve SiF, gibi hidrokarbon olmayan analitlere duyarsizdir.



https://en.wikipedia.org/wiki/Electrodes

Elektron Yakalama Dedektori

Alev iyonlasma ve 1sil iletkenlik disinda ¢cogu dedektérler
sinirli analit tirlerine yanit verir. Elektron yakalama
dedektord  halojen iceren  molekillere, eslenik
karbonillere, nitrillere, nitro bilesiklerine ve
organometalik bilegiklere 6zellikle duyarlidir, fakat
hidrokarbonlara, alkollere ve ketonlara nispeten
duyarsizdir.

Tasiyict gaz ya N, ya da Ar iginde %5 metan olmalidir.
Nem, duyarhgi azaltir. Dedektore giren gaz radyoaktif
63Ni iceren folyodan yayilan yiiksek enerjili elektronlarla
("p-1sinlart”) iyonlastirihir,

Boylece plazmada olugturulan elektronlar, katot ve anot
arasinda uygulanan degisken frekansh pulslarla sabit bir
dizeyde tutulan kiglk bir akim Ureterek, bir anoda
cekilir. Yiiksek elektron ilgili analitler dedektére girdigi
zaman, bazi elektronlari yakalarlar ve plazmanin
iletkenligini  disirurler. Dedektor sabit bir akimi
surdirmek  igin  voltaj  pulslarinin  frekanslarini
degistirerek yanit verir. Pulslarin frekansi dedektor
sinyalidin..: s, Elektron  yakalama  dedektord,  kiitle «
spektrometrik segilmis iyon izlemeninkine yakin bir
gozlenebilme siniriyla, son derece duyarlidir.

__— Gaz gpihug

- Radyoaktif “Mi

o kaynad)
_— Elakiron
W fyon
burlutu

| Katot
TGeri alma gozicisi
ve telafi gaz girig

SEKIL 23-19 Elekiron yakalama dedektérii.




Gaz Kromatografik Dedekidrer

Tipi Uygulanan Numuneler Gozlenebilme Siniri

Alev iyonlagma Hidrokarbonlar | pals

Termal iletkenlik Her tip bilesik 500 pg/mL

Elektron yakalama Halojenli balesikler 5 fgls

Kiltle spekirometre (MS) Her tiir icin ayarlanabilir 0.25- 100 pg

Termiyonik Azot ve fosfor bilesikler 0.1 pefs (P), 1 pa/s (N)
Elektrolitik iletkenlik (Hall) Halojen, kilkiirt veya azot igeren bilegikler 0.5 pg CIfs, 2 pg 515, 4 pg Nis
Fotoiyonlagma UV igimyla iyonlagan bilegikler 2peCls

Fourier donilgtimld IR (FTIR) Organik bilegikler 02-40ng

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN
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Kalitatif Analiz

Sivi-kromatografisi gibi gaz kromatografisi de karmasik karisimlari a
bir maddenin tanimlanmasinda kullanilan 6nemli bir yontemdir.

Alikonma Zamani ve Alikonma Hacmi

Bir maddenin kalitatif analizi igin tek bir alikonma zamani yeterli deg
alikonma zamani kolon sicakhgi, akis hizi, basing, ve sabit fazin yapisi
kosullarina gore degisir. Emin olmak igin analit ve standardin alikonma
calisma kosullari degistirilerek incelenir, her ikisindeki alikonma zamani &
degisiklik gosteriyorsa, analitin standart ile ayni madde oldugu séyleneb
iki/ii¢ ayri kolonda iki/lig farkli sicaklikta elde edilen alikonma zamanlarini
standart igin benzer olmalari da maddenin fanimlanmasi igin yeterl
karigimdaki maddelerin birbirinden ayrildiktan sonra tanimlanmasi,
halindeyken tanimlanmasindan daha kolaydir. (tr)s - tw

m:

Segicilik faktorleri: (tr Ja - tw

A analitinin bulundugu bir drnege B i¢ standart ilave edilerek o parametre
A ve B kimyasal olarak birbirinin benzeri maddeler oldugundan kolon
degiskenlerinden etkilenmez. A ve B'nin pikleri birbiri lizerine diismeme
de birbiriyle ve hareketli fazla uyumlu olmalidir. Segicilik faktaorinin, s
(tr)s ve ty dlglimlerinden bulunabilme gibi bir avantaji vardir.

Alikonma Indeksi

Alkonma indeksi(T) Kovats tarafindan gikarilmis bir parametredir;
verilerin rapor edilmesinde kullanilir. Bir analitin alikonma indeksi g
veya daha fazla normal parafin piki ile kiyaslayarak bulunur.



Homolog bir seride bulunan maddelerin alikonma zamanl
hacimlerinin) logaritmalar: ¥R (+'R = tR - tM) bu maddelerin igerd
sayisi ile dogrusal bir iligki gosterir. Bunun sonucu olarak da n-par
- t)) degerlerinin alikonma zamanlarina gére gizilen grafigi bir
Buna gore X maddesinin alikonma indeksi asagidaki esitlikle tarif edi

log (Tr)x —log (tR)n

lx =100 [ ]+ 100N 4,0
10g (e -10G (t)n
t'R, her madde igin diizeltilmis alikonma zamanidir v = |
t'R = (1R - tM) ye esittir. X analiti, n ve (n+1) karbo ~ fa0| - Totwn /o
sayisina goren-parafinleri belirtir. Hidrokarbonlar £ | 4. 7
alikonma siireleri analitin alikonma siresini igin & [ oM A e
alacak sekilde segilir. : o lsmwl ||
C4 -C9 n-Parafinler icin cizilen grafik Sekil'd 3 o
gorilmektedir. Ug bilesigin ayni kolonda ve ay! - o
sicakliktaki log alikonma zamanlari da ordinatt A
gosterilmistir. Alikonma indeksleri, apsiste karsilic I T L
olan degerlerin 100 ile ¢arpiimasiyla bulunur: folueni . . oo o e s
likonma indeksi 749, benzeninki 644 dir. e e e P et
Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN nonan ve hekzan standartlari igin alikonma indisleri oklarla

gOsterilmistir.



3.4

= | logt'n
Ornek Petrocol Column DH(Supelco), logt Rix) 3.2 - //\
L=50m, T=60°C, He 3.03 ’. I e B
’ 370
C4(390 A
s (1350) 2.8 g
C7(563) © (tF}' SeC) 2’65 ’- -2.-6 | 7/‘;"_?;:27./ E
@ S &7 :
o Cs(938) =, 2.4 y ; :
= X 2.2 : :
(281 '9 S Co(1819) ' Karbon sayisi (s) !
L | 6 7 8
0 5 10 15 20 tmm 30 min. hoen =757 Iksilen= 856

Yukarida 4 homolog alkan karigimina enjekte edilmis toluen ve ksilenin
kromatogrami verilmistir. Grafikteki verileri kullanarak, toluen ve ksile
alikonma indekslerini hesaplayiniz. (piklerin alikonma zamani saniye cinsi
ifade edilmistir) (grafikteki dikey eksendeki degerler s cinsinden diizelt
alikonma zamanlaridir)

Kromatogramdan su degerleri elde ederiz.

(tR)soien= 12,2, Toluen igin C; ve Cg karbonlu alikonma zamanlarini
(tR)ksilen= 22,5 Ksilen igin Cg ve Cq karbonlu alikonma zamanlarini ku

_ log(12,2—-4,7)-log(9,4-4,7)]_ _
Liomen, = 100m+100 [log(15,6—4,7)—10g (9}4_4’7)]_ 100.7+ 55,6= 755,6
]: 100.8+ 58,3= 8583

0g(22,5-4,7)—-log(15,6—4,7)
0g(30,3—4,7)—-log(15,6—4,7)

liiéh; £'100m+ 100

9



ORNEK:

Asaidaki verileri kullanarak 100 “C'de squalene kolondaki benzenin alikonma
indeksini hesaplayiniz.

madde (ig —ty). 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 = 451 + 600 = 645
log 6.96 - log 3.43
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Unieaded Gasoline
Column: DB-Petro 100

1. Methane “11. Toluene 21 Isopropylbenzans
_ 100 mx8.25 min LO., 0.5 pn 2. n-Butane 12. 2,3,3-Trimathylpentane 22 Propylbanzene
JEW PIM: 12210 525 — 3. lsgpentane 13. 2-Mathylheptane 23. 1,2,4-Trimethylbenzena
Carria Helium at 25.6 em/sec 4. p-Pentana 14, 4-Methylheptane 24. Isobutylbanzene
Oven: 0°G for 15 min 5. n-Hexane 15. n-Octane . 25, sec-Butylbenzene
0-50°C at 1°%/min 6. Methylcyclopentane  16. Ethylbenzene 26. n-Decane
50-130°C at 2°/min 7. Benzene **17. m-Xylene 27. 1,2,3-Trimethylbenzene
130-180°C at 4%min 8. Cyclehaxana 18, p-Mylene 28, Bulylbenzene
) 130_ G_fﬂr 20 min 8. lsgoctane 10, o-Xylena 29, g-Undecans
Injector: Split 1:300, 200°C 10. n-Heptane 20, n-Nonane 30. 1,2,4,5-Tetramethylbenzene
Detector:  FID, SEgeg 32, Dodecane
Nitrogen makeup gas 33, Tridecane
at 30 mL/min 7
“Valley point with 12=7&%

12 3 4 5 6 7 10 11,42 1618 19 23

*alley point with 18=87%

13

i

Flﬂ El]ﬂ Typical gas chromatogram of complex mixture using a capillary column.
(Courtesy of Agilent Technologies.)

fl | Ul

L 130 min -
I W
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» Kantitatif Analiz

» Bir gaz-sivi kromatografi kolonundan alinan dedektor sinya
kantitatif ve yar: kantitatif analizde kullanilir. Cok iyi kontro
edilen kosullarda %1-3 kadar duyarlik-la tayin yapilabilir. Pek
cok analitik yontemde oldugu gibi sonuglarin dogrulugun-da,
kalibrasyon ve degisken parametrelerin kontroli ¢ok
onemlidir; ornegin yapist da dogrulugu kismen de olsa
etkileyebilir.

» Daha once Kromatografi basliginda verilen kantitatif analiz
teknikleri gaz kromatografi igin de gegerlidir.
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Gaz Kromatografi - Kiitle Spektrometri /6GC/MS)
Kutle spektrometri hem nitel hem nicel bilgi saglayan duyarli bir ded
Secilmis iyon izleme veya secilmis tepkime izleme ile, yetersiz
ayrilmig bilesiklerin karmasik bir kromatogramindaki bir bileseni 0lg
Secilmig iyon izleme gozlenebilme sinirini m/z taramasina gore 100
kat duasurar, c¢unkld secilmis iyon izlemede sadece ilgili iyo
toplanmasina daha fazla zaman harcanir.

Enjeksiyon
noktas:
AN
T bl fyon  Kiitle analizor
Tagpa | | YV VYV Y ) :E'T“E' bélgesi Ehk:mn
reth i i
gaz girigi| | ] | | - g ge goa
1 il il il 1 | lu];
.-.'H. .-'.I I."\-\..-'.I I'\.."‘ ."..-"I I'\-,_-'I | | e vm
GC Kolon || — : gt
Gaz kromatografi \
firimi Y
Aktanm  Odaklama
hatt mercekleri
k)

Tipik bir kilcal GC/MS  sisteminin semasi. GC'den gikan

kangim kitle spektrometrenin girisineg  gelir ve burada gazdaki molekiller
parcalara aynhr; iyonlagtinlir; analizlenir ve dedekte edilir. 94
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(ah ¥ eniden olusturulmus toplam yvon ko matogrami ] Micel analiz
h

I
Toluen ) ||
m- ve o Ksilen

Dedestfr snyali —

5
. | %
|| s e Tl L T PR il IR T

100 200 300 400 500 &S00 00 00 =Loi] 1000 100 150 200 250 300 350

Tarama says Tarama ssyi1s

T T T T T T T T I T T
2 3 4 5 L} T 8 a 20 25 30
Sire (min} Sallir e (mim

Sekil segilmis iyon izleme yontemini gostermektedir. Toplam iyon kroma
bélgelerindeki sagintilarin tanimlanmasi igin tasarimlanan tasinabilir bir gaz k
kitle spektrometreden elde edilmistir. Kolon giktisinin toplam 1072 spektrum
arasinda esit zaman araliklarinda kaydedilmistir. Yeniden olusturulmus
kromatograminda diisey eksen, segilmis bir sinir lzerindeki bitin m/z
dedektor sinyalinin foplamidir. Sistem kolondan ¢ikan her seyi dlger. Sekil
iyon kromatogrami, dedektori m/z 78'de sabit tutarak ve sadece bu bir kiit
edilmistir. Bitiin zamani sadece bir iyonu 6lgerek harcadigindan, sinyal/gii
ve kromatogram sadelesir.
Benzen (anma kiitlesi 78 Da) igin bir pik gozlenir ve benzen tiirevleri igi
min'de gozlenir. Nicel analiz igin, m/z 69'da sinyali olan bir i¢ standart k
Bu i¢ standart 2 min'lik bir alikonma siiresi civarinda kromatogrami
akismasina ragmen, m/z 69 igin segilmis iyon kromatogrami, Sekil c'de
enzeni olgmek igin Sekil ddeki m/z 78 pikinin alani, c'deki m/z 69'un g

r. Mehmet Sayim KARACAN




149,92

(&} ‘feniden ol usturulmus fop lam

iyon kromatogrami .
2001 2133

f
. l 2135
OOV 1" | W 1T BN
E 149,91
L~ (b Sedimis fepkime Fenolsulfotivon
'ﬁ izleme
: |
I

MITTTTT I T T T T [T T T[T I T I [T T I T[T I T[T I T T[T T T I T T T T [ TTT T TTTT]
160 165 170 175 180 185 190 195 200 205 210 215 220
Silire (min]

SEKIL 23-22 Gaz kromatografi - kitle spektrometride secilmis tepkime izleme. (a) Elekiron fyonlasma

ile bir portakal kabugu Bzistinin yeniden olusturulmus toplam fvon kromatogramu, (b) Sekil 21-26'daki

kiitle siizged 01 ile secilmis m/z 203 énciil iyonu ve kistle sizged O3 ile secilmis m/z 264 irin iyonu

ile secilmis tepkime izleme. Kromatogram Q3'ten m/z 264°teki siddetin zamana kars: grafigidir. [Couresy
» Segilmis tepkime izleme Sekil'de gosterilmektedir. Sekil a, bir p
kabugu 6zitinin yeniden olugturulmus toplam iyon kromatogr,
Analizi fenolsulfotiyon pestisitine segici yapmak igin, Sekild
suzgeci Qq ile segilen m/z 293 6nciil iyonu, iginde m/z 264'te g6z
bir iyon olan pargalanma urdnlerine ayrildigi, Q2 ¢arpisma
gecmistir. Sekil 23-22'deki b sekli Q3 kiitle siizgecinden m/
dedektor sinyalini gostermektedir. Sadece bir pik gozl
fensulfotiyondan baska ¢ok az bilesik m/z 264'te bir pargal
ireten m/z 293'teki bir iyona yol agar. Segilmis tep
kromatografik analizde sinyal/glrdltid oranini artirir ve gog
eder. %
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Bolluk 5 1p—#

0
1.6
1.2
0.8
0.4

Bolluk = 107%

20
L&
1.2
0.8
0.4

Bolluk = 107°%

74

143

171

mfz 93
(b}

10 12 1]

14
Zaman, dakika
(ch
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130 173

Bir GC/MS sisteminden alinan

tipik giktilar, (a) Bes bilegenli bir kangimn
toplam-ivon akirmi kromatogram. Bilegenler; 1.MN-
nitrozodimetilamin, 2. bis{2-kloroetil)eter, 3. bis(2-
kloroizopropiljeter, 4. N-nitrozodi-n-propilamin ve
5. bis(2-kloroetoksi)metan. (b) m/z = 74 igin kitle
kromatogrami. Buradaki pik n-nitrozedimetilamin
(CsHeN-0) bilesigi molekdler iyonuna aittir. (c)
mvz = 83 igin baska bir segilmis-ivon
kromatogrami. Pik 2 ve Pik 5 bu m/z dejerinde,
pargalanma Grlnlerinden kaynaklanan pikler
vermektedir
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Fig. 20.10. mectron ionization

mass spectrum of methanol. From
NIST MassSpec Data Center. 0.0
Reproduced by permission.
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Abundance

Abundance

TIC of DATAEL.L

6.066 |-
4.0E6 [~
2.0E6 |- L

L | | lllklll'llllllllilll

UI!I44IIEIlIB ;10 12 14 16

Time (min.)
Sean 450 (11.541 min) of DATA:ED.D

1.2e6— 82

N 182
1.0E6 [—
8.0E& =
5.0E5—

- a4
4.0E5 |—

_ 303
2.0ES — 109

B 272

T L Lol
L N | T T | A [N B L oahiyod
0 100 : 150 200 280 300
Mass/Charge
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Abundanca

1.2E6

1.0EG

8.0E5

6.0ES

4.,0ES

2.0ES

|'|I1I'|IIII|-IIil.lllll'lilll

R

182
94

303

189

272

152 h
||I1ﬂ| ||||.l|1l||l|
100 150 200 250 300

Mass/Charge

fig. 20.13. confirmation of cocaine
by GC-MS. Top: Total ion current
gas chromatogram of cocaine in
urine sample. Middle: Mass spec-
trum taken from peak at 11.5 min.
Bottom: Mass spectrum taken from
GC peak of cocaine standard at
same elution time.



(a) eksoz kangimi

215

15 dak.
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(c) yad asiti metil esterleri
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(b) pestisidler {ilk dart 3.0 ng)

A bltalbital

B: arncbarbital

C: sekobarbital
C: penicbarbiial
E: glutehimid

F: fenabarbital

0

4 16 dak

(d) yatistine: kangim (300 ng)
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SIVI KROMATOGRAFISI (LC)

(1) Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

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

(5) Boyut eleme veya jel kromatografisi

(6) Affinite kromatografisi
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YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFiSi (HPLC
Sivi  kromatografisi yonteminin 6zel bir uygulamasi
performansli sivi kromatografisinde (HPLC), hareketli faz sivi ¢

kati pargaciklardan (alimiina, silikajel vb.) olusur.

Durgun (sabit) faz olarak kullanilan malzemenin tanecik boyutld
olclide kiigliltiilmesi sonucu hareketli faz ile etkilesen sabit faz
biyir ve boylece kolonun etkinligi arttirilmis olur. ok siki olarak @
kolondan hareketli fazin belirli bir hizla gegebilmesi igin bir basing u
gerekir. Bu vyiiksek verimdeki kolonlarin ve oldukga yiiksek
kullanildigir HPLC, element ve organik molekil tiurlendirilmesinde v
yaygin bicimde kullanilan kromatografi tirdiddr.
HPLC giinimiizde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tip
kimyasi, tarim alanlarinda ayirma ve tayin igin yaygin olarak
yontemdir. Bu yontemle gevre sicakliginda termal olarak karars
yuksek polaritktakinbilesikleri herhangi bir tirevlendirme olma

analiz etmek miumkuindiir.



Helyum kaynag

o=

Cikis kontrol vanas:

)

[ ] Ank
Puls giderici
L Girig

kontrol
Viamasi

Ciiziicii oranulama vanas) —
<— Dedektbre =0 SIS S
Kolon Ll Geri-basing
Basng i enleyici
transduseri
Enjek_si}rmvmmsl

Yiksek performansh sivi kromatografi cihazinin gematik gbrindisd
103
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Yukaridaki sekilde gérilen HPLC cihazi baslica li¢ ana bdélimden olusu
« (oziicl dagitma sistemi

* Ayirma kolonu

« Dedektér ve kaydedici sistem

1. ¢oziici Dagitma Sistemi
HPLC cihazi, diger sivi kromatografisi cihazlarindan, daha dnce de be
kolon giris ve ¢ikisi arasinda olusturulmas: gereken yiiksek basing neden
gosterir. Bu basing farki, kolon girisine bir pompa yoluyla uygulanan basin
Pompanin performansi, analitik sonuglardaki tekrarlanabilirligi, ni
gozlenebilme siniri vb. degerleri biyik 6lgiude etkiler. Ticari olarak mevcu
sistemlerinin farkl tipleri sunlardir:
* Dogrudan gaz basing pompalari

* Pnomatik hizlandirici pompalar

* Pistonlu pompalar

* Siringa tipi pompalar

Sivi kromatografisinde, iki farkli 6rnek enjeksiyon sistemi kullanl
1. Hareketli faz akigi olurken; Septum yoluyla kolon basina mikro
enjeksiyon,
a)Hareketli faz akiginin durdurulmasiyla septum yoluyla enjeksi
b)Kolonun hemen basinda hareket eden faza septum yoluyla enj
2, Dig ilmek subab (valfi)yoluyla enjeksiyon.
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» 2. Ayirma Kolonlari

» HPLC cihazinda kullanilan kolonlar, yiiksek basinci
paslanmaz ¢elikten yapilmiglardir. Bunlar bastan basa dt
capa sahiptirler ve ticari olarak degisik buytkliklerde me

» Bir kromatografik sistemin performansi, kolonda gerge
ayirma ile yani, kolon dolgu maddesinin segilmesi ve kulla
tayin edilir.

» TIyi bir kolon dolgu maddesi kararli olmalidir ve hem hare
coziiclilerine hem de ornek cozeltilere karsi inert olmalidi
ylizey alanina, diizgin olarak dagiimis ve hareketli fazc
erigebilir agik yapisal yiizeye sahip olmalidir. Yiiksek bas
yiiksek akis hizlarindan etkilenmemelidir.

» Kolon verimi; kolon dolgu maddesi, ortalama pargacik ¢ap
doldurmak igin kullanilan teknikler, kolonun i¢ capi ve
ylizeyinin geometrisi gibi pek ¢ok faktor tarafindan tg
Paslanmaz ¢elik kolonlarin, malzeme 6zellikleri agisinda
kolonlar oldugu ortaya ¢ikmistir. Analitik uygulamalarda,
mm ve 45 mm i¢ ¢apa sahip kolonlar 10-30 cn

uzunluklarda kullantlirlar.
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Cozinen maddenin durgun faz ile hareketli faz arasinda
dengeye ulasma hizini artirmak kromatografinin etkinligini
artirir. Agik boru tipi kolonlu gaz kromatografisinde kolonun

ce\oe

arasinda hizla dagilabildiginden dengeye hizlica ulasilir.

Sivilardaki dagilma gazlardaki dagilmadan 100 kat daha
yavastir. Bu nedenle sivi  kromatografisinde agik boru
seklindeki kolonlari kullanmak pek uygun degildir. Ciinki ¢ozlci
kanalinin ¢api go6ziinen bir molekilin kisa bir zamanda
gecemeyecegi kadar gok biiyiktir. Sivi kromatografisi dolgulu
kolonlarla gergeklestirildiginden durgun faz ile karsilasmak igin
bir ¢6zlinen molekiiliinin ¢ok uzaga difiizlenmesine gerek
kalmaz.

Bir dolgulu kolonun etkinligi, durgun fazin pargacik boyutu
kiglldiikce artar. HPLC'deki tipik pargacik boyutu 1,7 - 5
um'dir. Sekil a ve b pargacik boyutu kiigiildiikge saglanan ayirma
tabaka sayisi 2000'den 7500'e ¢ikmakta ve boylece kiigik
pargacik boyutunda pikler daha keskin olmaktadir. Sekil

Sekil c'de pikleri daha kisa siirede geri almak igin daha gugld
bir ¢ozicu kullanilmigtir. Pargacik boyutunun kiglltilmesi bize
ayirma glciini artirmamizi veya galisma suresini azaltirken ayni
ayirma glcini elde etmemizi saglar.

r. Mehmet Sayim KARACAN
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SEKIL 23-2 (a ve b) C18silika ile
doldurulmus 5,0 cm wzunlugundak

kolonda aym dogrusal luzdaki ayni Grmegin
kromatogramlan (¢} Coziinen maddey b
seklindeki kolondan daha hizli gen almak icn
daha giicli bir cozici kullandmistr. [, Yang and




Sekildeki dogrusal akis hizina kars! tabaka
yiiksekligi grafikleri olan van Deemter grafikleri
kiiglk pargaciklarin tabaka yiiksekligini azalttigint =
ve parc¢aciklar kiigiik ise tabaka yiiksekliginin akis 1
hizinin artmasina karsi pek duyarli olmadigini
gosteriyor. Her bir kolon igin en uygun akis hizinda,
L uzunlugundaki (cm) bir kolonun kuramsal tabaka .
sayisi yaklasik olarak asagidaki esitlikle hesaplanir: o

. . 0 2 4 i] 8 10
Burada dp, pym cinsinden pargacik ¢apidir. Dorassl sk hiz (e
F000 . (cm) "
o — SE KIL 23-3 van Deemter egrileri: Parcack caplan 5,0, 3,5 ve 1,8 pm olan mikro gozenskli (Sekil 2
dy, (pm) durgun faz ve 2,7 pym capindaki (gizenekli tabaka kalinlig 0,5 pm) yiizeysel olarak gozenekli (Sekil 2
durgun faz 1on dogrusal akis himnm (mmy's) bir fonksivonu olarak tabaka yiksekligl. 24 °C'da haome

% 60 asetonitnl/ % 40 H,0 ile Cg-silika kolondan (50 mm uzunlugunda x 4,6 mm capinda) gen alin;
naftalin ign lcimler. [Cournssy MACMOD Analytical, Chadds Ford, PA]

Sekil de pargacik gapi 4,0 um olan 5,0 cm uzunlugundaki kolonun tabaka
(3000)(5,0)/4,0 = 3800 olarak éngériiliir. Ikinci pik icin gozlenen tabaka sayisy ise
Kolon muhtemelen en uygun akis hizinda ¢alismamaktadir. Durgun fazin pangacik
um'ye distirdlirse en uygun tabaka sayisi # (3000) (5,0)/1,7 = 8800 olarak b
Gozlenen deger ise 7500'diir.

Kiglk pargaciklarin daha iyi bir ayirma gticii vermesinin bir nedeni kolondan da
bir akis saglamalari ve boylelikle van Deemter esitligindeki ¢oklu /yol
kijg'LiITmeler'idir' Ikinci bir neden ise ¢éziinen maddenin hareketli ve dur

.....

sijr'esihé karsilik gelen C terimini k'Lig'Lil‘rijr' K'Lig'Lik pargaciklar igin en
pargaciklar igin olan en uygun akis hizindan daha biyiktir, ¢iinkid ¢6

L | _..°*



Cok kuglk pargaciklar ve kuvvetli bir bigimde adsorplant
koruyucu kolon tarafindan tutulur. Bu kolon, kolon basinci arttig
sayida enjeksiyondan sonra veya hizmet siresince diizenli olara
Koruyucu kolon 10-30 cm uzunlugundaki kromatografi kolonlari id
birgok kisi 5 cm uzunlugundaki bir kolon igin koruyucu bir kolon k
maliyetli olarak kabul etmektedir.

Bir kromatografi kolonunu isitmak genellikle ¢éziiciinin viskozites
boylece gereken basinci distrir veya daha hizli akis saglar. Sicaklig
alikonma siirelerini disirir ve ¢ozinenin difiizyonunu hizlandirarc
gliclini artirir. Ancak artan sicaklik durgun fazin bozunmasina nede
ve kolonun omrind kisaltir. Kolonun sicakligi  kontrol edilme:
sicakliginda kiigiik dalgalanmalar yapar. Oda sicakhgindan 10 °C da
bir sicaklikta bir kolon isitici sisteminin kullaniimasi alikonma
tekrarlanabilirligini ve nicel analizin kesinligini artirir. Bazi aras
biitiin ayirmalari rutin olarak 50 ya da 60 °C'da yaparlar. Isitilmis
hareketli fazin enjektor ile kolon arasindaki on isitilmis met
gecirilmesi gerekmektedir. Boylelikle ¢oziicl ve kolonun ayni sicg
saglanir. Eger ¢ozici ile kolonun sicakligi farkliysa piklerin se
alikonma sireleri degisir.
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Durgun Faz

En yaygin destek, ¢oéziiciiniin gegebildigi ve gram basina
metrekarelik bir yiizey alanina sahip olan oldukga saf, kiire
gozenekli silika pargaciklaridir.

Birgok silika, bazlarda ¢oziindigi igin pH 8'in lzerinde kulla
Sekil siradan silikanin ve pH 12'ye kadar hidrolize direnen eftilen
silikanin yapisini gostermektedir. pH 8-12'deki bazik bilegikleri'a
igin etilen kopruli silika ya da polistiren gibi polimerik des
kullanilabilir. Durgun faz polimere kovalent olarak baglanir. Bir
ylzeyinde metrekarede 8 pmol'e kadar silanol gruplari (Si—OH) bu
Silanol gruplari ~pH 2-3'te protonlanir. Bu gruplar pH 3'in usti
genis bir pH araliginda negatif Si-O-ye ayrigirlar. Si-O- grupl
sahip eski Tip A silika, protonlanmis bazlari (6rnegin RNHs*) kuv
olarak tutarlar ve kuyruk olugmasina neden olur. Tip A silikadaki me
safsizliklar da kuyruk olustururlar.

Silanol gruplarina daha az sahip olan ve daha az metalik safsizlikla
Tip B silika glinimiizde en yaygin kullanilan dolgu maddesidir.
silikada Si-OH gruplarinin % 90'1 ¢6ziinen maddelerle hidroj
y?pmayan Si-H baglariyla degistirildiginden kuyruk olusmasi da
olur.

Ciplak silika adsorbsiyon kromatografisinde durgun f
kullanilabilir. En yaygin olarak sivi-sivi dagilma kromatografisi
gibi tepkimelerle silika yiizeyine kovalent olarak baglanan
durgun faz ile gergeklestirilir: 109
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Hidrojen bagh komsu silanol gruplan

Ayrik
silanol
gruplan
o
Geminal
OH OH silanol
(=) gruplan ®)

SEKIL 24-6 (o) Silika parcaciginin sematik yapist. [R. E. Majors, LCGE, May 1997, p. 58]

(b) Baz hidrolizine karsi dayanikh silika, silisyum atomlan arasinda oksit képrileri yerine etilen képrileri
icerir. Yiiksek basinca karsi dayanikh olmasi gereken etilen képrili yaps, daha serttir ve capi < 2 pm‘den
kiiciik parcaciklar icin daha uygundur.

SEKIL 24-7 silika tizerindeki amin bazlannin Tip A Silika
kuyruk yapmast: (a) Tip A silika bozulmus Zorbaks-0DS
bicimsiz pikler verir. (b) Asitligi, Si-OH grubu ve (Dimetil-C18) 1
metalik safsizlik icerigi daha az olan Tip B silika, 3
daha az alikonma siiresinde simetrik pikler 2
verir. Her iki durumda da kromatografi islemi — /{\
0,46 x 15 cm'lik kolon ile gerceklestirildi ve 40
°C'da kiltlece % 0,2 trietilamin ve triflorasetik = @
asit iceren hacimce % 30 asetonitril /% 70 =4
sodyum fosfat tamponu (pH 2,5) ile 1,0 mL/min g o A S 2
akis hlm?da geri alindi. Detektér 254 nm'n.:lelu 3 Z,'[:’rhak:la';'mﬂ 1 Doksepin 0,125 mg
mordtesi absorbansi dlctll. Gicld adsordsiyon (Dimetil-C18) ; 2 Desipramin  0,25mg
merkezlerini maskelemek kuyruk olusmasinm 3 3 Amitripitin 0,25 mg
azaltmak icin genellikle trietilamin ve triflorasetik | 4 Trimipiamin 0,25 mg
asit gibi katki maddeleri kullarldu. [). ). Kirkland, ﬁ o
Am. Lab., June 1994,p. 28K] N

| ®) | | 1 | 1 | L | | | | |

0 2 4 G

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Siire (min)




Geri alma slireci

Sivi kromatografisinde ¢oziicu molekilleri durgun faz lzerinde
igin ¢ozlinmus maddenin molekdilleriyle yarisirlar. Degisik ¢oziic
bir gozlinen maddeyi adsorbandan geri alma yetenekleri goziine
niteliginden hemen hemen tamamen bagimsizdir. Durgun fazdaki
yerine ¢ozlicl gegtiginde geri alma meydana gelir.

o ob
O DDD

O = OO
Cézch
|:|D o=
Og O
L H Aynimig goziinen

Durgun
Durgun fazda adsorbe
fazda adsorbe ¢oziinen
olmus ¢dzlinen A

Durgun $EKi|. 24-11 Céziicii molekiilleri durgun faz
faz A A tzerindeki baglanma merkezlerine baglanmak
icin coziinen maddenin molekdlleriyle yarisir.
Coziicliniin geri alma kuvveti arttikca c6ziinen
(a) (b) madde ile daha kolay yer degistirir.

Geri alma kuvveti, €°, ¢oziici adsorpsiyon enerjisinin bir 6lgisi
silika lizerinde adsorplanan pentan igin bu deger O olarak alini
kadar polar ise, o ¢oziciunin ¢iplak silika ile
kromatografisindeki geri alma kuvveti de o kadar bilyik, o
kuvveti ne kadar biiylikse, ¢oziinenin kolondan geri alinma
r. odaeaki pirAcAN




Ciplak silika tizerindeki adsorpsiyon kromatografisi polar bir d
daha az polar bir ¢oziciyd kullandigimiz normal faz kromatog
ornegidir. Daha polar bir ¢éziicl, daha blyiik bir geri alma kuvveti
Durgun fazin apolar ya da zayif polar oldugu, ¢ézlcinin ise daha
oldugu ters faz kromatografisi daha yaygin bir islemdir.

Polaritesi daha az olan bir ¢éziici daha yiiksek bir geri alma
sahiptir. Genel olarak, hareketli faz durgun faza benzetilerek g
kuvveti artirilir. Ters faz kromatografisi pikin kuyruk yapmasini
Cunkid bu kromatografi tirinde durgun fazin lizerinde ¢oziinen
adsorplayip kuyruk yapmasina neden olacak merkezlerin sayisi azdir.

Eliiotropik seri ve silika iizerindeki adsorpsiyon
kromatografisi icin ¢ziiciilerin morétesi iist sinir dalga boylan

Ciiicii Geri alma kuvveti (£7) Mordtesi fist sir (mm)
Pentan 0,00 190
Heksan 0,01 195
Heptan 0,01 200
Triklorrifloretan 0,02 231
Toluen 0,22 284
Kloroform 0,26 25
Diklormetan 0,30 233
Dietil eter 043 215
Etil asetat 048 256
Metil r-butil eter A8 20
Dioksan 0,51 215
Asetonitril 0,52 190
Aseton 0,53 330
Tetrahidrofuran 0,53 212
2-Propanol 0,60 205
r. Mehmet Sayim KARACAN MEtanol .41 2
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Metanol-C, o ara yuzi Azstoniri-G., ara yuzi

Goziicii-Bagl Faz Ara Yiizeyinin Yapisi
Durgun faz ile hareketli faz arasindaki

N PR 54
ara ylizeyde bulunan ¢éziiciiniin tabakali 7’7
yapisi sivi kromatografisindeki ayirmayi fj T it yiaey T, G ) i

tabakasindaki
gazinanlsr

etkiler. Yandaki diyagramlar fenol ve

kafeinin adsorpsiyon galismalarindan elde edildigi gibi metanol/su (hacimc
ve asetonitril/su (hacimce 30:70) varhginda Cg-silikanin yiizeyindeki
tabakalarini gostermektedir. 40:60 ve 30:70 oranlarinin geri alma kuvveti
olarak ayni oldugundan bu bilesimler segilmistir.

Metanol, Cyg'in ylizeyinde 0,25 nm kalinligindaki (bir molekdl kalinhgi) tekt
bir adsorplanan ¢éziici olusturur. Asetonitril ise 1,3 nm kalinliginda adso
¢oziicl havuzu ve ¢oziinmls ¢oziici igin ylksek bir kapasite olusturur. Adsg
fenol ve kafein molekiilleri C;5 fabakasinin iginde ya da dis yiizeyinde kalak
CH;CN havuzunda ¢ozinebilirler.

Adsorpsiyon merkezinin her tipinin farkh bir baglanma enerjisi ve
kapasitesi vardir ve geri alinan ¢oziinenin bandinin seklini de§isif< cozii
derigimlerinde farkli bir sekilde etkilerler. Adsorplanan CH;C
rganik/sulu ¢ozelti karisimindan daha kuvvetli bir geri alma ¢6zi
urum, asetonitrilin neden metanolden daha kuvvetli bir geri al
|dugunu agiklar.
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3. Dedektorler

Ornek, hareketli faz ile birlikte kolon boyunca siiriklenerek dedekto
cihazlarinda  kullanilan  dedektérler, diger s kromatografisi cihazl
dedektérlerle aynidir. Analizin amacina gore UV absorpsiyon, kirilma indi
elektrokimyasal dedektérler kullanilir. Ideal bir dedektsr su 6zelliklere sahip

Disiik gurilti seviyesine sahip olmasi nedeniyle ayrilan bilesenlerin ki
gozlenebilir.

* Hizli ayrilan pikleri kaydetmek igin siiratli cevap zamanina sahiptir.
* Hareketli fazdaki akis hizi, sicaklik ve fazin bilesimindeki degisimlere karsi

kadar dUYGf‘SIZdlr'. CiZELGE 24-3 Ticari HPLC dedektérlerinin karsilastinlmasi
]
Bitiin ¢oziinenlere cevap verir veya en azi ) Vaklagk gizlencbilme Gradyent
Dedektir sIur:” (ng) icin vararh nm?
tahmin edilebilir bir segicilige sahiptir. Mordtesi 0.1-1 Evet
Einlma indisi 100-1 000 Hayir
* 01 ihinlici Buharlastiric: 151k-sagilmasi 0.1-1 Evet
Kolay ¢aligir ve gtivenilirligi fazladir. g ane X o
. . . ol . o Elektrokimyasal 0.01-1 H
* Olugan pikte kalitatif bilgi de saglar. oo 0001 001 Euet
” ST - Azot (N 22 56 %NS -5 ) 03 Evet
HPLC dedektarlerinin iki tipine rastlamak mim | 2** o .
.. o . .. Kiitle spektr 1 0.1-1 E
1. Genel dedektorler 2. Segici dedektarle | r e gl infrare 1000 e

Genel dedektorler, hareketli faz ve ornek ¢ozeltisinin ozelliklerindeki degisimi

Segici dedektarler ise yalniz 6rnek ¢ozeltisi igin duyarlik ve segicilik goster
dedektorlere ornek olarak kirilma indisi dlgen dedektorler ve kitle spe
verilebilir. Segici dedektérlere o6rnek olarak da UV, FT-IR, flor'esans
radyokimyasal, iletkenlik dedektorleri verilebilir.
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» HPLC'nin diger kromatografi tiirlerinden istiinliikleri sunlardir:

» * HPLC kolonu, rejenerasyon olmaksizin pek ¢ok kez kullanilabilir,

» * Boyle kolonlarda gergeklestirilen ayirma, eski yontemlerle elde

edilenden ¢ok daha ¢esitlidir.

» * Bu teknik kullanicinin becerisine daha az bagimhdir ve

tekrarlanabilirlik daha yiiksektir.
» * Nicel analiz i¢in de kullanilabilir.
» * Analiz siiresi ¢ok kisadir.

» * Duyarlik gok yiiksektir, 10 pg hk bir 6rnek bile, floresans v

elektron yakalama dedektarleri kullanilarak tayin edilebilir.
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Izokratik ve Gradyen Geri Alma |
Izokratik geri alma, tek bir ¢oziicii (veya sabit s
gozicl karigimi) ile gergeklestirilir. Eger butin

Pikler

bilesenlerin hizli geri alinmasi bir ¢ozlci L B
bulunamazsa, gradyen geri alma kullanilabilir. 3. Ortodilambensen
5. 1,3,5-triklorobenzen
. . . . . . 6. 1,2,4-triklorobenzen
Tek bir ¢oziici veya sabit bilesimdeki ¢oziicii L e
karisimi kullanilarak yapilan eliisyona izokratik L 10 Heksaklorabensen
elisyon adi verilir. Bu durumda birbirinden

ayrilamayan maddeler ¢o6ziici degistirmek
suretiyle  birbirinden ayriir. Bu amagla
polarliklar: birbirinden farkli 2 veya 3 g¢oziicu
kullanilir. Ayirma sirasinda ¢oziici degistirilir.
Bu yonteme gradiyent eliisyon adi verilir.

(b) Izokratik eliisyon

0 5 10 15 20 25 30
Alikonma siiresi, dakika

Gradiyent elisyon ile ayirmamn iyilegtirilmesi.
Mumune: 5 uL, izopropanclde hazifanmig klorlanmig
benzenler. Kolon: 1 m < 2,1 mm i¢ ¢ap, paslanmaz gelik
boru. Dolgu maddesi: %1 Permaphase® ODS. Dedektér: UV
fotometre (254 riff). Kosullar: 60°C sicaklik, 1200 psi basing
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kolondan «

sicak buharlastirma

LC/MS

Kitle  Spektrometrik  Dedektorler i . e |

Gaz kromatografide oldugu gibi, sivi A — 375
kromatografi kolonundan ¢ikan tirlerin apvey acaal —
bir kitle spektrometride tayini g¢ok
dogal bir ¢ozim gibi gérilmektedir.
Ancak, bu iki teknigi birlestirmede
onemli sorunlar vardir. Cinkd, kitle
spektrometre icin gaz halde bir numune
gerekirken, LC kolonundan ¢ikan bir

1sttilmig
bilok

damiacik

(@) Dogrudan Girig iyon kaynadina

kolondan
H '

1
J/_L celik tip
o] — Analizor T
T__’i e 35KV

nepulizer

sVl konisi yiikd

§026|T|d|r Oncellkle gozucunun hehmtn damiacikiar mﬂﬁ""k'@;’:{]"'? damialar
buharlagtirilmas: gerekir. Ne yazik ki, pompa kademes TR
LC kolondan ¢ikan sivi  buharlasinca, (©) Taneck Dermet yon afnain

olusan gaz hacmi,

gaz kromatografi kolonundan g¢ikan gaz hacminin 10-1000 kati
Dolayisiyla, dnce ¢oziiclinin biyik bir kismini uzaklagtirmak ge
uzaklastirma ve LC kolonuyla MS sistemi arayiiziini olusturma amagh ¢
gelistirilmistir. Glinimiizde en yaygin olan yaklasim, atmosferik ba
hizli iyonlastirma saglayan bir tekniktir. Tipik bir LC/MS sistemi
Sekil 28-13"de goriilmektedir. HPLC sistemi nano boyutlu bir kilcal
h|znPH},D{cAiA%ikgy&nggjebesindedir'. Baska bir segenek de, yaygin HPL

ibi, ¢ikis hizini 1-2  mL/dakika araliginda futmaktir. En ya
lektrosprey iyonlastiricilar ve atmosferik basingta kimyasal iyo




HPLC ile kitle spektrometrinin birlegimi, yliksek secimlik sagl
ayrilmamis bir pikin bile belli bir dilimini MS sistemine verip
yakalamak miimkindir. LC/MS sistemlerinde, ayrilan tirdn,
HPLC de oldugu gibi, sadece alikonma siiresini kullanr[\ak yerine,
sayesinde, ayrica mol kitlesi, yapisal ayrintilar ve guvenlllr ni
sonucu elde edilebilir. Bazi kompleks karisimlar, LC/MS kombina
yeterli olglide ayrilamayabilir. Son vyillarda, iki veya daha ¢
analizérind birlestiren bir teknik gelistirilmis olup buna tande
spektrometri denir Boyle sistemler LC ile birlegince de LC/MS/MS
ortaya ¢ikar.

Bir kuadropoliin saglayacagi ayirma giiciinin daha fazlasini elde etm
tandem MS sistemindeki en son kitle analizéri olarak ugus-zamanli
spektrometre segilebilir. Tandem sistemler elde etmek igin dilimli
spektrometreleri de birlegtirilebilir. Iyon siklotron rezonans ve iyon
kiutle spektrometreleri, iki basamakli kitle aynirma amaciyla kullanil
gibi, ayni islemi n-basamakli uygulamaya da elveriglidir. MS" si
denilen boyle bilesimler, tek bir kitle analizérinde ardisik anali
saglayabilir. Bunlar LC sistemleriyle birlestirilerek LC/MS" ciha
edilir. LC/MS sistemleri bilgisayar kontrollidir. Bu cihazlarla, kolo
eluat piklerinin hem gergek-zamanli hem de bilgisayarda
olusturulmus kromatogramlari elde edilebilir.
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Ornek

Bir numunede p-ksilen tayini igin 2,4, 6, 8, 10 ppm 25 ml ¢6zelti hazirlan
kromatogramlar: gekilmis asagidaki veriler elde edilmistir. P ksilen pik ala
dogrusalliginin iyi olmadigi anlasildigindan i¢ standart olarak metil izobiitil

Itilerin

standart hemde numuneye eklenerek pik alanlari belirlenmistir. Buna gore ip
ksilen derisimini bulunuz.
i sl 4 Grafik Baslig
G p-Ksilen pi 600000
p-ksilen p-ksilen standart  alani/ Ig
derigimi  pikalani  pik alani  standart pik 7000
(ppm) (piksel2)  (piksel?) alani 400000
2 49075 95476 0,514
4 78112 78268 0,998 o
6 135404 86908 1,558 200000
8 289025 130899 2,208 .
10 540289 185794 3,008
0
Bilinmeyen 200456 95089 2,108 0 2 4 6 8 10 12
Standartlara ve bilinmeyene 10 ppm i¢ standart Grafik Baslig|
eklenmistir. S5
I¢ standart eklenmeden yapilan kalibrasyon R
grafiginde dogru elde edilmemistir. Buna , e
ragmen grafikten okunan deger 7 ppm dir. ’ S 08
I¢ standart eklenerek p-ksilenin pik alanin/ig ’
standardin pik alanina oraninin derisime karsi L5 1598
grafiginde ise dogru elde edilmistir. Bu 1 6,998
grafikten elde edilen deger ise 7,8 ppm dir. 05 Go1a
v
JoHata= (7-7,8)/7,8x100= 10,3 0 2 4 6 8 10 12



Iyon-Degistirme Kromatografi

» Iyon-degistirici regineler kolon kromatografisinde ¢ok kullanilan dolg
Diger kolon yontemlerinin tersine burada solvent su, ayrilacak maddele
iyonlardir. Bu nedenle iyon-degistirici kromatografi inorganik kimyasal
¢ok kullanilan bir yéntemdir. Ayni zamanda amino asitlerin ve diger orga
ve bazlarin ayrilmasinda da uygundur.

» Iyon degistirme, bir ¢ozelti ve bu ¢ozelti ile iliski halinde olan fakat ¢ozii
kati madde arasindaki, ayni isaretli iyonlarin birbiri ile yer degistirmesi ol
Notral veya sentetik pek cok madde iyon degistirici gibi davranir. Kil ve ze
iyon-degistirme 6zellikleri uzun zamandan beri bilinmekte ve bunlar yizyil
suredir bu amagla kullanilmaktadir. Sentetik iyon-degistirici regineler ilk d
1935'de yapilmis ve su sertliginin giderilmesi, suyun saflastirimasi ve iyon
islemlerinde genis bir uygulama alanina yayilmigtir.
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CIZELGE 25-1 iyon Degistirici Recineler
= ————————————  ——————————"

TOHT Cszi o CHz H™CH, ™ Yaygm ticari adlar
Kimyasal Satm alan Rohm Dow Isil
Recine Tipi yapi sekli & Haas Kimyasal Secicilik kararlihk
= o Giiglii asidik Stiren ve Aryl—S0;H* Amberlite  Dowex  Ag' >Rb*>Cs" > 150°Ca
(‘;H CH, H=CH, H™CH, ~GH™ C”a\ CH™ CHz 7 GH™CH, ™ CH"CH, ™ Katyon degistirici _ divinilbenzen R0 S0W K >NH{>Na'> kadariyi
\ kopolimere bagh Bt St
Polimer zincirleri stilfonik asit 24 24+ 24
@ [arasw capraz Zn ;C" > Ni
e J baglanma > Co
CH™CH, A . o
_ L LR - CHE Jalk Tayfasidk  Alilicve T Ambeie = gt oatsgts  100°Ca
Siren Divinilbenzen katyon defistirici  divinilbenzen RC-50 'yl L.% kadariyi
—_— kopolimere bagh 3 12 - ik
P Karboksilik asit H > Fe " >Ba
gruplar 87> Gt > Mg
“CH™ “CH™
Gapraz bag sttiren divinilbenzen kopolimeri Giiclii bazik Stiren ve Aryl=CH,N(CH;)3Cl™  Amberlite  Dowex 1 1 > fenolat™ > 50°Ca
anyon defigtirici ~ divinilbenzen IRA-400 HSO; > ClO5 > kadar
kopolimere NO; >Br” >CN~ OH" yapisi
s B o i s s bagh kuaterner S > > 1> lygum; 150
H™CH, ~CH™CH, " CH amonyum HC%SO; 10N02 ol °C’a kadar
“GH™CH, "CH™CH, GH™CH,™ gruplan Bl CI" ve diger
Bk o % >HCO0™ > yapilart iyi
asetat >O0H >F
SOsH SO3H* (CH)NCH,CI CH,N(CHy); Zayf bazik Stiren ve Aryl—-NH(R)3CI™ Amberlte Dowex 3 Aril —SOsH > sitrik > Fazla bir
~CH™CH, ~CH™CH, ™ CH™CH, GH™CH, “CH™CH,™ ~CH™CH,CH™CH,™CH™CH, CH™CH,~CHCH,™ anyon defigtirici  divinilbenzen IR-45 Cr0; > Hy50, > bilgi meveut
kopolimere bagl tartarik > oksalik > degil; 65°C
p?jlal]al;lllamm H,PO, > H,AS0, > ile sunurh
o HNO, > HI > HBr
SOsH' SO3H" CHN(CH) CHACH)C > HCl > HF >
HCO,H >
Kuvvetli asidik katyon degistirici regine Kuvvetli bazik anyon degjistirici reine CH,CO,H > H,CO,4
SEKiI_ 25-1 Capraz bail[ sitiren divinilbenzen iyon deé[stmq [e(;inesinin yapisi EAWNAK: JX. Khym'den wyarland:, Analytical lon-Exchange Procedures in Chemistry and Biology (Englewood Cliffs,

Ni: Prentice Hall, 1974).

Cizelge'de zayif veya kuvvetli asidik veya bazik iyon degistiriciler s
Kuvvetli asidik reginelerin siilfonat gruplari (—SO? 5 ) kuvvetli asidik goze
iyonlagmis olarak kalirlar. Zayif asidik reginelerin karboksil gruplar: (—C
4'te protonlanir ve onlarin katyon degisim kapasitesi kaybolur. "Kuvvet
monyum gruplari (—CH,NR;3; ) (fam olarak bazik olmayan) pHnin
atyonik ozelliklerini korurlar. Zayif bazik ozellikli tersiyer amonyum
gistiriciler“orta diizey bazik ortamlarda protonlarini ve dol



Sentetik iyon-degistirici regineler, her molekiiliinde ¢ok sayida iyoni
gruplar igeren yiiksek molekiil agirlikli polimerik maddelerdir.

Katyon degistirici reginelerden siilfonik asit gruplari (RSO3-H+) igere
regineleri, karboksilik asit gruplari (RCOOH) igeren zayif asit reginele
kullanihr.

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

Bir katyon-degistirme reaksiyonu asagidaki denklemle anlatilabilir.
xRSO, H + M™ 5 (RSO;)M + xH
katl gizelti kats cizelti

Burada M** bir katyonu, R regine molekiiliintin kalan kismini gésterir. Any
degistiricinin reaksiyonu da benzer bir sekilde yazilabilir (A% anyondur

K RM (CHy);"OH + A* 3 [RN(CH,)], A" + x OH
kati cozelt kat cozelt

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN 122



» Iyon-degistirici regineler siyirma kromatografisinde basari ile
kullaniimaktadir. Ornegin, Beukenkamp ve Reiman, sulfonik asit reg
(asidik hali) ile doldurulmus bir kolonla Na* ve K* iyonlarini
ayirabilmiglerdir.

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

> RH+B*SRB+H (1)

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

_ [REIH] (2)
[RH][BT]
» Denklem(2) asagidaki, sekilde yazilabilir. Ky, dagilma katsayisidir.

[RB] KRH
[B+] H]

=fo (3)
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Geri yikamanin hidroklorik asit ile yapildigi kosullarda K yaklasik o
clinkii geri yikama ¢ozeltisinde hidrojen iyonu konsantrasyonu, pota
iyonlarina gére gok biyiiktir. Reginenin degistirme yapabilecegi ugla
alkali metal iyonlari sayisindan ¢ok fazladir. Boylece [H*] ve [
konsantrasyonlari, dengenin kaymasindan etkilenmezler (denklem 1). B
ve [H*] in [RB] ve [B+] ye gore biiyiik oldugu kosullarda denklem(3), d
kullanilabilir ve genel kromatografi teorisi, sabit fazin iyon degistiri
oldugu halde de uygulanabilir.

Denklem(3)'deki Ky degeri reginenin diger iyonla kiyaslandiginda B* iy
ilgisini gosterir. Ky biylkse B* iyonunun kati fazda kalma egilimi artar, te
kiiciik olmasi bu egilimi azaltir (buradaki diger iyon H* 'dir). H* gibi ¢ok
referans iyon segilerek bilinen bir regine kiyaslanabilir. Boyle bir inc
degerlikli iyonlarin tek degerlikli iyonlara gére daha siki tutuldugunu gos
Ayni degerlikli iyonlar arasinda yapilan incelemelerde ise hidratlanmis iy
ozellikleri yaninda, buyikliglinin de etkin oldugu gozlenmistir. Tipik bir
katyon degistirici reginenin Ky degerleri asagidaki siraya gére azalir:

Cs* > Rb* > K* > NH,* > Na* > H* > Li* (iyon ¢apt soldan saga dogru azalir)
Iki degerlikli katyonlar icin de agsagidaki gibi sira yazilabilir:
Ba*2 > Pb*2 > Sr*2 > Ca*? > Cd*2 > Cu*? > Zn*2 > Mg*?
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Iyon degisim  kromatografisinin  yiiksek ndls gt

performansli  bir  siirimi  olan  Tyon [ o — | o
kromatografisi genel olarak anyon analizleriso c jl N0, 1 j}i

igin segilen yontemlerden birisidir. Yari-iletken

sanayinde, iyonlart giderilmis suda O,1 ppb ™| o ] e |
diizeyinde anyon ve katyonlari izlemekte :ffHd Howe woos | 5| 'S
kullanilir. n | N\ u A N
Baskilanmis iyon anyon kromatografisinde |, | s | S
anyonlarin bir karigimi iyon degigimi | o
ile ayirilir ve elektrik iletkenligine gére tayin __F_ 3\ Jt

edilirler. Baskilanmis-iyon kromatografisinin ] T T 1

pif noktasi, iletkenlik ol¢liminden o6nce |7/ || & wo Tl 2 ™
istenmeyen elektrolitlerin uzaklastirimasidir. = | || | || ° J\ @ N }\ /\
NaNO; ve CaSO, iceren bir 6rnedin ayirma | [[ M e

kolonuna (hidroksitli anyon degistirici) enjekte '} 1| / Goana s — A F’|/- e
edilip KOH ile geri alindiginda; ) 71([ o) %{L s

NO;~ ve SO, iyonlari regine ile dengeye gelir fameste Ay de

ve OH" iyonu ile yavas bir sekilde yer degistirir. " o

Na* ve Ca? kGTYOMGN tutulmazlar. SEKIL (o) Basklanms:yon anyo komatogalsive (0)Bskdans:yon ftyon kortogaiinsematk gt

Sonunda, Seklin Ustinde gdsterilen grafikten gorildigu gibi ayirma kolonundan
K,SO, cikar. Bu tirler kolaylikla tayin edilemezler, ancak ¢ikan ¢ozelti yiiksek bi
KOH icerdiginden bunun yiiksek iletkenligi analitlerin tayinini bozar. Bu soru
¢ozelti daha sonra, katyonlarin H* ile yer degistirdigi bir baskilayicidan gegiri
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Fipure 1: Schematic diagram of an IC instrurment
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Bu ornekte, baskilayicidaki katyon degistirici zar - F sor | ) .
igerisinde H* iyonu K* ile yer degistirir. H* zarin - MO ‘ )
digindaki yiksek derigimli yerden, zarin igindeki -
diisik derigsimli yere difiizlenir. K* iyonu ise -

icerideki yiiksek derigimli yerden disaridaki |
digiuk derisimli yere difizlenir. Zar digindaki K*
uzaklastirihr, boylece derisimi zar diginda her B
zaman diguk olur. Sonugta yiksek iletkenlige -
sahip olan KOH diigiik iletkenlige sahip olan B

lokenilk —-

H,O'ya donusmektedir. Analit varsa, yiksek
iletkenlige sahip olan HNO; veya H,SO, olusur ve
tayin edilir.

| | ] ] ] ] ] | | ]
L] 3 & 9 12 15 o 2 4 & & 10 12 14

Alkomima slnes (min)

Baskilanmig-iyon katyon kromatografisi benzer
bir sekilde ¢alisir, fakat baskilayici, bir anyon-
degistirici zar boyunca geri alma ¢ozeltisindeki ¥ ;

Cl-, OH- iyonu yer degistirir. Sekilde NaNO3 ve :le'rekusumggﬁuml?;?;q:afogr;r}w#gksit
CaSO4in  ayrilmasi  gdsterilmektedir. ~ HCI kromatogramlarinda iyonlarin
cozeltisi ile NaCl ve CaCl2 katyon-degistirici (ppm) diizeyindedir. Anyo
ayirma kolonundan ayrilir ve NaOH ve Ca(OH), baskilanmis ve iletkenlik dede
askilayici  kolonuna verilir. HCl geri alma NaHCO3/35 mM Na,CO;

ozeltisi baskilayicida H,O'ya déniigtiriilir. Katyon analizlerinde iyon
H,S0, geri alma ¢ozeltisi il

skilanmamis Iyon Kromatografisi: Ayirma kolonun iyon degistirici
dar dislkse ve seyreltik ¢ozelti kullaniliyorsa, iyon bClSkll(]%lCl
ni zamanda, borat, silikat, silfir ve siyanir gibi zayif asit
kilayicisiile tayin edilmezler, ¢linki bu anyonlar ¢ok zayif il

N e

SEKIL G&l suyunun iyon kromatog

LI N



- b) cr -

Detector signal / uS

- E N 03_ 5.042— -
| A AN

o 3 6 ) 12 15
Retention time / min

(a) Standart ¢ozeltide baskilanmis iyon

kromatografiyle anyon analizi
2,5 ppm F-, 30 ppm Cl-, 70 ppm NO;-,150 ppm SO,%)
) 66l suyunda anyon analizi : 0,26 ppm F-, 43,6
m Cl-, 5,5 ppm NO5~,12,6 ppm SO,%)
lon: Ton Pac AS14; eluent: 1.0 mM NaHCO,
mM Na,CO;; akis hizi: 1.2 mL/min;

Detector signal / uS

0 2 A B 8 10 12 14
Retention time / min

a) Standart ¢ozeltide baskilanmig i
kromatografiyle katyon analizi
(7.5 ppm Na*, 3,2 ppm NH4*, 20 p
18 ppm Ca?

(b) 66l suyunda katyon analizi:
(2,8 ppm Na*, 0,2 ppm NH4+, 3
Mg?*, 24 ppm Ca?*

Kolon: IonPac CS12A; eluent:
1.0 mL/min; e
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Ky degerleri yakin olan iyonlarin birbirinden

ayrilmasi igin, adsorbsiyon ve dagilima
kromatografilerinde  uygulanana  benzer
yontemler kullanilir.  Ornegin, Sekil'de

inorganik iyonlarin silfonik asitli katyon
degistirici bir reginede ayrilmasini gosteren
HPLC kromatogrami verilmistir.

Geri yikama ¢o6zeltisindeki iyonlarin analit
icinde kalmamasi i¢in analitik kolondan sonra
bir siyirict kolon bulundurulur. Katyonlarin
ayrilmasinda siyirici bir anyon-degistirici
recinenin hidroksiti ile doldurulur. Bu recine
HCL siyiricl cozeltiyi, katyonlari
etkilemeden adsorblayabilir. Siyiric
kolondaki reaksiyon asagidaki gibidir.,

H* + Cl- + ROH S RCl + H,0

Anyonlarin ayrilmasindaki reaksiyon da,
Nat+ HCQ5s4RH+&RNa + H,CO;

Derisimler, ppm
- 3

Formiyat 8
BrO;~ 10
CcI- 4
HPO,2~ 30
Br~ 30
NO;~ 30
S0,2” 25
o

5

S

g

(=]

430

HPO,%~

er | PP

NO,~

Br03_

Uil

Zaman, dakika

(a)

S0,2-

Cgirigimler, ppm

Mg+ 3

Sr2* 10
BaZ* 25
- (Li-Cs)
l'\/lg2
Ca?
Sr2+
B32+
LU
| | | | |
0 4 8 12 16

Zaman, dakika

(b)




Iyon-degigtirici kromatografisi en cok
amino asitlerin analizinde kullanilir.
Ornegin, Sekilde, her birinden 1.0 x 108
mol bulunan 17 amino asit karisiminin
kromatogrami verilmistir. Ayirma zamani
sadece 42 dakikadir. Degisik pH larda
tamponlar  kullanilarak kademeli geri
yikama uygulanmistir.
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Dedekidr sinyali

Metionin
- lzoltsin

Aspartik asit

Lidsin
Histidin

Lisin
Amonyak

Glutamik asit
Glisin

Alanin

Prolin (570 nm)
L
g -
Arginin

Tirozin
Fentalanin

5 10 15 20 25 30 33
Zaman, dakika

Aming asitlerin ivon  dedistirici bir kolonda aynimalan. Dolgu
maddesi: Tanecik bovutu 8 um alan katyon degistirici. Basing 2700 psi




Donnan Dengesi

Bir iyon degistirici bir elektrolit ¢ozeltisi igerisine konuldugund
disindaki elektrolit derisimi icindekinden daha fazladir. Cozeltid
regine igindeki iyonlar arasindaki denge Donnan dengesi olarak a
KCl gozeltisine, Cl- yapisinda bir kuaterner amonyum anyon degisti
(R1) batirilmis oldugunu diistinelim.

2R"NH3C| + 504_2 > (R"NH3)ZSO4 + ZCI_

Recine igerisindeki iyonun derigimi [X]i, reginenin disindaki iyon deri
[XJo olsun. Regine igindeki iyon derisiminin regine disindaki iyon deris
yaklasik olarak esit oldugu termodinamik olarak gosterilebilir:

[KTL[CIT] = [KT1,[CI7 ],

Yik denkliginden bildigimiz uzere: [K"1, = [CI7 ], olur.
Regine igerisinde lg¢ farkl yikli tir bulunur ve yik denkligi:
[R™]; + [K™]; = [C17]

Burada, [R1], regineye baglanan kuaterner amonyum iyonlarinin der
Yukaridaki esitlikler birlestirilirse asagidaki esitlik elde edilir:
[KTL(K "]+ [RT]) = [K' 15
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u esitlige gore [K*]Jo derigimi [K*]i'den biytiik olmalidir. Regin
onlar elektroctatik etkivle diclanir
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ORNEK Bir Anyon Degistirici ile Katyonlarin Ayrilmas:

Reginedeki katyonik bdlgelerin derigiminin 6,0 M oldugunu
varsayalim. Bu reginenin Cl-li tipi 0,050 M KCl ¢ozeltisine
batirildiginda, [K*], /[K*]; orani ne olacaktir?

[K*T(K*], + [R*]) = [K'];

K*ilo degerinin hdla 0,050 M oldugunu varsayalim. Esitlik
ullanilarak

[K+]i([K+]i + 6,0) = ((},{1'5{}}2 = [K7]; = 0,00042 M
[K*]:2+ 6[K*]. -0,0025=0

[K*], /[K*] - 0,050/0,00042= 119

Elde edilir. Reginenin disindaki K* derisimi reginenin
icindekinin 100 katindan daha fazladir.



(25-8) Bir iyon degistirici recinenin (R"Na*) NaCl ¢ozeltisine bati
Recinedeki R~ iyonun derisiminin 3,0 M oldugunu kabul ediniz.

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

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

Kiitle denkligi : [Na*].[CI']. = [Na*], [CIT],
Recgine disinda yuk denkligi : [Na*], = [CI],
Regine icinde yik denkligi : [Na*].=[CI], + [R],

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

Cozum:
a) [CF]; ([CFi+[R) = [CI]4?
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 = 3,30 133
c) [CI'], (0,1-1) artarken, [CI7]. (0,0033-0,303) artar.



Boyut Eleme (Molekiiler Dislama) Kromatografisi

Molekiiler digslama kromatografisinde (boyut dislama
veya jel siizme veya jel gecirgenlik kromatografisi
olarak da adlandirilir), molekiller boyutlarina gére
ayrilirlar. Kiglk molekiller durgun fazdaki gézenekler
igerisine girer, fakat blyik molekiller gozenekler
igerisine giremez. Kigiik molekiillerin etkin olarak daha
buylk bir hacim igerisinden gegmesi gerektiginden,
kolondan dnce blyik molekiller geri alinir. Bu teknik
makro molekilleri saflastirmak igin biyokimyada yaygin
olarak kullanihr.

Disuk molekdl kitleli tuzlar (veya diger kigik
molekiiller) jel silzme ile biyik molekillerin
¢ozeltilerinden ayrilabilir ¢linkd biyiik molekdller ilk
olarak kolondan geri alinir. Tuz giderme olarak bilinen
bu tfeknik, bir makromolekil ¢o6zeltisinin tampon
bilesimini degistirmek igin yararhdir.
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SEKIL 25-12 (o) Bayik molekiiller durgun
fazin gézeneklerine niffuz edemez. Onlar
hareketh fazin hacmine esit cozacd hacmi ile
kolondan gen alinirlar. (&) jelin icinde veya
dizinda bulunabilen kiicik molekiller kolondan
aynlmak icn biyiik hacimlere ihtiyac géste-
rirler. ¥, jel ve oiziicinidn isgal ettigi toplam
kolon hacmidir. ¥, jel tanecklererinin disindaki
chzidci hacmidir. V¥, jel tanedklerlerinin ic ve

dizndala cozici m hacrmidir.




Geri Alma (Elusyon) Esitligi

Bir kromatografi kolonundaki hareketli fazin toplam hacmi Vm'dir.
parcgaciklarinin igindeki ve disindaki ¢oziicileri de igerir. Jel pargacik
hareketli fazin hacmi 6li hacim, V, olarak adlanir. Bu nedenle, jelin igeris
hacmi Vim - V, olur. Kort ("K ortalama” olarak okunur) asagidaki esitlikle tani

V, =V,

K —_——
o Vm_Vn

Bu esitlikte Vr bir ¢oziinen igin alikonma hacmidir. Jel igerisine niifuz etmeye
molekdl igin, Vr = V; ve Kort = O olur.

Jel icerisine serbest¢e niifuz eden kiiciik bir molekidil igin ise Vr = Vim ve Kort =

Jelin bazi gozeneklerine niifuz eden orta biyiiklikteki molekiiller igin Kort dege
arasindadir. Ideal olarak, jel gegirgenlik, bu tip kromatografide molekiillerin 't
igin igin tek mekanizmadir. Gergekte, daima biraz adsorpsiyon vardir, boy
degeri 1'den biyiik olabilir.

Oli hacim kolon icerisinden biiyiik eylemsiz bir molekiilin gegirilmesiyle
molekiiliin geri alma (eliisyon) hacmi V, olarak tanimlanir. 2. 106 g/mol mol kii
olan Blue dekstran 2000 genellikle bu amagla kullanilir. Vim hacmi ise, ku
basina kolon yatak hacminin &lgiilmesiyle hesaplanabilir. Ornegin, 1 g kuru
100, sulu gozelti igerisinde sistigi zaman 15-20 mL hacim kaplar. Bu sismis
adece #1 mL hacim tutar, boylece Vin 14 - 19 mL olur veya toplam kolon

095'i kadardir. Farkli ka‘n fazlarin esdeger kiitleleri, ¢oziici ile $I§Tlgl
aciniler Kaprarap "




Durgun Faz

Acik kolonlar igin jeller, preparatif-olgekli molekiiler dislama,
25-2'de verilen Sephadex (Cizelge 25-4) ve N,N9-metilen bisa
capraz-baglanmis bir poliakrilamid olan Bio-Gel P (Sekil 25-15) i
Oldukga fazla gapraz-baglanmis jellerdeki en kiiglik gozenek boy
kiitlesi 2700 olan molekiilleri diglarken, daha biyiik gozenek boyu
kiitlesi 2108 olan molekiilleri diglar. Jelin tane boyutu ne kadar ki
ayirma glicl o kadar iyi, fakat kolon akis hizi o kadar yavastir.

Molekiiler diglama igin hidrofilik HPLC kolonu poli( vinil alkol), polia
ve silfonallenmis polisitren maddeleriyle doldurulur. Kontrolli goze
boyutlu silika metre basina 10000 - 16000 tabakaya sahiptir. Bu sili
¢ozelti adsorpsiyonunu azaltmak igin 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-10 700°e 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 4000150000

Sephadex G-200 5000-600000

NaT- Senhadex 15 manufactured by GE Amersham Biosctences. TSKE SW silica iz manufactured bv Tosoh Carn.



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)

» Mol Kitlesinin Tayini - <
» Jel siizme, genellikle, &nemli _lﬁm i
derecede farkli molekil boyutuna i1t
sahip molekdilleri birbirinden ayirmak
igin kullanilir (Sekil). Her durgun faz
igin, geri alma ¢ozeltisi hacmine
karsi ~ mol kiitlesinin  logaritmasi
grafige gegirilerek bir kalibrasyon
grafigi elde ederiz. |

¥

L

» Standart maddelerin geri alma ) ~—

ozeltisi hacmi ile karsilastirarak 2 4 o 8 362 14 e s >
ilinmeyen bir maddenin kitlesini , = e e
tahmin edebiliriz. Sonuglari Frolekiler detlama Rromatogaia ySmorivle
yorumlarken c¢ok fazla deneme o Pretsinlerin ayim s [Souneny anan Aesms
yaEmall 1z, ¢lnkid aynm mol kitleli
fakat farkli sekilli molekiiller farkl '

geri alma 6zelligi gostermektedir.

» Proteinler igin, l]eldeki nadiren
olabilecek yiikli bdlgeler tarafindan
¢coziinenin elektrostatik
adsorpsiyonunu azaltmak igin yeteri
kadar yiiksek (>0,05 M) iyonik siddet
kullanmak 6nemlidir.

Rosorbans (280 rmide) —

log (mol ke si)

50 60 70 8,0 a0 10,0 11,0

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN Geri alma cbzeHisi {Ellsyon) hacmi (mL)

SEKiL 25-17 Beckman pSpherogel molekiler dislama kelonunda (0,77 % 30 cm) pelistiren icin male-
kiiler kiitle kahbrasyon egnsi. Cizgiler Gzennde yanli olan recinenin gézenek boyutu 5 nm'den 100 um'ye
kadar degismektedir. [Courtesy Anspec Co, Ann Arbar, M1]




Etkilesim (Afinite) Kromatografisi

Etkilesim kromatografisi, karmasik bir karisimdan tek bir bileg
kullanilmaktadir. Bu teknik, bir bilesigin durgun faza 6zel olarak bagld
Ornek kolondan gegirildiginde sadece bir ¢éziinen baglanir. Her sey
ytkandiktan sonra geriye kalan bileseni kolondan uzaklastirmak igin pH ve
kosullari degistirilerek aradaki bagin zayiflamasi saglanir. Etkilesim
ozellikle biyokimya alaninda uygulanmakta ve enzimler ve substratlar,
antijenler veya reseptorler ve hormonlar arasindaki kendilerine 6zgt
dayanmaktadir.

Sekil, kovalent olarak bagli protein A iceren bir kolonda etkilesim k
yontemiyle immunoglobulin G (IgG) proteinin ayrilmasini géstermektedir. Prote

>7,2'de IgG'nin 6zgln bir bdlgesine baglanir. Ig6 ve diger proteinler iger
karisim pH 7,6'da kolondan gecgirildiginde IgG haricindeki hersey 0,3 mi
kolondan ¢ikarlar.

Geri alma ¢ozeltisi pH'si yaklasik 1,0 min'da 2,6'ya disdirilir ve IgG 1,3 ¢
sekilde kolondan alinir. Bir ilacin optik izomerleri tamamen farkli iyilestirici
olabilir. Etkilesim kromatografisi herbir optik izomeri digerinden
gelistirmede kullanilabilir.

SEKIL 25-19 Polimer destekli kovalent

olarak baglanmis protein A iceren 0,46 » 5
Gy om'lik bir kolonda etialesim kromatografisi
ile monoklonal antikor IgG'nin saflastinlmas.
Gmekteki diger proteinler pH 7,6'da 0 - 0,3
min‘da geri alirurlar. Geri alma cézeltisinin pH'si )
2 ,6'ya diisirildigii zaman, IgG protein A'dan

l l l l 1 l l l 1 ayrilir ve kolondan dizan cikar. [B. ). Compton and
a2 04 a5 08 1 1,2 1,4 16 1,8
Siira (min)

Absorbans (280 nm'de) —




Hidrofobik

Yodjun gapraz badh

mietakrilamid polimeri

Bir Molekiller baskilanmig polimer, polimer
bilesenlerinin belirli bir etkilesime sahip oldugu
bir kalip molekil varliginda sentezlenir. kalip
uzaklastirildiginda, polimer kalibin sekliyle ve
kalipla bag yapabilen tamamlayici iglevsel
gruplarla "baskilanmis” olur. Kalip, ilgilenilen

analit olabilir, ancak, polimer kullanildiginda Polimer ve Panigiin
polimerdeki kalintilarin yanhs pozitif sonuglara ! B
sebep olmamasi igin yapisal olarak benzer

molekili kullanmak daha iyidir. Penisilin tirevlerini baglayan bir baskilanmis polimerde paketin kavramsal

r e A . C oA - o allmrorer “Tlirset Exdr e
Yapisi A L Uimaca, B o vioreno-Bondi, A. 1. Hall, and B. Sealle gren, Lhirell Exomac-

Baskilanmis polimer afinite kromatografisinde durgun bir faz veya bir ki
sensérde bir tanima elemani olarak kullanilabilir.

Bir molekiler baskilanmis polimer, analiz igin penisilin antibiyotiklerin nehi
derigtirilmesinde ve toplanmasinda kullanilabilir. Sekilde, monomerler bir
penisilin G ile polimerlestirildiginde, olusan bir polimer paketinin kavramsa
gostermektedir. Metanol ve HCl ile yikanarak penisilin G uzaklastirildikta
onun seklini ve gekilde renkli olarak gésterilen penisilin V gibi benze
baglamak igin iglevsel gruplarin dizenini korur.

Sekiz farkli penisilinden 30'ar ppb eklenmis nehir suyu baskilanmis pol
kolon igerisinden gegirildiginde, penisilinlerin altisi  %90-99 or
tutunmugtur. Iki penisilin tiri yeteri kadar iyi baglanmamigtir.
penisilinler metnolde hazirlanmis 0,05 M tetrabitilamonyum hidroj
hacimleri ile kolondan geri alinmistir ve HPLC ile analiz edilmigtir.’*°

r. Mehmet Sayim KARACAN



Siperkritik Akiskan Kromatografisi

» Karbon dioksitin faz diyagraminda, -78,7 oC

ve 1,00 bar basingta kati CO, (Kuru Buz) gaz
CO, ile dengededir. Kati karbon dioksit
siwvilasmadan siblimlesir. -56,6 °C'daki (i¢lii
noktanin zerindeki sicakliklarda sivi ve
buhar ayri  fazlar halinde bir arada
bulunurlar. Ornegin 0 °C'da sivi 34,9 bar'daki
gaz ile dengededir. Sivi-gaz sinirindan yukari
citkarsak 31,3 °C ve 73,9 bar'daki kritik

Basng (ban

Scakik (*C)

CO. icin faz diyagram

noktaya ulasilincaya kadar daima iki fazin

CIZELGE 29-1 Siperkitik Akiskanlarin Ozelliklerinin, Sivilann ve Gazlarin Ozelikleri il Kargilagtinimasi

bulundugunu goriruz. Bu sicakligin izerindeki [ Gl S A i
sicakliklarda basmg ne olursa olsun sadece |wwign 05 X107 02405 062
. . g e ifizyon katsayist (cm?ls X107 [ 12-2) X 107
bir faz vardir. Bu faz, siiperkritik akiskan |wee.) 3l S
olarak adlandirilir . Bu fazin yogunlugu ve s
viskozitesi gaz ile  sivinin YO§UH|U§U VE  (izeisE 292 Ban Siperkik Askanlarn Ozeliker
viskozitesi arasindadir ve bir ¢oziicii olarak CikSallk, | Kibew, KWkl @unde
davranabilir e k s
| €0, 313 129 047 0,96
N0 365 n1 045 04
NH; 1325 1125 024 040
Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN B 1520 75 03 050
Kaynak: M. L. Lee and K. E. Markides, Science, 1987, 235, 1345'm izniyle. Veriler Matheson Gas Data Book and CRC Handbook of Chemistry and Physics'den
almmistir,




Siperkritik sicakliktaki SF, (45,6°C) akiskanin
isitildiginda ve sogutuldugunda meydana gelen
farkl degisiklikler yandaki resimde
gosterilmektedir. CO, ve organik ¢ozici karisimiyla
gergeklestirilen Siiperkritik akis kromatografisi
ilag  sanayinde  kilogramlarca  bilesik  ve
enantiyomerlerin ayrilmasinda % 90'a varan organik
¢ozicl tasarrufu saglayan bir "“yesil” teknolojidir.
Superkritik akiskanin viskozitesinin disik olmasi
akis hizini artirarak verimliligin yiksek olmasini
saglar. CO, tek basina zayif bir ¢oziicl ise de bazi
organik ¢ozicdllerle karigtirildiginda birgok organik
bilesigi ¢ozebilir. Siperkritik akis kromatografisi
superkritik akiskanda ¢éziinen maddenin difiizyon
katsayisinin daha yiksek olmasindan dolayr sivi
kromatografisine gére daha yiiksek hiz ve ayirma
cl saglar. Superkritik akigkanlar gazlarin aksine
gucu olmayan maddeleri de ¢o6zebilirler. Basing
aldirildiginda  ¢oziicli, gaz haline doniserek
o6ziinen maddenin gaz fazinda  kolaylikla
lirlenebilmesini saglar. Karbon dioksit, alev
nlasma ve moratesi detektorlerle uyumlu, kritik
akhgr  disik ve  toksik olmadigi igin
matoegrafide« tercin edilen bir siperkritik

'lnul’\llm

Tempeaeraturs

Pressure (bar)

222222

333333




» Superkritik akis kromatografisi igin cihaz,
dolgulu kolonlu ya da agitk boru sekilli

kolonlarla  gergeklestirilen HPLC'nin EE: M

cihazina benzerdir.

» Geri alma kuvveti HPLC'de gradyent kolon
yapilarak, gaz kromatografisinde sicaklik
yikseltilerek artirilir. Siiperkritik akis

&
0

» kromatografisinde ise basing artirilarak } e z p——
¢ozici daha yogun bir hale getirilir ve
boylece geri alma kuvveti artirilmis olur. s e e
Yandaki kromatogram bir yogunluk- R
gradyent geri alma islemini
gostermektedir.

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN




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.]

BRORB . Mehmet Sayim KARACAN



Kilcal Elektroforez

Elektroforez ¢ozeltideki iyonlarin

bir elektrik alanin etkisi altinda + N e - af = fuy
go¢ etmesidir. Bu teknik, 1930 T O o eeene eade
yilinda Isveg'li kimyacilar

tarafindan 9€||§T|r'||d| TiSC“US, Elektroforetik hareketlilik: uq,=EEE PepE

1948 yilinda "serum proteinlerin !

karmasik yapisiyla ilgili buluglar” Emm,m:fkhmm

baglkli elektroforez ile ilgili
calismasiyla Nobel odiiliind aldh.

Yiiki g (coulomb) olan bir iyon bir elektrik alanina [E (V/m)] koyuldug
uygulanan kuvvet gE (newton) olur. Cozeltide yavaslatici siirtiinme
olup, burada, u. iyonun hizi ve f ise sirtinme katsayisidir. “e
“elektroforezi” belirtmektedir. Hizlandirici kuvvet sirtinme k
oldugunda iyon ¢abukga kararli bir hiza ulagir:

Elektroforetik hareketlilik (uep), iyon hizi ve elektrik alan siddeti
oranti sabitidir,

Hareketlilik iyon yikd ile dogru, siirtinme katsayisi ile ters orant
boyuttaki molekiillerde hareketlilik yiike bagl olarak artar.

144
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Poliimid

Sekil'de gosterilen kilcal elektroforezde, et opioma, S
bir ¢ozelti icerisindeki bilesenler, 25-75 cach)

25-T5um

um'lik ic ¢apa sahip 50 cm uzunlujunda o

erimis-silikadan (SiO,) kilcal bir borunun "_“Eiwf\ HHM*QM_E """"
basindan sonuna yaklasik 30 kV elektrik / Vs - 5

Kilcah beslemsk | niu

voltaji uygulanarak birbirlerinden ayrilirlar.{ == " |

basinglandinimig |I

. A
Farkli iyonlar farkli hareketlilige sahiptirler Q“ﬂ‘x //’%J ______ sime ke " 0 poderer

e . .. ek kabi )
ve kilcal iginde farkl hizlarla go¢ ederler. L i L N,
Iyonlarin yani sira nétral molekilleri de kamedt

ayirmak icin bazi degisiklikler ° -
yapilabilmektedir .
Elektroforez tibbi teshis igin bitin hicreleri ayirabilir ve gida bul
teshis edebilir. Elektroforez tek bir hicre, hicre ¢ekirdegini
mitokondrisini analiz edebilir. Tek bir hiicre enziminin analizi zeptomol (1
dizeyinde bir gozlenebilme sinirina sahiptir.

Kilcal elektroforez yiiksek ayirma giici saglar. Kromatografiyi dolgulu bir k
gerceklestirdigimizde, pikler van Deemter esitliginde yer alan l¢ mekanizm
tarafindan genisletilir: Coklu akis yolu, uzunlamasina difiizyon ve sinirl kut
aktarimi hizi. Agik borulu kolon ¢oklu yol mekanizmasini ortadan kaldirir
boylece tabaka yiiksekligini azaltir ve ayirma gicunid artirir. Kilcal ele
tabaka yiiksekligini maddenin kiitle aktarimi sirasinda hareketli faz i
faz arasinda dengeye gelmesi igin gerekli siire terimini ortadan K
daha fazla'distrur. Kilcal elektroforezde durgun faz yoktur. Id
altinda pik genislemesinin asil kaynagi sadece uzunlamasina difi




(o)

o @ L]
| Drestaek cOHzaelisi
= " : = (o] {katyonlar = anyonlar)
| P o {'?_W P o @ ) Cift tabakanin difize kis
[ — o - ) o i {katyonlarca Temngin)
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YWilzeye bagh O ve
[#o e } kuvwetle badlanms
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@ {:} "-::'_-— o _.%_ D e B _Q:-— el Ak @
Anot = {;‘_" '.;:. - # Katot

PR 2D PP @ ?m?l

|
(&)

(o) Megatif olarak ylaklenmis silika yilzeyi ve ona yakin katyonlar tarafindan

dretilen elektrik cift tabaka. (&) Cift tabakamin difiize kisrinda baskin olan katyonlar dis bir
alan uygulandiginda katoda dogru net elektroocz motik akis olustuaruar.

Elektroozmoz
Erimis silika kilcalin i¢ cidari pH 3'lin lzerindeki pH'larda negatif
sahip olan silanol (Si-OH) ile kaplanmistir. $Sekil, kilcal yizeyde
tabakayi gostermektedir. Cift tabaka, cidardaki sabitlenmis negatif
cidara yakin yerlerde asiri orandaki katyonlardan ibarettir. Si
hareketsiz katyon tabakasi negatif yiki kismi olarak nétrallestirir
yik cidara yakin ¢ozeltideki ¢ift tabakanin difiize kismindaki har
ile notrallestirilir. Cift tabakanin difiize kisminin kalinhigi, iyq
ldugunda ~0,3 nm'den, iyonik giddet 1 mM oldugunda yaklasil
egisir.

r. Mehmet Sayim KARACAN




Bir elektrik alaninda, katyonlar katoda, anyonlar ise anoda y
tabakanin difiize kismindaki asiri katyonlar katoda dogru net
gosterirler.

Elektroozmoz olarak adlandirilan bu pompalama hareketi cidarin
nm'lik bir kisminda katyonlar tarafindan siriklenir ve katoda d
cozeltinin elektroozmotik akisini diizenli bir sekilde olusturur.
basing farkliliklarina gére olusan hidrodinamik akis ile tamame
Hidrodinamik akista, sivinin bir kesit boyunca hiz profili parabolikti
gore merkezde en hizlidir ve cidarda O'a kadar yavaslar

S — )
iy —4
Anot | | Kaiot
(&} Elektronsmatik hiz profil

| — |
¥ likosek N e Dl gk
DEsING DEsInG
" &
I |
Hidrodinamik iz profili
(b} (Laminar akig)

{a) Elektroormoz kilcalin enine kesitinin % 99,9 dan Hidrodinamik akis — Elektroozmotik akig —
100 um capli kilcal 75 um gaph kilcal

daha fazlasinda diizenli bir akss verir. Kicalin adarnin
hemen yakininda huz azalw.
(b) Hidrodinamik akisin parabolik akis profili (ayns

Renkli Resim 30 Hidrodinamik ve Elektroozmotik Akis icin Hiz Profilleri (Boliim 25-6) Bir
floresan boya, akis basladiktan sonra 0,66 ve 165 ms’de bir kilcal tlip icinde gértintiilendi. Bu g&riin-
tiilerde boyanin en ytiksek derisimi mavi, en dtistik derisimi de kirmmzi ile gdsterilmektedir. Burada,

znmanc_l:.l laminar akis) ti pun merhezmde & 'p"l.il".Wk farkl renkler farkli floresans siddetlerine karsilik gelmektedir. [From P. H. Paul, M. G. Garguilo, and D. I.
h"I ve "_Id"-" 'd":‘ ".»-l'fll' hII. D‘Eﬁ E"‘-E‘E[ Glirﬂk EDI’JE‘H en hIZ Rakestraw, Anal. Chem. 1998, 70, 2459. Aym zamanda bakimiz D. Ross, T. J. Johnson, and L. E. Locascio, Anal. Chem.

profili Resim de gastenimistr. 2001, 73, 2509
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Elektroormotik Hareketlilik
(hirtmi= m*[V = &)

Elektroozmotik hiz u,, ve uygulanan alan arasindaki
elektroozmotik  hareketlilik ., olarak adlandirihr.  Eléd
hareketlilik silika yiizeyindeki yiik yogunlugu ile dogru, iyo
karekokiyle ise ters orantilidir. Elektroozmoz disik pH'larda (
OH yiizey yiik yogunlugunu azaltir) ve yiiksek iyonik siddette azd
borat tamponun pH 9'da elektroozmotik akisi yaklasik 2 mm/s'd
ise ayni deger 10 kat daha distktir.

Tekdiize elektroozmotik akis kilcal elektroforezin yiksek ayir
katkida bulunur. Ozmotik akisi azaltan herhangi bir etki, pikin boz
ve ayirma gticinin dismesine sebep olur. Kilcal igerisindeki iyonlg
saniyede IR joule oraninda isi (Joule isinmasi olarak adlandiri
citkarir. Bu formiilde I akim (A) ve R ¢oézeltinin direncidir (oh
kilcalda, kilcal icerisindeki sicaklik kontroli icin sulu termostat
ihtiyag vardir.Tipik olarak, kilcal kanalin merkezindeki sica
sonundaki kismindan 0.02- 0,3 K kadar daha fazladir. Daha sicg
daha distiik vizkozite sivinin tekdiize elektroosmotik profilini
1Isinmast 50 ym i¢ ¢aph kilcal bir boruda énemli bir problemdi
>1 mm olursa sicaklik gradyentiyle problem ortadan kaldiril
icerisindeki cozeltinin elektrik iletkenligini azaltmak i

Prof.Dr. Mehmet Sayim KARACAN i
aragrar a sogu’ruAlur ve Joule i1sinmasinin kontrolden ¢ikmasi @



Harekeftlilik

Bir iyonun gérinir (ya da gbzlenen) hareketliligi ug,
elektroozmotik hareketliligi ile iyonun toplam elektroforetik ha
toplamidir. Elektroosmotik akis olarak ayni yonde hareket ede
katyonu igin, U, ve U,, ayni igarete sahiptir, boylece py., W,
buyuktir. Elektroforez elektroozmozdan zit yéne dogru
tasinmasini saglar (Sekil 25-24b), boylece anyonlar igin Esitlik 25-11

iki terim ters isaretlidir. Notral ya da yiiksek pH'larda, enerjik elek
anyonlari katoda tasir, glinki elektroozmoz genellikle elektroforezd
hizlidir. Digik pH'larda, elektroozmoz zayiftir ve anyonlar de
varamazlar. Dusik pH'larda anyonlar ayrilmak istenirse a&rnegin
negatif ve dedektorin sonunu pozitif yapmak igin polarite ters gev
Belirli bir tirdn goérinir hareketliligi, ugor, o tirdn net hizinin, u,;,
alaning, E, bolinmesiyle elde edilir:

= + _ e Byt _ Bniral _ Lelfaoual

I""Iﬁ.l.' I""'#-F' Hoeo Mgt = £ Vil T E = VIL,
Burada, Ld enjektorden detektore kadar kolonun uzunlugu, Lt ug
toplam uzunlugu, V iki ug arasina uygulanan gerilim ve t enjeksi
goziinenin detektore gog etmesi igin gerekli olan siredir.
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ORNEK: Bir Protein Yiik Merdivenindeki Hareketlilikler

Bovin karbonik anhidraz enzimi 18 lizin pargali bir proteindir.
26'daki 19 pik, degistirilmemis proteinden (P") proteine kadar a
derecesiyle olugur: P(m1)- p(m2)- p(m3)- = P(+18- (0,840 m uzu
kilcal kolona uygulanan gerilim 2,50.10* V'dur. Elektroozmotik
tasinan notral isaretleyici bir molekilin detektore giristen 0,64
kadar tasinmasi igin 308 s'ye ihtiya¢ vardir. P~ ve P nin gog
sureleri sirasiyla 343 s ve 355 s'dir. Elektroozmotik hiz ve elektrooz
hareketliligi  bulunuz. P ve P®nin  goriinir ve elektrofo
hareketliliklerini bulunuz.

¢ozim Elektoozmotik hiz, ueo, nétral isaretleyicinin gég etme siresi
bulunur:

Elektrovzmotik iz — Dedektdre olan uzaklik (Ly) = 0440 m = 208 mm/s

Giiig etme sliresi 08 s
Elektrik alani, gerilimin kolonun toplam uzunlugu Lt'ye bélinmesidir:

25000 V/ 0,840 m = 2,98 3 104 V/m. Hareketlilik, hiz ve elektrik a
arasindaki oranti sabitidir.

7 D208 mi's e

= gl = g = = — = 6,98 * 107"
oo = Hreal? oo = g 29% % 10° Vim Vs
i = Pop F Poo = Bep = e ~ oo = (6,26 = 6.98) X 107" 7
2

Moer 0640 m/343 s _s m'
Megar = = = r - =ﬁ£ﬁx1ﬂgm
E 298 % 10°Vim Vs

r. Mehmet Sayim KARACAN

m
= —(),72 % 10~F
L'l



Kuramsal Tabakalar ve Ayirma giicii

Giristen detektdre uzunlugu Ld olan bir kilcal kolonu disindin. |
bélimlerde kuramsal tabaka sayisii, N = L?d/¢? (o bandi
sapmast) olarak tanimlamistik. Eger band genislemesinin tek mé
sadece uzunlamasina difiizyon ise, standart sapma elde @
esitlikteki D difiizyon sabiti, t go¢ etme siiresi (= Ld/u,,; = Ld/[y,
Tanimlanan elektrik alani (E = V/Lt; V uygulanan gerilim) ile bu'e
birlestirirsek tabaka sayisini veren ifadeyi elde ederiz: teorV La

N="0p L
Ulasmak istedigimiz tabaka sayisi kag tanedir? Tipik bir pgér = 2. 10
s) degerini (Lt = 60 cm, Ld = 50 cm ve 25 kV'luk bir kilcalda 10 min'lik
siiresi igin elde edilen deger) ve Cizelgeden bulunan difiizyon katsay
kullanarak, tabaka sayisini bulabiliriz:

2 % 107  m*(V - 5)][25 000 V] 0,50
K" iyonuigin: N = { [ — “1[ ] 2= 100 % 107 tabaka
22 % 107 ms) 0,60 m

12 % 107" m®(V - )]125 000 V] 0,50 m
200,059 % 107" m¥s) (0,60 m

Serum albiimin igin: N = =35 X 10" tabaka
Kromatografide oldugu gibi elektroferogramdaki birbirine yaki
arasindaki ayirma giici tabaka sayisi (N) ve ayirma faktoriyle
Ayirma glici . Ayirma faktoérd (y = up.+.A/U,.+.B) go¢c etme siire

-oramdin.«y.degerinin artisi piklerin ayrilmasini artirir ve N'ni



Dedektorler

Su o kadar gegirgendir ki, morotesi dedektérler 185 nm'ye
dalga boylarinda kullanilabilir. Bu dalga boylarinda g¢ézinenl
kuvvetli absorpsiyona sahiptir. Kisa dalga boylu morétesi dede
avantajli olmasi igin zemin elektrolit ¢ok digik absorpsiyo
olmalidir.  Borat  tamponu yiksek gegirgenliklerinden
elektroforezde ¢ok yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Optik |
ancak kilcal kadar genis (bu da 25-75 pym) oldugu igin duyarlik ke
Sekil 25-33 absorbans sinyal/gérilti orani 3-5 kat kadar arttigi”

hicre" ve sinyal-gurdlti oraninin 10 kat1 kadar artigr dik agili buki
gostermektedir.

Ancak, dik-agili bikilme tasarimindaki daha buyik olan isin y
miktar bant geniglemesine sebep olur. Art arda gelen pikler 3 m
ayrilmahdir, aksi halde dedektdrde ist lste aeleceklerdir.

1 sEKil. 25-33 Kilcal, mordtesi absorpsiyo-

nu dlcmek icin 1sin yolunu artirmak amaciyla
tasanmlanir. (a) Balon hiicre. Coziinen bélgenin
Isin yolu

“Blogu” balon icerisinden gecerken korunur (b)
50 mm |

T 2 Dik acili kiviim. Kacak isinlar engellemek icin 1sin
lsin yolu erimis siyah silikadan yapilmistir. Yansitici ic
yolu ylzey gecisi en yliksek yapmak icin “isin borusu”

olarak gorev yapar. Dedektor yaniti 1,4 absor-

Prof.Dr. Mehmet Sayim KAR 3 ‘ bans birimine kadar dogrusaldir. [Courtesy Agilent

O: Technologies, Palo Alto, CA]

(a (b)




Kromatografik Analiz yontem segimi

___ || water soluble I>
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Mormal phase
SEC
Gel filtration
HFLC
Water soluble Reversed phase
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