Kromatografi Nedir?

romatografi. kimyasal kangimlarin nitel ve
T\ nicel analizlerinde buglin ¢ok kullanilan
temel bir separasyon (ayinm) yéntemidir. Bir
analizcinin kromatografive bagvurmadan galis-
masi giinUmiizde olanaksizdir. Cok genis bir
konu olan kromatografi cegitli bicimlerde simif-
landinlabilir. Uygulamanin dayandig: ilkelere
gore adsorbsyon ve partisyon (dagilma) kroma-
tografisi; uygulama sekline gore kéagit, kolon,
ince tabaka ve gaz kromatografisi olarak siniflan-
dirmak mimkindiir:

Kromatografinin tarihi 1850’de Runge'nin
kagit kromatografisi galismalaniyla baslads.
Tswett, 1906'da kolon kromatografisini gelistirdi.
1942'de Martin ve Synge partisyon (dagilma)
kromatografisini ileri stirdtiler. Partisyon kroma-
tografisinde ¢ok ince taneciklerden olusmus toz
goriintimiinde bir kati madde (= *“adsorban”,
“kati destek”), her tanecigin yiizeyini ince bir
tabaka gibi kaplayan bir swvi, ve bu swvimin
icinden akip giden diger bir sivi séz konusudur.
Adsorban taneciklerini kaplayan siviva “sabit
faz”; onun iginden akip giden siwviya da “mobil
{hareketli) faz" denir. Sabit faz ve mobil faz
birbirlerivle karismayan sivilardir. Iste kimyasal
bir karigimin nitel analizi, karigimi olusturan
bilesiklerin bu iki sivi arasinda dagilmasiyla
gerceklesit. Adsorban, ayirmda bir rol oynamaz.

Gaz Kromatografisi ve Onemi Nedir?

1952'de  Martin ve Synge, kromatografi
alaninda bir devrim yaparak, mobil fazin bir s
degil, de bir gaz oldugu yeni bir yéntem &ne
stirdiiler. Béylece kromatografinin en geng dalla-
rindan biri “gaz/siv1 partisyon kromatografisi” ya
da kisaca “gaz kromatografisi” gerceklesmis
oldu.

Gaz kromatografisinin dnemi ¢ok hassas ve
gabuk sonug veren bir yéntem olmasi, ok kiigtik
miktarda (mikrolitre) niimuneyle ¢aligilabilmesi,
cok degisik yapida kimyasal bilesige uygulana-

bilmesi, uygulamanin analizciye biyiik bir kiilfet
yiiklememesidir.

Onceleri petrol endistrisinde kullanilan gaz
kromatografi yontemi ve aygitlan son 20 - 25
yilda buyik ilerlemeler kaydetmis, gesitli kimya-
sal maddelerin analizinde kullanilmaga baslan-
mistir. Ozellikle gelismis (lkelerde arastirma
laboratuarlarina 6zgli olmaktan c¢ikip rutin
analizlerin bir pargasi haline gelmistir. Ulkemiz-
de gaz kromatografisinin kullaniimi yenidir ama
siiratle yayginlagma egilimindedir.

Gaz kromatografisi dnce ugucu bilesiklere
uygulanmis ve bunlann analizinde gergekten
bliyiik basari saglarmistir. Ama simdi teknigin
gelismesiyle ashinda ugucu olmayan biiyiik
molekiillt bilesikler, bu arada pek gok ila¢ da gaz
kromatografisi ile basanyla analizlenmektedir.

Gaz Kromatografisi Aygiti

Bir gaz kromatografisi aygitinda ylksek
basingh bir tagiyicr gaz (mobil faz) kaynag,
niimune verme sistemi, kromatografi kolonu,
kolondan gegen kimyasal bilesiklere sinyal veren
bir dedektdr, dedektdr sinyalini yaziciya yansitan
amplifikatér, kromatogrami ¢izen bir yazic,
kolon ve dedektérl iceren finn bulunur, Adsor-
ban ve sabit faz kolonun igerisindedir. Niimune
bu kolona verilir ve bilesiklerin ayirnmi kolonda
olur. Niimune ya gaz halindedir yva da bir sividir.
Kati niimuneler uygun bir organik ¢oéziictide
coziinerek aygita verilir. Sivi halindeki niimune
isiyla buharlastinlarak kolona sevkedilir. Yani
niimunenin esas 6zelligi ne olursa olsun kolona
verilirken gaz halinde olmasi gereklidir. Niimu-
neyle birlikte mobil faz (tasiyici gaz) da kolona
sevkedilir. Niimune kangiminin kolonda aynisan
bilesiklerini tasiyici gaz birer birer kolondan
dedektére siiriikler. Her bilesik icin dedektér bir
sinyal verir ve bu sinyal aygitin yazicisinda tiggen
seklinde bir pik ya da bir basamak olarak ¢izilir.
Yazicinin ¢izdigi bu sekillere kromatogram denir.
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Aygitin Aynntilan

a) Tagiyici Gazlar: Oksijen disinda tim
gazlar taiyici gaz olarak kullanilabilir. Gazin saf
olmasi sarttir. Genellikle azot kullanilir, Helium
ve argonun kullanihmi da vardir.

b) Kolon: Aygitin en &nemli kismidir. lyi
hazilanmamis bir kolonla iyi sonug almak
olanaksizdir, Genellikle kolonlar camdan ya da
metalden 1,5 - 4 metre boyunda ve 0,5 - 4 mm. ig
capinda imal edilir. Aygita monte edilebilir ve
cikartilabilir.

Gaz/ likit kromatografisinde adsorban ayinm
isleminde rol oynamaz. Adsorban olarak genel-
likle diatome toprag, ates tuglasindan tiretilen
bilesikler kullamlir. Kiigiik cam bilyalar da bu
amagla kullanilabilir. Adsorbamin aranan tzellik-
leri, kimyasal reaksiyona girmemesi, yiizey
alamnin genis olmasi, kolona doldurulurken
kirllmamasy, sabit fazi tutabilmesidir,

Sabit fazin secimi analizlenecek niimuneye
baglidir. Polar niimuneler igin polietilen glikoller
gibi polar sivilar, nonpolar niimuneler igin SE 30,
SE 52 gibi silikon yaglari. apiezon yaglari gibi
nonpolar sivilar segilir. Sabit faz olarak kullamla-
cak swida aranan &zellikler aygitin calisma
isisinda  buharlagmamasi, termal ve kimyasal
stabilite, nimune igin iyi bir ¢6ziicli olma,
adsorban taneciklerinin yiizeyinde ince bir
tabaka olusturabilmedir,

Sabit faz wuygun bir organik goziiciide
¢oziinilr ve adsorban bu ¢bzelti ile muamele
edilir. Organik solvan vakumda ortamdan uzak-
lagtinlir. Béylece hazirlanan materyal kolona
homojen olarak doldurulur. Homojenitenin sag-

lanmast icin doldurma islemi sirasinda kolonun
bir ucuna bir vakum motoru baglanir ve kolon

sarsilir. Homojen doldurulmamis bir kolonla
ayinm olanaksizdir.
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c) Nimune Verilisi: Nomunenin tekrar tek-
rar aym miktarlarda verilebilmesi gaz kromatog-
rafisinin iistiinliiklerindendir. Caz niimuneler
ozel bir valfla kolona wverilir. Sivi haldeki
nimuneler igin 0,1 < 1041 hacimlan bilyiik bir
dogrulukla verebilen enjektérler kullanilir. En-
jeksyon noktasinin 1sis1 niimunenin ani buharlas-
masini saglamak {izere kolon isisindan yiiksektir,

d) Dedektdr: Kolondan gelen bilesikleri sap-
tayan, elektronik kisimdir. Kolondan gelen bile-
sige her an sinyal veren dedektodrlere “diferans-
yel” dedektdr denir. Bu durumda kromatogram
piklerden olusmustur, Genellikle bu tip dedek-
torler kullanilir. Bilesigin tiimiine sinyal veren
dedektérlere “integral” dedektér denir. Bu
durumda kromatogram basamaklardan  olus-
mugtur.

En ¢ok kullanilan diferansyel dedektérlerden
bazilari “Alev iyonizasyon dedektorleri” ve “5
ivonizasyon dedektorleridir”.

Alev iyonizasyon dedektéri) (FID) : Dedektor,
iki elektrot ve hidrojen alevinden olugmugtur.
(Boyle bir aygitta tagiyicr gaz yaminda hidrojen
gazina da gerek vardir). Alev iyonlagmay saglar.
Kolondan gelen organik bilesik bubarlannin
aleve temasi biylk 8lgtde iyonlasmaga neden
olur. [ki elektrot arasindaki akim siddeti artar. Bu
artig amplifive edilip yazicida kaydedilir.

" n iyonizasyon dedektdrleri: Kolondan gelen
tasiyici gazin ve bilesik buharlarimin a isini rad-
yasyonuna tutulmasina dayanir.  1ginlan kayna-
g1 ve elektrotlardan olusmustur. Radyasyon
sonucu iyonizasyon artar ve akim siddetinde de
artiy olur. Argon dedektdril, elektron ¢ekim
dedektoril gibi drnekleri vardir,

Kolonda Ayinm Nasil Olmaktadir?

Kolonda niimunenin bilesiklerine ayrildgi
kisim sabit fazdir. Sabit faz molekiilleriyle bilesik
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maolekillleri arasindaki ¢ekim ne denli kuvvetliyse
bilesik sabit fazin iginde o denli uzun siire kalir.
Bu gekimi etkileyen faktorler, kohezyon kuvvet-
leri, hidrojen baglan ve polaritedir. Béyle bir
bilesigin kolondan akip gitmesi uzun zaman alir.
Ovysa sabit fazla arasindaki gekim zayif olan diger
bir bilesik kolaylikla sabit fazdan mobil faza
(tasiyici gaza) gecer ve kolondan cikar. Béylece
biz kromatogramda dnce sabit faza fazla ilgi
duymayan bilegiklere ait pikleri, sonra sabit fazla
arasinda kuvvetli gekim olan bilesiklerin piklerini
gorliriiz. Sabit faz ile arasindaki gekim ¢ok zayif
olan bir kangim analizledigimizi diistinelim: O
zaman ayinm timiyle bilesiklerin kaynama
noktalarina baghdir Disilk kaynama noktali
bilesikler 6nce, yitksek kaynama noktali bilesik-
ler daha sonra kolondan dedektire ulagir
Analizci kromatogramda ince uzun pikler
gormegi ister. Yazicimin gizdigi kromatogram
aslinda bilesiklerin her anki konsantrasyonlarimmn
(tasiyicr gaz icinde) zamana gore cizilmis bir
grafiginden baska bir sey degildir. Su halde bir
bilesik kolondan cabuk gecerse piki de dar ve
uzun olur. Bilesik kolonda uzun siire kalirsa pik
vayvanlasir. Ayirimin siiratli olmasi 1sinin yiiksel-
tilmesine ve tasiyicr gaz hizinin  artmasina
baghdir. Bu durumda bilesikler daha gabuk
kolonda siriklenir. Yalmz siirat saglayalim
derken bilesiklerin birbirlerinden kesinlikle ayril-
madan kolonu terketmelerine neden olmamak
gerekir. Kolonun uzunlugu ayinimi etkileyen bir
diger faktérdiir. ‘Yeterinden kisa bir kolonda
ayinim iyl olmayacagi gibi fazla uzun bir kolonda
bilesikler uzun zaman kalacaklari igin diffizyona
ugrarlar ve gene iyi bir ayinmdan séz edilemez.

EROMATOGCHRAM

I standurt.

A :
Enjeksivon an

SERIL 2

Ayvieimin en lyi belirteci kromatogramdir, Birbi-
rinden kesinlikle aymimis, dar uzun simetrik
pikler basarili bir ayirimi gbsterir,

Nitel Analiz

Belirll sartlarda bir bilesigin kolondan geg-
mesi igin belirli hacimda tagivici gaza ihtiyag
vardir. Bu hacma “retansyon hacmi” denir.

V =uF V = Retansyon hacmi
tr = Retansyon zamani
F = Tasiyici gaz hiza

Tr, Sekil 2'deki B bilesigi icin ecm. cinsinden
AB’ uzunlugudur. Yani enjeksyon ami ile pikin
maksimumu arasindaki uzunluk. Retansyon za-
mam belirli sartlarda her bilegik igin karakteris-
tiktir, Iste nitel analiz bu 6zellige dayanir. Stan-
dartlanin  niimuneyle birlikte kolona enjekte
edilmesinden sonra bilesik pikinin yiiksekliginde
belirgin bir artis bilesikle standardin idantik
oldugunu gdsterir. Ornegin nane esansini analiz-
liyoruz : Esansta mentol var midir, yok mudur?
Bunu saptamak igin ne vyapanz? Esansa saf
mentol katarak aygita veriyoruz. Mentaliin tr'sini
biliyoruz. Esansta bu tr'deki pik mentol ilavesiyle
bilylimilsse o pik mentolli gdsteriyor demektir.
Kesinlikle emin olmak igin bir ka¢ degisik kolon
denemek gerekir.

Nicel Analiz

Pik viikseklik ve alaninin bilesik konsantras-
yonuna orantilt olmasma dayanir.

Pik yliksekligi ile, yiksekligin yansindaki pik
genigliginin, yani Sekil 3'deki a ile b'nin ¢arpimini
pik alani kabul etmek en dogru voldur. Iste
burada simetrik, ince uzun piklerin yaran bir kez
daha ortaya gikar.

Nicel analiz igin pekgok degisik ydntem 6ne
stiriimiistiir. Bunlardan en ¢ok kullanilani ve en
glivenilic sonu¢ vereni “i¢ standart” (internal
standart) yontemidir. Burada analizlenecek nii-
muneye miktan bizce belli bir standart katilir.
Divelim Sekil 2'deki B pikine tekabill eden
bilesigin nicel analizini vapmak istivoruz. O
halde
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B miktan / standart miktan

B alani /standart alani

C her bilesik i¢in karakteristik bir katsayidir,
Analizden dnce C katsayisinin saptanmasi gere-
kir. Bu islem de ancak miktari bizce belli saf B
bilesigi ile standardin beraberce aygita verilme-
siyle olur. € bir kez saptandiktan sonra B
bilesigini bilinmeyen miktarlarda igeren nimune
kansimlan kelaylikla analizlenir.

Yalniz sonuglann istatistik yonden degerlen-
dirilmesi, standart sapmalanin hesabedilmesi
gereklidir

laclara Uygulanmasi

Caz kromatografisi eczacilik alaninda dnce
kokulu tibbi bitkilerden elde edilen esanslara
{ucucu yaglara) uygulandi ve bugiin bu bilesikle-
rin birincil analiz yontemidir. Eczacihk diginda
esanslann (giil, nane, liavanta, ¢ilek, narenciye
meyveleri esanslan v.s.) gida endistrisi ve parfil-
merideki kullanilimi g6z dniinde bulundurulursa
gaz kromatografisinin buradaki 6nemi agiktir.

Ancak gaz kromatografisinin tip, eczacilik ve
toksikolojideki dnemi hayati ilaglara da uygula-
nabilmesidir.

llaglanin gaz kromatografisine uygulanmasi
1962'lerde baslar. O zamandan beri bu konuda
arastirmalar siirmektedir,

Haglar gesitli miistahzarlardan, kan, idrar,
serum gibi vilcut sivilanindan, dokulardan gekile-
rek gaz kromatografisine uygulanabilir, Bir ¢ogu
hig bir bozunma olmadan analizlenebilir, Isiyla

bozunanlarin daha diisiik kaynama noktali
tiirevieri hazirlanir,

Yatistinet ilaglardan ¢ok dnemli bir grup olan
fenotiazinleri kan ve idrarda tayin etmek igin
kullanilan klasik y@ntemler gaz kromatografisi
kadar hassas degildir. Bu ilaglar viicuttan
olduklan gibi degil metabolitleri halinde atilirlar.
Gaz kromatografisi ana ilagla metabolitleri
kolaylikla ayirmaktadir.

En Snemli uyku ilaclanindan barbituratlar gaz
kromatografisi ile viicut sivilarindan 0,002jg /ju
gibi cok kiigiitk miktarlarda saptanabilmistir. Bu
kadar kiiglik bir miktann saptanabilmesi gaz
kromatografisinin yararini kanitlamaktadir

Birgok dnemli ilact igeren alkaloitlerden
morfin, kodein gibi Afyon alkaloitleri, striknin,
atropin, kinin, efedrin, kafein, emetin; antibiyo-
tiklerden kloramfenikol; vitaminlerden vitA,
vitD, vitE ve vitK: ayrica antihistaminik ve lokal
anestetik ilaglar ve adrenalin benzeri katesola-
minler gaz kromatografisine uygulanabilir.

Esranin etkin maddesi tetrahidrokannabinol
tayininde gaz kromatografisi kullamimas: buglin
rutinlesmigtir.
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e Dinyay! gozeli bulmak i¢in dolagirken onu yanimizda go6tdrmeliyiz,

yoksa onu bulamayiz.

e Coskunluk olmadan biyidk higbir sey meydana ¢ikarnlamaz,
e Arkadag, samimi olabildigin, yaninda ylksek sesle ddgidnebildigin

kigidir.

e Dogrulugun tek mukafati dogruluktur, arkadas sahibi olmanin tek

yolu ise bir tane olmaktir.

Hi¢ muntazam bir tarih yoktur, sadece biografidir.
Toplum bir insanin uzatilmig géligesidir.

Bir yaginda olmayan kitabi katiyen okumayin.
Hepimiz degigik derecelerde kaynariz.

Ralph Waldo EMERSON
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