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Sekil-1: Tipik bir sivi kromatografisi cihazinda sivi akisini gésteren diyagram



1. KOLON KROMATOGRAFi

Klasik sivi kromatografisi yonteminde ¢api 10-50 mm olan ve 50-500 cm uzunlu-
gunda kati sabit faz malzemesi iceren cam tupler kullanilir. Uygun bir akis hizi
alinabilmesi i¢in kati malzemenin tanecik buyukliginin 150-200 mikrometreden
fazla olmasi gerekir. Dolgu maddesinin yukarisindaki sivinin ylksekligi hareketli
fazi kolon boyunca yurutebilecek seviyede olmalidir. En iyi akis hizi dakikada bir
mililitrenin onda bir ka¢i kadardir ve tabii ayirma isleminde harcanan zaman da
fazla olur. Klasik uygulamanin ¢abuklastiriimasi icin sivi akis hizinin vakumla
cekilerek veya pompa ile ittirilerek hizlandirilmasi olumlu sonuglar vermez.

Sivi kromatografisinin uygulanmaya baslandigi ilk yillarda kolon veriminin, dolgu
maddesinin tanecik boyutlari kigiltilerek énemli derecede artirilabilecegi dusu-
ndlmustur. 1960 yillarinda ¢api 10 mikrometre gibi ¢ok kuguk taneciklerin Uretildigi
ve kullanildidi yeni bir teknoloji gelistiriimigtir. Bu teknolojide, klasik sivi
kromatografisinde kullanilan basit sistemlerin tersine ¢ok karmasik cihazlara ge-
reksinim vardir. "Yuksek-performansli SIvI kromatografisi, HPLC
(highperformance liquid chromatography)" denilen bu tip cihazlar klasik
kromatografilerde yapilamayan uygulamalarda ¢ok basarilidir.

Yiiksek - Performansh Sivi Kromatografisi

Sekil-2'de, deneyle elde edilen bir sivi kromatografisi verilerinin grafikleri verilmis-
tir; sekilde tepsi ylksekliginin, akis hizi ve dolgu maddesinin tanecik ¢apina goére
degisimleri gorllmektedir. Egrilerin hi¢ birinde, bir minimum yoktur; sivi
kromatografisinde bu tip minimumlarla sadece ¢ok disik akis hizlarinda karsila-
silir. Yine ayni konuda gérilen denklem(8), verim ile hareketli faz arasindaki ilis-
kiyi yeteri derecede tanimlayamaz; burada, Giddings tarafindan ¢ikarilan daha
kompleks bir denklem kullanilir (J.C Gidings, Anal. Chem., 35, 1338, 1963).

Sekil-1'de ayirma veriminin, kigik tanecik ¢aplarinda ¢ok arttigi acgik bir sekilde
gorulmekledir. Bu tip maddelerle hazirlanan kolonlarda uygun akis hizlari, yuksek
basingli pompa ile saglanabilmistir. Bu da HPLC cihazindaki sistemin klasik sivi
kromatografisinde kullanilan ylikleme (kendi agirhdi ile) kolonuna gére ¢ok daha
ayrintili ve karmasik oldugunu gosterir. Sekil-2'de bdyle bir cihazin bélimlerinin
gosterildigi bir blok diyagram verilmistir.
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Sekil-2: Dolgu maddesi tanecik biytkligdnin ve akis hizinin tepsi yiiksekligine

(H) etkisi. Kolon boyutlari 30 cm x 2.4 mm dir; madde N,N-dietil-p-aminobenzen,

hareketli faz heksan, metilen klortir ve izopropil alkoldiir; dolgu maddesi corosil 11
ince slikajel

a. Solvent Verme Sistemi

Cozgen (Solvent) Rezervuari ve Gaz Giderme Sistemi

Modern bir HPLC cihazinda, her biri 1-2 It kapasiteli bir veya daha fazla cam veya
paslanmaz celik rezervuarlar bulunur. Rezervuarlarda ¢ézinmis gazlari, gogun-
lukla oksijen ve azotu, giderecek duzenekler vardir. Bu gibi gazlar kolonda ve
dedektor sistemlerinde kabarciklar olusturarak ¢alismayi bozarlar; band genigle-
mesine ve dedektdrin algilama bozukluguna neden olurlar. Gaz giderici dizenek-
lerde bir vakum pompa sistemi, bir distilasyon sistemi veya Cozgeni isitan ve
karistiran bir sistem bulunur.

Tek bir ¢dzgenin kullanildigr ayirmaya "tek kaynakli (isokratik) siyirma" denir.
Polariteleri birbirinden dnemli derecede farkli olan iki (bazan daha ¢ok) ¢6zgenin
kullanildig1 ve "dereceli siyirma (gradient)" adi verilen yontemde ayirma verimi
oldukga yuksektir. Siyirma islemi baslatildiktan sonra iki ¢dzgenin oranlari prog-
ramli bir sekilde dedistirilir; degistirme bazan surekli, bazan da kademeli olarak



yapilir. Modern HPLC cihazlarinda, iki veya daha fazla rezervuardan bir karistir-
ma odacigina surekli olarak degisen hizlarda ¢ézgen verilir; Cozgenlerin hacimleri
arasindaki oran zamanla dogrusal veya Ustel fonksiyon olarak degistirilebilir.

Sekil-3'de dereceli siyirma islemi ile yapilan iyi bir ayirma goérilmektedir. 3b' deki
kromatogramda siyirmada hacimce 50/50 metanol/su ¢o6zeltisi kullaniimigtir.
3a'daki kromatogramda ise ayni ¢ézgen c¢ifti siyirmanin baslangicinda 40/50 ora-
ninda olacak ve sonra metanol orani dakikada % 8 hizla artacak sekilde bir uygu-
lama yapilmistir. Dereceli siyirma ydntemiyle yapilan ayirmalarda, ilk ¢ikan pik-
lerde herhangi bir bozulma olmaksizin ayirma suresi kisaltilabilir.
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Kolon: 1 m x 2.1 mm (i¢ ¢ap), hassas-delikli paslanmaz celik; dolgu maddesi: %1
permafaz ODS; ornek: 5 ulL, izopropil alkolde ¢6ziinmis klorlu benzenler; detektor: UV
fotometre (254 nm); sicaklik 60 °C, basing 1200 psi

Sekil-3: Kademeli siyirma ile ayirma veriminin artirilmasi; (a) dereceli siyirma
(b) tek kaynakli siyirma



Pompalar

HPLC cihazlarinin gogundaki pompalarin ¢ikis basinci 1000 psi (Iibre/incz) den
bayudktir, dakikada 3 ml hizla akis saglayan 4000-6000 psi lik pompalar tercih
edilir. Akis hizi £ % 2 lik bir toleransla sabit olmalidir. Bu amagla kullanilabilen iki
mekanik pompa tipi vardir; bunlar:

e Vidal (screw-driven) siringa tipi pompalar
e Pistonlu pompalar

Birinci tip pompalarda kolaylikla kontrol edilebilen, darbesiz bir akim alinir; ancak
kapasitede diisme ve ¢bzgen oranlarinin degistiriimesinde sorunlarla karsilasilir.
Pistonlu pompalarin kullanim alanlari daha genistir, kademeli olarak azaltilan
miktarlarda darbeli bir akim verir. Pistonlu pompalarin avantaji istenildigi kadar
¢dzgen basabilmesidir; ayrica i¢ hacminin kiiglk olmasi dereceli siyirma islemi
icin ideal bir durumdur (Sekil-4).

HPLC cihazlarinda pnématik pompalar da kullanilabilir; en basitinde hareketli faz,
sikistirlmis hava ile basinglandirilan bir kabin igindeki portatif bir rezervuarda
bulunur. Basittir, ucuzdur ve darbesiz akim verirler; kapasiteleri ve ¢ikis basinglari
sinirlidir, ¢ézgenin viskozitesine gére akis hizi degisir. Ancak dereceli siyirma
islemi icin uygun degildir.
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Sekil-4: Bir pistonlu pompanin sematik gérinimu



Pompalarla yiksek basinglara ¢ikilmasinin herhangi bir tehlike yaratmayacagini
belirtmek gerekir, sivilar fazla sikistirlamadiklarindan sistemin bir pargasinda
meydana gelebilecek kopma veya agilma sadece ¢dzgen sizintisina yol agar.

b. Kolon Doldurma Sistemi ve Ornek Injeksiyonu

On Kolonlar

Bazi HPLC cihazlarinda ¢ok bilinen én kolonlar vardir. On kolonlardaki dolgu
maddesi analitik kolondaki dolgu maddesi ile kimyasal yapi bakimindan aynidir,
fakat tanecik boyutlari daha buyuktir. Boylece 6n kolon boyunca olan basing
dusmesi, sistemin geri kalan kismindakine kiyasla ihmal edilebilir bir dizeydedir.
On kolonun amaci, ¢ézgendeki safsizliklari tutarak analitik kolonun kirlenmesini
Onlemektir. Ayrica 6n kolon hareketli fazi sivi ile doyurarak sabit fazi olusturur;
bdyle bir durumda analitik kolondaki dolgu maddesinden sabit fazin siyriimasi
islemine gerek olmaz. (Sekil-5¢)

Ornek Injeksiyon Sistemleri

HPLC'de en c¢ok doéner Ornek valf sistemi kullanilir. (Sekil-5a). Bazan kizak
valflerde de kullaniimaktadir. (Sekil-5b). Kizak, Kel-F'den uretilmistir ve iki
tetrafluoroetilen pargasi arasindaki diizlemde hareket eder konumdadir. Ornek
valfe bir siringa ile gekilir, sonra kizak soldan sada dogru hareket ederek 6rnegin
solvent akimi icine girmesini saglar.

Ornek injeksiyonu bir giringayla da yapilabilir. injektér ignesi silikon, neopren
veya teflondan yapilmis bir conta (septum)'ya batirilarak sisteme verilir; injektor
cekildiginde conta kendi kendini kapatir.

Kolonlar

HPLC kolonlari kalin kenarli cam tiipten veya hassas-delikli paslanmaz ¢elik bo-
rudan yapilir. inert ylizeylerin gerektigi 6zel kimyasal maddeler ve biyolojik uygu-
lamalar da PEEK (bir mihendislik plastigidir) ve cam tlp kolonlar kullanihr (600
psi altindaki basinglarda).

Kolon uzunluklari gogunlukla 15-150 cm, i¢ ¢api 2-3 mm kadardir. 1 m veya daha
uzun kolonlar, kisa kolonlari ucuca bagliyarak hazirlanabilir. Kolonlar sariimig
halde kullanilir; bu durumda kolon veriminde biraz disme gozlenir.
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HPLC kolonlarinda en fazla kullanilan dolgu maddesi mikropordz silikadir.
Alumina ve Celite (diyatome topragi) de ¢ok kullanilan maddelerdir. Dolgu mad-
delerin tanecik blyUkluklerinin 1.5-10 mikrometre araliginda olmasi istenir.
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Sekil-6: Dolgu maddesi tanecik biydkliginiin kolon tepsi yiiksekligi ve dedektor
responsuyla iligkisi

ikinci bir tip dolgu maddesi zarli (pellicular) taneciklerdir; bunlar 40 mikrometre
kadar captaki cam taneciklerinin, 1-3 um kalinlikta silika jel, alumina veya bir iyon
degistirici regine gibi poréz bir madde ile kaplanarak hazirlanir. Bdyle bir ince
tabaka fazlar arasindaki dengenin hizla kurulmasini saglar; bdylece kolon verimi
yukselir. Zarli dolgu maddeli kolonlara sinirli miktarlarda érnek verilebilir; bu mik-
tar p6réz maddenin ancak onda biri kadar olabilir.



d. Dedektorler

HPLC'de, gaz kromatografide oldugu gibi ¢cok hassas dedektor sistemlerine ge-
reksinim olmaz. Bu nedenle dérnede bagh olarak cesitli dedektdrler kullanilabilir.
Tablo-1'de ¢ok kullanilan dedektérler ve 6zellikleri verilmigtir.

Tablo-1: Bazi Sivi Kromatografisi Dedektérlerinin Ozellikileri

Dedektdr Hassasiyet (g/ml), | Akis hizina has- | Sicakliga hassa-
maksimum sasiyet siyet
UV absorbsiyon 5x 107" yok diistik
IR absorbsiyon 10°® yok diistk
Fluorometre 1070 yok diistk
Refraktif indeks 5x 107 yok +10*°C
Kondiiktometre 10°® var +1°C
Hareketli tel 10°® var yok
Kutle spektrometresi 1070 yok yok
Polarograf i 1070 var +1°C
Radyoaktivite yok yok

Ultraviole ve Goruniir hgik Dedektorler

En ¢ok kullanilan dedektorler ultraviyole veya goérinir 1sin absorbsiyonuna daya-
nan dedektorlerdir. Fotometreler ve spektrofotometreler ticari cihazlardir. Foto-
metrelerde bir civa kaynaklan alinan 254 ve 280 nm bandlari kullanilir; bu dalga
boylarinda pek c¢ok organik fonksiyonel grup absorbsiyon yapar.
Spektrofotometrik dedektorler fotometrelerden daha elveriglidir, ¢clinki bunlarda
ornekteki maddelerin absorbsiyon yapacagi dalga boylarini se¢gme olanagi vardir.
Fotometrik dedektorlerde cihazin dalga boyu araliginda, 6rnekteki maddelerin
ISIgI absorblamasi, fakat ¢dzgenin herhangi bir absorbsiyona neden olmamasi
gerekir. Sekil-7'de ultraviyole fotometrik bir dedektériin sematik diyagrami veril-
migtir.
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Sekil-7: HPLC ultraviyole dedektérler

Refraktif indeks Dedektorler

Refraktif indeks bir bulk 6zelligidir, dolayisiyla refraktif indeks dedektoérinin algi-
lamasi hareketli fazdaki tim komponentlerin toplam refraktif indeksine dayanir.

Refraktif indeks dedektdrli en az hassas sivi kromatografisi dedektdrudir; ¢evre
sicakligi, basing, akis hizi degistiginde dedektdérin algilamasi da degisir. Cesitli
dezavantajlarina ragmen, refraktif indeks dedektorleri, noniyonikler, UV bdlgede
absorbsiyon yapamayan maddeler ve flloresans olmayan bilesikler igin ¢ok uy-
gun dedektorlerdir. Refraktif indeks dedektorleri gesitlidir; diferansiyel refraktif
indeks, Fresnel metodu, Christiansen etki, interferometre, termal lens, dielektrik
sabiti dedektorler gibi.

Sekil-8’da bir diferansiyel refraktif indeks dedektoriiniin sematik diyagrami veril-
migtir. Burada ¢6zgen ve analit ¢ozeltileri bir cam levha ile birbirinden ayriimistir.
Cam levha, iki ¢ozeltinin refraktif indeksleri birbirinden farkli oldugunda gelen
ISInin sapmasini saglayacak bir acl ile yerlestirilmigtir. Bir 1sik demeti optik mas-
keden gecgerek hicre bdlmesine gelir. Mercekler demeti yonlendirerek 6rnek ve
referans hicrelerden gegmesini ve diz aynaya gelmesini saglarlar. Ayna demeti
yansitarak tekrar drnek ve referans hicrelerine gonderir. Mercekten gegen demet
bir fotosel tUzerine odaklanir. Demetin yerini siddeti degil, agisal sapmasi belirler;
sapma, iki hlicredeki maddeler arasindaki refraktif indeks farkinin bir sonucudur.
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Fotoelektrik hiicrede demetin odak konumu (yeri) degistiginde ¢ikis da degisir ve
fark sinyal elektronik olarak modifiye edilerek 6rnek hiicresindeki madde konsant-
rasyonuyla orantili bir sinyal sekline déntstarultr.
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Sekil-8: Refraktif indeks dedektérii (sapma agisina gére)

Transport Dedektor

Tansport dedektor metal zincir, tel veya disk gibi bir tasiyicidir. Sirekli olarak
kolon akimindan geger, érnedin bulundugu hareketli fazdan 6rnegi ekstrakt eder
ve ylizeyinde ince bir film tabakasi halinde biriktirir; film (zerinde kalan hareketli
faz buharlastinlarak uzaklastirilir. Bu islemden sonra tasiyici, tzerinde biriken
maddenin saptanmasi i¢in uygun bir algilama sistemiyle taranir. Bu amacla, o6r-
negin, piroliz Urlnlerinin saptanmasi istendiginde alev iyonizasyon dedektori
(FID) kullanilir; bunun igin tasiyici isitilir, érnekteki piroliz Grinleri agiga ¢ikar ve
ardnler cogunlukla karbon icerdiginden FID ile algilanir.

Hareketli fazda ugucu olmayan maddeler bulunmasi halinde dodru sonug vermez,
ayrica kullanilan solventin ugucu ve ¢ok saf olmasi gerekir.

Sekil-9’da, transport dedektérlere bir 6rnek olarak hareketli tel (moving wire)
dedektorin sematik diyagrami verilmistir. Bu tip bir dedektoérde, surekli hareket
eden bir tel halka ile siyiricinin bir kismi bir alev iyonizasyon dedektérine tasinir.
Tel dnce siyiricidan geger, onu bir firina tasir ve burada siyiricinin ¢ézgeni buhar-
lasir. Buradan azot atmosferi altinda tutulan piroliz firinina gelen 6rnek piroliz
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olur; piroliz Grlnleri azot gaziyla tasinarak alev iyonizasyon dedektéri (FID) igin-
deki merkez tlipe tasinir ve bilesenler iyonizasyon dedektori tarafindan algilanir.
FID, hareketli fazdaki solventten etkilenmeyen bir dedektorddr.
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http://www.chromatography-online.org/HPLC-
Detectors/Transport/Moving-Wire/rs64.html

Sekil-9Pye Unicam hareketli tel dedektérii

Elektrokimyasal Dedektor

Elektrokimyasal dedektor uygun elektrotlarin bulundugu bir hicrede analitin oksit-
lenme/indirgenme reaksiyonlari sonucunda olugan akimin dl¢limesi esasina gore
¢alisir. Dogan akimin seviyesi dogrudan analit konsantrasyonuyla orantili oldu-
gundan bu tip dedektorler kantitatif tayine olanak verir.

Elektrokimyasal dedektdlerin uygulama alani fazla genis degildir; fakat hassasiye-
tinin yiksek olmasi nedeniye 6zellikle dogdal Urlnler ve yiyecek maddeleri incel-
melerinde kullanilir. Oksijen, metal kirlilikleri ve halojenler 6lgmelerde énemli hata-
lara neden olurlar.

Elektrokimyasal dedektorlerde Ug elektrot bulunur; oksitlenme veya indirgrnme
reaksiyonunun oldudu is elektrodu, yardimci elektrot ve referans elekirot. Refe-
rans elektrot hareketli fazin taban iletkenliginde olabilecek degisiklikleri dengeler.
Eektrotlar cesitli geometrik sekillerde yerlestirilebilir; ince tabaka hiicrelerde en
cok kullanilan yerlesimler sekil-10(b) ve (c)'degorildigu gibidir.
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Sekil-10: (a) Bir elektrokimyasal dedektér, (b), (c) farkli elektrod konfiglirasyonlari

Kutle spektroskopisi de hassas bir 6zel dedektor olarak kullaniimaktadir. Ticari bir
cihazda siyiriclyi iyon kaynagina tasiyan bir paslanmaz gelik veya poliimid kayis
vardir. Kaynaga ulagsmadan 6nce kayis bir infrared buharlastiricinin altindan ge-
cerek siyiricidaki solventin baylk bir kismi buharlasir, sonra iki farkli vakum oda-
sindan gecgen ornek kutle spektrofotometresine girer. Burada érnek, iyon odacigi
icine puskurtulerek buharlastirilir. Tayin sinirlari 0.2-1 ng gibi ¢cok dusik degerler
arasindadir.

Yiksek performans sivi kromatografisinde hareketli faz sividir. Sabit faz kati, sivi
tabakasi, iyon degistirici regine, mikroporéz tanecikler, modifiye recineler gibi
degisik maddeler olabilir. Sabit faza gbére ayirma mekanizmalari da farkllklar
gOsterir; soyle ki:

1. Adsorbsiyon (Sivi-Kati) Kromatografisi
2. Dagilma (Partition) Kromatografisi

3. lIyon-Degistirme Kromatografi
4

Jel gegirgenlik veya Jel sizme (Molekuler-Exclusion veya Size-Exclusion)
Kromatografi)
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1. Adsorbsiyon (Si1vi-Kati1) Kromatografisi

Kromatografideki ilk uygulamalarin tamami adsorbsiyon esasina dayaniyordu,
burada sabit faz ¢ok ince bir kati maddenin ylzeyidir. Bdyle bir dolgu maddesinde
madde ve siyirici solvent kati ylzeyi Gzerinde yaris halindedirler ve adsorbsiyon
kuvvetlerin etkisi altindadirlar. N6tral organik bilesiklerin ayriimasinda en ¢ok kul-
lanilan yéntem HPLC ydntemi ile sivi-kati kromatografisidir. Bir maddenin bir
¢bzgen ve adsorblayici bir katt madde arasindaki en ideal dagilimi,
"Kromatografiye Girig, Sekil-1"deki A egrisi adsorbsiyon izotermi ile tanimlanir. Bu
edri distk konsantrasyonlarda bir dogruya yakindir; bu durum siyirma igleminin
dogrusal oldugunu ve pik bozulmasinin da en disuk dizeyde bulundugunu goéste-
rir.

| —=n g
5% *®
i!__._'.'_“ L yUzeyd%Zggzrblanan
. <i;iti’ .

_Fm i www.chem.ufl.edu/~cao/
chm4130/lecture18.ppt

Sabit ve Hareketli Fazlar

Sivi-kati kromatografisinde en ¢ok kullanilan adsorblayici silika jel ve Aluminadir.
Dolgu maddelerinin tanecik buyuklikleri ¢ok cesitli olabilir; HPLC’de kullanilan
tipik silika jel dolgu maddesinin tanecik blyUkligd 10 um dir ve malzemenin % 80'
i 8-12 um araligina girer.

Sivi-kati kromatografisinde basari, hareketli fazin segimine bagldir; solvent de-
gistirilerek maddelerin kapasite faktoru (k’), ideal degerler olan 1-10 aralidina
girecek sekilde degistirilebilir. Bir solventin k' degerine etkisi, onun siyirma glicu
(%) ne baghdir, bu ise bazi referans solventlere karsi relatif olarak olgtilebilir. Or-
negin X maddesi igin

(Kx)1
(Kx)2

= Ax (820 - 810)

log
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yazilabilir. Burada (Kx); ve (Kx)2, (1) ve (2) ¢ozgenleri kullanildiginda X maddesi-
nin kati adsorbent Gzerindeki dagiima katsayilaridir. Ax maddenin molekul buyuk-
1aga, & ve &’ (1) ve (2) solventlerinin siyirma kuvvetleridir. Tablo-2'de alumina
adsorbent kullanildiginda cgesitli ¢bzgenlerin n-pentana goére siyirma kuvvetleri
verilmistir. Silika jel'in e’ degerleri, alumina icin olan de@erlerin 0.77 sine esittir.
Siyirma glicu yuksek olan bir ¢ézgen disik olana kiyasla adsorblanan tanecikleri
daha hizli siyirir.

Adsorbsiyon kromatografisinde gogunlukla kademeli siyirma yapilir. Bunda, si-
yirma gucu dusuk bir ¢dzgenle kolaylikla siyrilabilen maddeler ¢ekilir. Sonra si-
yirma gucl yiksek bir cozgen ilave edilerek daha siki bagli maddeler alinir.

Tablo-2: Alumina Adsorbenti ile Bazi Solventlerin Siyirma Giicii

Solvent Siyirma guici, €° Solvent Siyirma glici, €
Fluoroalkanlar -0.25 Kloroform 0.40
n-Pentan 0.00 Metiletil keton 0.51
Petrol eteri 0.01 Aseton 0.56
Sikloheksan 0.04 Dimetilamin 0.63
Karbon tetraklortr 0.18 Pridin 0.71
n-Propil klortr 0.30 n-Propanol 0.82
Benzen 0.32 Metanol 0.95

Uygulamalar

Bilesiklerin adsorblanma egilimleri birbirinden buyik farkhliklar gosterir ve bu 6-
zellik de adsorbsiyon kromatografisinin temelini olusturur. Ornegin, bir organik
molekulin adsorbsiyon 6zellikleri ile hidroksil gruplarinin sayisi arasinda pozitif bir
iliski oldugu bilinir. Benzer bir iligki ¢ift baglar i¢in de s6z konusudur. Bazi fonksi-
yonlu gruplar igeren bilesikler digerinden daha siki tutulurlar. Adsorblama egilimi
asagidaki siraya goére azalir: asid > alkol > karbonil > ester > hidrokarbon.
Adsorbsiyon sirasinin saptanmasinda adsorbentin yapisi da énemlidir. Adsorbent
ve solvent secimi deneme-yanilma ydntemiyle yapilir. $ekil-11'de HPLC ile yapi-
lan tipik bir sivi-kati ayirmasi goérulmektedir.
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kortisol
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kortison
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akis hizi—»
hareketli faz—

kortikosteron

0 6

12 dakika

25cm x 4.6 mm

10 pm silikajel

225 psi

59.8 m/saat

%75 heptan+%25 etanol

Sekil-11: Adrenal steorid-kortizonlarin sivi-kati kromatografisi

2. Dagilma (Partition) Kromatografisi

Partition (Dagiima) veya sivi-sivi kromatografisi Martin ve Synge'nin Nobel 6duli-
nd kazandiklari ¢calismalari ile baslamistir (1941). Bu ¢alismada tepsi ylksekligi
0.002 cm kadar kuglik olan 6zel bir kolon hazirlanabilecedi gosterilmistir. Bu du-
rumda 10 cm'lik bir kolonda 5000 teorik tepsi bulunabilecektir. Hatta daha kisa
kolonlarda bile yiksek ayirma glicline erigilebilecektir.

www.chem.ufl.edu/~cao/chm4130/
lecture18.ppt
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Kati1 Destek Maddeleri

Dagilma kromatografisinde en c¢ok kullanilan kati destek maddeleri silisik asit
veya sika jel'dir. Bu madde suyu kuvvetle adsorblar; bu nedenle sabit faz suludur.
Bazi uygulamalarda su filmine bir tampon veya kuvvetli bir asit (veya bir baz)
ilavesi ayirmayi kuvvetlendirebilir. Alifatik alkoller, glikoller ve nitrometan gibi polar
¢ozgenler de tek baslarina veya su ile karisim halinde silika jel'e emdirilerek sabit
faz olarak kullanilir. Destek olarak kullanilan diger maddeler arasinda alumina,
diyatome topragi, nisasta, seliiloz ve ¢ok ince (toz) cam sayilabilir; bu katilar su
ve c¢esitli organik sivilarla kaplanarak kullanilir.

Fosfoserin
Aspartik asit
Glutamik asit
a-Amino adipik asit
Asparagin
Serin
Glutamin T
Histidin 4
Glisin 25

. Treonin 3

. Sitrullin

. 1-Metilhistidin

. 3-Metilhistidin

. Arginin I

. B_Alanin

. Alanin

. Taurin

. Anserin

. B-Aminobutirik asit

. B-Amino-izo-biitirik asi

. Tyrosin

. a-Aminobutirik asit

. Metionin Injeksivon

. Valin ! L

. Triptofan

. Fenilalanin

. Izolusin . 47 dakika .

. Lusin

. g-Hishidroksilysin

. Lysin http://faculty.atu.edu/abhuiyan/Course/Chem%204414/Chapter%2028.ppt#14

gradient profili

A

WNNPNNNNNNNNNNN A2 aaaaa
SCOPNONRDNIAOCOOVNOTRADN RPN RAWN =

Sekil-12: 30 amino asit karisiminin gradient elusyon yéntemiyle ayrilmasi
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Hareketli faz saf bir ¢dzgen veya ¢ozgenler karisimidir; polaritesi sabit faz sivi-
sindan, sabit faz ile karismayacak derecede farkli olmaldir. Sabit faza emdirilen
¢dzgen karisimi  g¢ogunlukla, polariteleri yiksek iki ¢ézgendir; "ters-faz"
kromatografisinde ise sabit faz polar olmayan bir ¢bzgen, hareketli faz da polar bir
¢bzgendir. Sabit ve hareketli sivi giftlerinin segimi deneyerek yapilir. Daha 6nce
deginildigi gibi ayirmanin verimli olabilmesi igin kademeli siyirma (gradient
elution) uygulanir. Sekil-12’de 30 amino asit karisiminin gradient elusyon yonte-
miyle ayriimasi gorilmektedir.

Destek Maddesi ile Baglanmis Dolgu Maddeleri

HPLC’de ¢ok kullanilan bir dolgu maddesi tipi de Uzerinde kimyasal olarak bag-
lanmis organik bir grup bulunan saf silika jel tanecikleridir. Ornegin, Klorooktadesil
silan'in silika jel ylzeyi Gzerinde OH gruplari ile reaksiyonundan bir hidrokarbon
yuzey olusur.

Burada R oktodesil grubunu ve daire icindeki Si'de jel tanecidi Gzerindeki pek ¢ok
SiOH gruplarindan birini gosterir. Silika jel'e baglanabilen baska gruplar da vardir;
alifatik aminler, eterler, nitratlar ve aromatik hidrokarbonlar gibi.

Kimyasal olarak baglanmis silika, ylizey adsorbsiyonun oldugu kati yizey ile sivi-
sivi dengesinin olustugu akici olmayan sivi arasinda bulunan bir ara kademedir.
Kimyasal olarak bagli yizeylerin, normal kati-destekli sivilara gére énemli derece-
lerde avantajlar vardir.

Dagilma kromatografisi ile birbirine ¢cok benzer maddeler ayrilabilir. Tipik drnekler
arasinda bir proteinin hidrolizinden elde edilen ¢ok sayidaki amino asitlerin, alifa-
tik alkollerin ve seker tirevlerinin analizleri verilebilir.
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3. Iyon-Degistirme Kromatografi

iyon-degistirici recineler kolon kromatografisinde ¢ok kullanilan dolgu maddeleri-
dir. Diger kolon ydntemlerinin tersine burada solvent su, ayrilacak maddeler de
iyonlardir. Bu nedenle iyon-degistirici kromatografi inorganik kimyasal analizlerde
¢ok kullanilan bir yontemdir. Ayni zamanda amino asitlerin ve diger organik
asidlerin ve bazlarin ayrilmasinda da uygundur.

il drnek iyonu
= Ay P . ornek ly
- _ﬁ_,— — = hareketli e

P anyonlar 0 0 0
anyon ° ° 0 0
= degistirici arstion @ © @ ©
# E)I {E recine | |
Ty
e

S - www.chem.ufl. ~ hm41
lecture18.ppt

iyon degistirme, bir ¢dzelti ve bu g¢dzelti ile iliski halinde olan fakat ¢éziinmeyen
bir kati madde arasindaki, ayni isaretli iyonlarin birbiri ile yer degistirmesi olayidir.
Notral veya sentetik pek ¢cok madde iyon degistirici gibi davranir. Klay ve
zeolitlerin iyon-degistirme 6zellikleri uzun zamandan beri bilinmekte ve bunlar
yuzyil askin bir stredir bu amagla kullaniimaktadir. Sentetik iyon-degistirici regi-
neler ilk defa 1935'de yapildi ve su sertliginin giderilmesi, suyun deiyonizasyonu
ve iyon ayirma islemlerinde genis bir uygulama alanina yayildi.

Sentetik iyon-degistirici recineler, her molekilinde ¢ok sayida iyonik fonksiyonel
gruplar iceren yiksek molekdl agirlikh polimerik maddelerdir. Katyon degistirici
reginelerden siilfonik asit gruplari (RSOsH") iceren kuvvetli asit regineleri,
karboksilik asit gruplari (RCOOH) igeren zayif asit reginelerden daha ¢ok kullani-
lir. Anyon-degistirici reginelerde bazik fonksiyonel gruplar bulunur; bunlarda
polimer molekiline baglanmig, ¢cogunlukla, amin gruplari vardir. Kuvvetli baz
degigtiricilerde kuvaterner aminler [RN(CH)+3OH'], zayif baz olanlarinda ise
sekonder veya tersiyer aminler bulunur.

Bir katyon-degistirme reaksiyonu agsagidaki denklemle anlatilabilir.
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xRSO;H"+ M™ «— (RSO3),M"+ xH"
kati cozelti kati cozelti

Burada M™ bir katyonu, R regine molekdiliinin kalan kismini gésterir. Anyon de-
gistiricinin reaksiyonu da benzer bir sekilde yazilabilir (A™ anyondur).

X RN (CH3);"OH + A «— [RN(CHa)3]x A™ + x OH

kati cozelti kati cozelti
iyon-degistirici regineler siyirma kromatografisinde basari ile kullaniimaktadir.
Ornegin, Beukenkamp ve Reiman, sulfonik asit reginesi (asidik hali) ile doldurul-
mus bir kolonla Na* ve K* iyonlarini ayirabilmiglerdir. Ornek kolonun tepesinden

konuldugunda her iki alkali iyon igin de asagidaki reaksiyon olur.

RH+B ' «<—>RB+H" (1)
Burada B*, Na* veya K" iyonlarini gésterir. iyon degistirme reaksiyonunun denge
sabiti,

[RB] [H]

K= T — (2)

[RH][B]

sekilde yazilir. Burada [RB] ve [RH] kati recgine fazindaki alkali ve hidrojen iyonla-
rinin konsantrasyonlaridir (veya yaklasik aktiviteleri). Denklem(2) agsagidaki,

[RBl K[RH

=— 3)
[B+] [H]

sekilde yazilabilir. Kp, dagiima katsayisidir. Styirmanin hidroklorik asit ile yapildigi
kosullarda Kp yaklasik olarak sabit kalir, ¢inku siyiricinin hidrojen iyonu konsant-
rasyonu, potasyum ve sodyum iyonlarina gore ¢ok buyuktir. Reginenin degistir-
me yapabilecegdi uglari da 6rnekdeki alkali metal iyonlari sayisindan ¢ok fazladir.
Boylece [H'] ve [RH] in toplam konsantrasyonlari, dengenin kaymasindan etki-
lenmezler (denklem 1). Buna gére [RH] ve [H'] in [RB] ve [B"] ye gére biiyiik ol-
dugu kosullarda denklem(3), denklem(1) gibi kullanilabilir ve genel kromatografi
teorisi, sabit fazin iyon degistirici bir recine oldugu halde de uygulanabilir.

Denklem(3)'deki Kp degeri recinenin diger iyonla kiyaslandiginda B* iyonuna kars!
ilgisini gosterir. Kp blylikse B* iyonunun kati fazda kalma egilimi artar, tersine Kp
nin kiigiik olmasi bu egilimi azaltir (buradaki diger iyon H* 'dir). H" gibi gok bilinen
bir referans iyon segilerek bilinen bir reginede degisik iyonlarin dagilim oranlari
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kiyaslanabilir. Boyle bir inceleme c¢ok degerlikli iyonlarin tek degerlikli iyonlara
gore daha siki tutuldugunu goéstermistir. Ayni degerlikli iyonlar arasinda yapilan
incelemelerde ise hidratlanmis iyonun, bazi 6zellikleri yaninda, blayikliginin de
etkin oldugu go6zlenmistir. Tipik bir stlfolanmig katyon degistirici reginenin Kp de-
gerleri agagidaki siraya gore azalir: Cs* > Rb™ > K" > NH," > Na" > H" > Li". iki
degerlikli katyonlar igin de soyle bir sira yazilabilir: Ba* > Pb* > Sr > Ca™ >
Cd?>Cu?>zZn?> Mg+2.

Kp degerleri yakin olan iyonlarin birbirinden ayrilmasi igin, adsorbsiyon ve dagil-
ma kromatografilerinde uygulanana benzer yéntemler kullanilir. Ornegin, Sekil-
13'de inorganik iyonlarin silfonik asitli katyon degistirici bir reginede (zar dolgu)
ayrilmasini gosteren HPLC kromatogrami verilmistir.

+ (Li-Cs)
Konsant-
rasyon ppm
Mg*2 F- 3
format 8
BrO, 10
Cl 4 P
NO,- 10 3%
HPO,2 30 8
Ca*? X
| Br 30 =%
| | sr2 NO,- 30 =3
S0, 25 85
Ba*2 Ca*? 3 ig
Mg+2 3 %%
. s+ 10 St
Ba*? 25 £6
LJUL
l l l l |
0 2z 4 ] 0 4 ] 12 16

Zaman, dakika Zaman, dakika

(a) (b)

Sekil-13: inorganik iyonlarin iyon degistirici kromatografiyle ayriimasi
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Siyirici iyonlarin analit igcinde kalmamasi igin analitik kolondan sonra bir siyirici
kolon bulundurulur. Katyonlarin ayriimasinda siyirici bir anyon-degistirici recine-
nin hidroksiti ile doldurulur. Bu regine HCL siyirici ¢ozeltiyi, katyonlari etkilemeden
adsorblayabilir. Siyirici kolondaki reaksiyon asagidaki gibidir.

H* + CI' + ROH — RCI + H,0
Anyonlarin ayrilmasindaki reaksiyon da,
Na" + HCO3; + RH—— RNa + H,CO3
seklindedir. Burada H ,CO3; 'In ¢bzgenin iletkenligine 6nemli bir tesiri yoktur.

iyon-degistirici kromatografisi en gok amino asitlerin analizinde kullanilir. Ornegin,
Sekil-14'de, her birinden 1.0 x 10® mol bulunan 17 amino asit karisiminin
kromatogrami verilmistir. Ayirma zamani sadece 42 dakikadir. Degisik pH larda
tamponlar kullanilarak kademeli styirma uygulanmigtir.
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http://faculty.atu.edu/abhuiyan/Course/Chem%204414/Chapter%2028.ppt#14

Sekil-14: Amino asitlerin bir iyon-degistirici kolonda ayiimasi
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4. Jel gecirgenlik veya Jel siizme (Molekiiler-Exclusion veya
Size-Exclusion) Kromatografi)

Jel kromatografisi ayirmayi érnekteki maddelerin molekil buyulkliklerine gore
yapan bir kromatografi teknigidir. Bu teknige cesitli adlar verilmistir; jel gegirme
(gel permeation) kromatografisi, ¢cikarma (exclusion) kromatografisi ve molekiler-
elek (molecular sieve) kromatografisi gibi.

Molekiiler Cikarma, Jel Ge¢irme, Jel

Filtrasyon Kromatografileri Standart Entropi Etkisi

o

O®, W@.i —Q

— »

ﬁj] Ij:lﬁ Ii-_. cikan biyik .—P

molekdller
N e 2
) jﬁ;#i"i'}if'. <=5 {

. . www.chem.ufl.edu/~cao/chm4130/lecture18.ppt

Jel kromatografisi, bir kolonda, siyirma yontemiyle yapilir. Burada maddenin ¢ik-
ma derecesi, madde molekulleri veya iyonlarinin ¢dzelti fazina olan giriciliklerine
baghdir; ¢ozelti, porozitesi yiiksek jel yapili dolgu maddesi iginde tutulmustur.
Jelin gézeneklerinden daha buyuk olan molekuller veya iyonlarin tamami kolon-
dan c¢ikarlar, daha kuguklerinin ¢ikisi ise kig¢ukliguinun derecesine, sekline ve
bazan da jel tarafindan adsorblanma egilimlerine gore degisir.

Kolon Dolgusu

Jel kromatografisindeki sabit faz, su adsorbsiyonu (bazan baska ¢ézgenler) fazla
olan ve sisebilen, kiguk tanecikler halinde, pordz bir polimerik maddedir. Calis-
maya hazirlanmis dolgu maddesinde polimer agi i¢inde tutulmus biylik miktarda



24

¢bzgen vardir. Sisen goézeneklerin ortalama buyuklikleri adsorplanan ¢dzgenin
miktarina baghdir; bu ise, polimer molekullerindeki capraz bag miktar ile saptanir.

Cok kullanilan bir polimer, polisakkarid dekstran'in epiklorhidrin ile ¢aprazbag-
lanmasiyla hazirlanir.  Epiklorhidrin = miktarinin  degistiriimesiyle gézenek
buyukltkleri farkli bir seri polimer elde edilebilir. Bu jeller Sephadex ticari adi al-
tinda satilmaktadir. Tablo-3'de Sephadex jellerinden bazilarinin 6zellikleri veril-
mistir. Metilen birakrilamid ile ¢apraz-baglanmis poliakrilamid'den hazirlanmig
recgineler de diger bir grup ticari recinelerdir.

Tablo-3: Ticari Sephadex Jellerin Ozellileri

Jel tamim - Hacim iligkisi, r\n/iI/g, orijinal jel® — Ys?rlﬂﬁs'rl:l §|'.2"§.a
G-10 0.6 1.0 0.9 700
G-15 0.6 15 0.9 1500
G-25 0.5 25 2 5000
G-50 1 5 4 10000
G-75 1 7 5 50000
G-100 1 10 6 100000
G-150 1 15 8 15000
G-200 1 20 9 200000

(a) Vy kati jel matriksin kapladii hacim, Vi: g6zeneklerde tutulan solvent hacmi,
V. jel tanecikleri arasindaki sivi hacmi

Jel Kromatografisinin Teorisi

Suyla veya bir ¢dzgenle sisirilmis bir jel ile doldurulan kolonun toplam hacmi asa-
gidaki ifade ile verilir.

Vt=Vg+Vi+V0

Vg jelin kati matriksinin kapladigi alan, V; jel gézenekleri iginde tutulan ¢ézgen
hacmi, V, jel tanecikleri disinda kalan hacimdir. Bir karisma veya diflizyon olma-
dig1 vasayildiginda, V, ayni zamanda, maddeleri jel gbézenekleri igine tasiyan
solvent miktarini gosterir. Gergekte ise bir miktar karisma ve difiizyon olayi vardir
ve bu nedenle de Gaussian-sekilli egride yer alan maddeler V, ‘da bir maksimum
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verirler. Jel gézenekleri icine kolaylikla girebilecek klguklikteki molekuller igin bu
maksimum kolonun sonunda ve V; + V, dederinde meydana gelir. V;, Vo ve V4
blyuklikleri, gogunlukla birbirine yakindir; bu da, bir jel kolonu ile bir érnekteki
blylk molekullerin kigik molekillerden ayriimasi isleminde kullanilan yikama
sivisinin ¢ok az oldugunu gdsterir.

Bulyuklikleri orta derecelerde olan molekuller gézeneklerde tutulan ¢ézgenin bir
kismina girebilirler; bu fraksiyon Ky ile g0sterilirse siyirici hacmi V, igin asagidaki
esitlik yazilabilir.

Vo=V +KyV, (4)

Bu denklem bir jel kolonunun tim maddelere karsi davranisini tanimlayabilir. Jel
g6zeneklerinden gecemeyecek kadar buyik molekiller icin Ky = 0 ve V. = V, dir;
gOzeneklere girebilen maddeler igin ise Ky =1 ve V. =V, +V, dir. Denklem(4) tin
yazilmasinda madde molekdlleri ve jel ylzeyleri arasinda adsobsiyon gibi etkile-
simlerin olmadigi varsayilmigtir. Bu tur etkilesimler varsa, gézeneklerde tutulan
madde miktari artar; gbzeneklere kolaylikla girebilen maddeler icin Kq > 1 olur.

Tablo-4'de dekstrant-tipli jeller icin deneysel olarak saptanan Ky degerleri verilmig-
tir.

Tablo-4: Sephadex Jellerin K4 Degerleri

Kq
Madde Yaklagk Sephadex | Sephadex | Sephadex | Sephadex
mol ag. G-25 G-75 G-100 G-200
Amonyum stlfat 132 0.9 - - -
Potasyum klorlr 74 1.0 - - -
Titiptofan 204 2.2 1.2 - -
Glisin 76 0.9 1.0 - -
Ribonukleas 13000 0 0.4 - -
Tripsin 24000 0 0.3 0.5 0.7
Serum albumin 75000 0 0 0.2 0.4
Fibrinojen 330000 0 0 0.0 0.0
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Jel Kromatografisi Uygulamalan

Sephadex G-25 ve G-50 gibi, ¢ok siki ¢apraz bagh ve kigik gbzenekli jeller tuz
giderme islemlerinde, veya yuksek molekll agirlikli dogal-maddelerden disik
molekul agirlikli molekulleri ayirmada kullanilir. Tablo-4'deki degerlerden de anla-
sildigi gibi G-25 jeli tuzlari ve proteinlerden amino asitleri kolaylikla ayirabilir. Bu-
rada, dusuk molekul agirhkli molekillerin Ky degerleri 1'e yaklasirken, Ky degeri
sifir olan proteinler jelden timuyle c¢ikarilirlar. Sonugta, blylk hacimlerde (yatak
toplam hacminin % 20-30'u) 6rneklerle g¢aligsiimasi halinde bile iyi bir ayrilma elde
edilir. Béyle bir ayirma, bir sellofan membrandan yapilan diyalize benzer, fakat
daha hizli ve daha uygun bir ayirma yéntemidir.

Sephadex G-25 ve G-50 jelleri, Tablo-4'de verilen proteinler ile disik molekiil
agirhkli maddeler arasinda bulunan buyUkliklerdeki peptidlerin ayrilmasinda da
uygundur. Bu bilegiklerin K d degerleri 0'dan buylk 1'den kaguktir. Tablo-4'deki
¢cok gbzenekli jeller, proteinler, nuUkleik asitler ve polisakkaridler gibi
makromolekdllerin ayriimasi ve saflastirimasinda kullanilirlar; Sephadex 75,
tripsin, pepsin ve sytokrom C'nin, serum, albumin, hemaglobin ve fibrinofen gibi
yuksek molekul agirlikli proteinlerden ayrilmasinda kullanilabilir.

Jel-gecirme kromatografisi, polimer kimyacilari ve biyokimyacilar tarafindan bu-
yUk molekullerin molekdl agirliklarini saptamada kullaniimaktadir. Burada, bilin-
meyen maddenin siyrilan hacmi, ayni kimyasal Ozelliklerdeki bir seri standart
maddenin siyrilan hacimleri ile kiyaslanir.

Diger bazi sivi kromatografileri:

Afinite (veya Bioafinite) Kromatografi: Bu yontemde proteinlerin, enzimler gibi
Ozel ligandlara karg! afinitelerinden (benzesim) yararlanilir. Ligand, sellloz gibi
uygun bir polisakkarid polimere baglanir. Afinite kromatografi biyomolekdllerin
saflastirilmasinda kullanilir.

Zone Elektroforez: Zone elektroforez bir elektroforetik tekniktir; bilesikler bir tam-
ponda zonlar veya bandlar olarak ayrilirlar ve kati, poréz, veya uygun diger bir
destek ortaminda (filtre kagidi, agar jel, poliakrilamid jel gibi) kararli hale dénigsti-
ralar.
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Chiral Kromatografi: Enantiomerlerin ayrilmasinda kullanilan bir tekniktir; bir
enentiomere kargl digerinden daha fazla aktif olan ve reaksiyona girebilen bir
chiral sabit faz kullanilir.

YUKSEK-PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFI
GAZ-SIVI KROMATOGRAFi KIYASLAMASI

Yuksek-performansh sivi kromatografisi (HPLC) ve gaz-sivi kromatografisi ara-
sindaki kiyaslama Tablo-5'de verilmistir. Her ikisinin de uygulanabildigi durumlar-
da, gaz, sivi kromatografisi tercih edilir, glinkii gaz-sivi kromatografisi cihazi ¢ok
basittir ve sonuglar daha hizli alinir. Ugucu olmayan maddeler (inorganik tuzlar da
dahil) ve sicaklikla bozunabilen kararsiz bilesikler gaz-sivi kromatografisi ile ana-
liz edilemezler, ancak HPLC yodntemi uygulanabilir. Bu iki kromatografik yontem,
cogunlukla, birbirlerini tamamlarlar.

Tablo-5: Yiiksek-Performans Sivi ve Gaz-Sivi
Kromatografilerinin Kiyaslamasi

Verimli, seciciligi yiksek, kullanim alani
N . o | genistir

::'e(rair ki yontemin ortak ozellik- ,.A.\z miktarda 6rnekle ¢aligilabilir

Ornek bozunmadan kalir

Kantitatif analizlerde kullanilabilir
YUksek-performans sivi Ugucu olmayan ve 1sil kararlihgi olmayan
kromatografisinin 6zel avantaj- | 6rneklere uygulanabilir
lari inorganik iyonlarin analizleri yapilabilir
Gaz-sivi kromatografisinin Cihaz basittir, ucuzdur
ozel avantajlari Analiz sonuglari hizli alinir
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2. DUZLEM KROMATOGRAFISI

Diuzlem kromatografisi iki tiptir. Bunlardan biri ince-tabaka kromatografisidir; ayir-
ma, diz bir ylzey Uzerinde bulunan ince toz halindeki kati bir tabakada da yapilir.
Digeri kagit kromatografisidir; burada ayirma ortami, agir bir filtre kagidindan
yapilmig bir serit veya sayfadir.

Kagit kromatografisi ilk olarak 19. yUzyilin ortalarinda kullaniimigtir. 1940'h yillar-
da cesitli sahalara uygulanabilen bir teknik olarak gelistiriimistir. Ince-tabaka
kromatografisinin gelismesi 1950 yillarinda olmus ve kisa sirede digerinden daha
¢ok kullanim alanina yayllmistir. Kagit ve ince-tabaka kromatografileri kompleks
inorganik, organik, ve biyokimyasal maddeleri ayirma ve tanimlamada kullanilan
basit ve ucuz ydntemlerdir. Hatta (6zellikle ince tabaka kromatografisi), bu tip
karisimlarin kantitatif analizlerinde bile kullanilabilirler.

Genel ilkeler

Duzlem kromatografide, érnedin bulundugu bir damla ¢dzelti sabit fazin dizlem
ylzeyi Uzerinde bir noktaya damlatilir. C6zgenin buharlagsmasindan sonra, ylzey
boyunca hareketli bir faz (yikayici, developer) akisiyla kromatogram yikanir. Yi-
kayicinin hareketini kapiler kuvvetler saglar. "Yukari yikama"da hareketli faz yuka-
ri dogru gider; radyal yikamada yikayici bir merkezden baslayarak daireler halin-
de ilerler. "Asagi yikama"da hareket asadi dogrudur, bunda solventin akisina
agirhgi da yardimci olur.

Duzlem kromatografisinde denge konumu, kullanilan sivi-sivi tipine bagh olarak
degisir. Cogunlukla sabit faz su veya polar bagka bir sividir.

Kolon kromatografisinde ilk gelistirilen ilkeler kadit ve ince-tabaka ortamlarina da
uygulanabilir. Bu ortamlar iginde sabit ve hareketli fazlar arasinda tekrar tekrar
madde transferi lolur. Maddenin hareket hizi dagiima katsayisina baghdir.

Cs
Cw

K=

Tek bir tanecigin fazlar arasinda gezinmesi, tanecigin gecikme fatéri (R F)

Maddenin hareket mesafesi
RF =
Cdzgenin hareket mesafesi
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Kontrol edilemeyen degiskenleri dengeleyebilmek igin bir maddenin dolastigi me-
safe, ayni kosullarda standart bir maddeninki ile kiyaslanir. Bu iki mesafe arasin-
daki oran R std seklinde tanimlanir.

1. Ince-Tabaka Kromatografisi

Sabit Faz

ince-tabaka kromatografisinde kullanilan kati adsorblayicilar, kimyasal bilesim ve
tanecik  blyUkligid bakimindan c¢esitli tipteki kolon kromatografilerinde
kullanilananlara benzer. Engok kullanilan adsorblayici, sivi- sivi ayirmasinda su
veya diger polar ¢dzgenler i¢in bir destek malzemesi gorevi yapan silikajel'dir.
Hazirladiktan sonra kurutulan silika tabakasi neminin gogunu kaybedip kati bir
tabaka haline donustirilerek sivi-kati ayirmalarinda da kullanilabilir. Boyle bir
kurutma islemi yapilirken silika ylzeyinin atmosfere agik olmamasina dikkat edil-
melidir; aksi halde ylzey birka¢ dakika iginde tekrar nem cekerek destek malze-
mesinin (silika jel) sivi-sivi ayirmasi yapabilecek sekle doniismesine neden olur.

iyon degistirici regineler ve Sephadex jelleri de ince-tabaka kromatografisinde
sabit faz olarak kullanilabilirler.

ince-Tabaka levhalarimin Hazirlanmasi

Bir ince-tabaka levhasi bir cam veya "mylar" levhasi veya mikroskop kizagi lGzeri-
ne, ¢cok ince toz halindeki kati maddenin sulu bir karisimi (camur) yayilarak hazir-
lanir. Kati taneciklerin levha Uzerine ve birbirine tutunmasi igin karisim igine, ¢o-
gunlukla, bir baglayici konulur, karisimin levha Uzerinde yayilmasi ve ylzeye
sikica yerlesmesi igin levha bir sure bekletilir; bazan da bir etiivde bir ka¢ saat
isitihir.

ince tabaka Uizerinde maddelerin iyi ve temiz bir sekilde ayrilabilmesi, levhanin
kaplandid1 maddenin tanecik biyukligu dagilimina ve tabaka kalinliginin dizgin-
[Ggune baghdir. Sabit kalinhkta bir tabaka olusturmak igin ¢esitli stirme yontemleri
gelistirilmigtir. Cesitli firmalar kaplanmis halde levhalar pazarlamaktadir.
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Levhanin Develope Edilmesi

ince-tabaka levhalarinin develope edilmesinde uygulanan tipik islemler Sekil-
11'de gdsterilmistir. Levhalar, gogunlukla, 5x20x20 cm. boyutlarindadir. Levhanin
bir ucu yakinina bir damla érnek konur ve yeri bir kalem ile isaretlenir. Ornegin
¢6ziclsu buharlastirilir ve levha, develope edecek madde buharlari ile doyurul-
mus kapal bir kap i¢ine konur. Levhanin bir ucu, Sekil-15'deki ydontemlerden biri-
ne gore, develop ¢oziicusiyle nemlendirilir (6rnek develop solventine daldirilir).
Developer levhanin timinl gectikten sonra levha ¢ikarilir, kurutulur ve Gzerinde
ayrilmis olan maddeler uygun bir ydontemle tanimlanir.

Sekil-16'da, bir karisimdaki amino asitlerin iki yonde develope edilerek ayriimasi
gérilmektedir (iki-yonli dizlem kromatografisi). Ornek kare seklindeki levhanin
bir kdsesine konur ve 6nce A ¢bdzliclsu kullanilarak yukari akis yontemiyle
develope edilir. B ¢6zucust konulur ve tekrar yukari akig ile develop edilir. B ¢o-
ziicUsU de uzaklastirildiktan sonra levhaya, amino asitlerle pembeden mora kadar
degisen renkler olusturan ninhidrin maddesi yayilarak amino asitlerin konumlari
belirlenir. Saptanan lekeler, standart 6rneklerdeki amino asitlerin konumlari ile
kiyaslanarak tehsis edilir.

Cc

D
\ak@/
s akis

(a) (b) (c)

=~ O »n =

Sekil-15: ince tabaka kromatografisi igin (¢ tip sistem; (a) yukari akigli, (b) asadi
akigli, (c) yatay akigl, S: érnedin baglangigtaki konumu, D: developer, C:
kromatografik yiizey, W: pamuk fitil
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10 ' amino asitler:
. . 9 1. aspartik asit
7 2. glutamik asit
_: . 8 3. serin
S ’ 6 4. p-alanin
N 5. glisin
04 5 ’ 6. alanin
‘ 4 7. metionin
3 8. valiin
9. i-leusin
10. sistein
x ornek, L ]
baglangigta 1 2

Cozict, B —*~

Sekil-16: Bazi amino asitlerin iki yonlii ince-tabaka kromatogrami; A: toluen-2-
kloroetanol-pridin, B: kloroform-benzil alkol-asetik asit

Taneciklerin Tanimlanmasi

Ayirma isleminden sonra érnekteki maddelerin yerlerini belirlemek icin ¢esitli yon-
temler uygulanir. Bunlardan en ¢ok kullanilan ve pek ¢ok organik karisimlarda
uygulanabilen iki yontemde iyod veya sulfurik asit ¢ozeltileri kullanihr. Cozelti
levha Uzerine yayildiginda organik maddelerle koyu renkli UrGnler vererek reaksi-
yona girer. Ninhidrin gibi bazi 6zel maddeler de kullanilabilir. Ayrilma isleminde
fluoresans maddeler olugsuyorsa bunlarin tanimlanmasi UV bir lamba ile yapilabi-
lir; veya, sabit faza fluoresans bir madde konularak develope isleminden sonra
levha UV bir lamba altinda incelenebilir.

Kantitatif Analiz

Levha Uzerinde aciga cikan leke alanlarini daha 6nce hazirlanmis olan standart-
larin alanlariyla kiyaslayarak yar kantitatif sonuglar alinabilir. Daha iyi ve hassas
sonuglar igin levha Uzerindeki leke kazinarak alinir, ekstraksiyon ile madde kati
kisimdan ayrilir ve uygun bir fiziksel veya kimyasal yontemle analiz edilir. Bir bas-
ka metot da lekeden, fluoresans veya yansima yoluyla c¢ikan 1sinin bir
densitometre ile élglimesidir.
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2. Kagit Kromatografisi

Kagit kromatografisi ile yapilan ayirmalar ince-tabaka levhalarina benzer sekilde-
dir. Burada ¢ok saf, porozitesi ve kalinligi dizgun ve ayni kaliteli kagitlar kullanilir.
Bu kagitlar yeterli miktarda su adsorblanmiglardir ve sivi-sivi tip kromatografi
sinifinda bulunurlar. Su yerine baska sivilari adsorblamis kagitlar da olabilir, bun-
larda sabit faz farklidir. Ornegin, silikon yagdi veya parafin ile iglem gérmis bir
kagitla, ters-faz kagit kromatografisi yapilabilir; bunda hareketli faz polar bir
solventtir. Bir adsorbent veya iyon-degistirici regine iceren 6zel kagitlar da vardir;
bunlar adsorbsiyon ve iyon-degistirici kagit kromatografisi olarak kullanilr.
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3. ELEKTROFOREZ VE ELEKTROKROMATOGRAFI

Elektroforez, bir elektrik alaninin etkisi altinda bulunan bir ¢dzeltideki taneciklerin
goc etmesi seklinde tarif edilir. Eskiden, bu taneciklerin kolloidal olduklari ve
adsorbladiklar iyonlar nedeniyle yUklu hale geldikleri kabul edilirdi. Boyle bir ta-
nimlama bugun igin fazla baglayici bulunmaktadir ve elektroforez terimi iyonlara
da kolloidal taneciklere de uygulanabilen bir tanim olarak kabul edilmektedir.
Elektroforetik yontemlerle bir karisimdaki maddeler, agregatlar (yapisik veya bir
arada toplanmis gruplar) halinde veya tek tek ayrilabilir.

Elektroforetik yontemler ayirma igleminin, bir destek veya sabitleyici ortamin bu-
lunmadigi hallerde yapilmasina gore iki gruba ayrilir. "Serbest-¢ozelti" yontemin-
de ornek ¢ozeltisi, bir tampon sivi ile doldurulmus U-tliplnin tabanina topluca
konulur. Tup uclarinin yakinina yerlestirilen elektrotlarla bir elektrik alani uygula-
nir; yiklenen taneciklerin farkl hizlarla elektrotlardan birine veya digerine dogru
hareket ettikleri gozlenir. Farkli gé¢ hizlari sonucunda ayrilma olur; bu hizlar, or-
tamdaki taneciklerin yuUk/kitle oranlari ile yapisal hareketliliklerine de baghdir.
Serbest-¢ozelti yontemi, Tiselius tarafindan gelistiriimis ve proteinlerin ayriima-
sinda kullanilmistir; bu calismasiyla Tiselius 1948 Nobel ddulinid kazanmistir.
Yéntem, biyokimyanin gelismesinde bir baslangi¢ olmustur; ancak bazi deneysel
sorunlar nedeniyle genis bir uygulama alanina yayllamamistir. Bu sorunlar ayrilan
maddelerin, konveksiyonla, yodunlukla ve mekanik titresimlerle birbirine karisma
egilimlerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica ayrilan madde bandlarini saptayacak
cok hassas optik sistemlere de gereksinim vardir.

Ayirma isleminin bir kagit, cok ince bir kati tabaka veya uygun bir katt madde ile
doldurulmus bir kolon gibi sabitleyici bir ortamda yapilmasi halinde, serbest-
cozeltili elektroforez islemlerinde karsilasan pek ¢ok sorun giderilebilir. Bu yon-
temde, daha 6nce anlatiimis olan ¢esitli kromatografik yéntemlere ilave olarak
elektrik alani bulunur. Ortamin Ozelliklerine bagh olarak ayirma, elektroforetik
etkiler sonucunda veya elektroforez ile adsorbsiyon, iyon-degistirme, veya diger
dagdilma dengelerinin birlesimi sonucunda olugur. Sabitleyici bir ortamdaki
elektroforeze dayanan ayirma yontemlerine c¢esitli adlar verilir; bunlar,
elektrokromatografi, zone elektroforez, elektrogdg¢ ve iyonoforez' dir. Burada anla-
tilan elektrokromatografidir.
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Elektrokromatografik Deney Yontemleri

Elektrokromatografide kullanilan kati ortamlar ¢ok ve gesitlidir. Kagit, selliloz ase-
tat membranlar, seluloz tozlar, nigasta jelleri, iyon degigstirici recineler, cam tozlari,
ve agar jelleri 6rnek olarak sayilabilir. Katinin fiziksel yapisina bagl olarak ayirma
islemleri kagit seritler, membranlar, kolonlar, tepsiler, cam veya plastikle destek-
lenmis ince tabakalarda yapilabilir. Bazi dezavantajlari olmasina karsin filtre ka-
didi ve selilloz asetat en fazla kullanilan sabitlegtiricilerdir.

Sekil-17'de kagit elektroferezinde uygulanan yontemlerden Uglinin sematik di-
yagrami gorulmektedir. Sekil-17a'daki yontemde bir kagit serit, tampon bir kari-
simla doldurulmus iki kap arasina yatay olarak yerlestiriimis ve uclari tampon
¢Ozeltilere daldinimistir. Buharlasma olmamasi i¢in cihaz hava-gegirmez bir sis-
tem icinde bulundurulur. Ornek seritin merkezine toplu olarak konur ve iki elektrod
arasina 100-1000 V araliginda bir dogru akim uygulanir. Elektrod reaksiyonlarinin
kagittaki tamponun bilesimini degistirmemesi icin, elektrodlar izole edilir.
Miliamper seviyelerinde akimlar gozlenir. Uygun bir elektroliz periodu sonunda
kagit cikarilir, kurutulur ve kolorimetrik maddelerle olusan bandlar tanimlanir.

Sekil-17b'de ters-V bigiminde bir diizen gorilmektedir. Burada 6rnek V' nin tepe
noktasina konur; katyonik tanecikler V'nin bir kolundan, anyonik olanlar da diger
kolundan akarlar.

Sekil-17c'deki cihaz ise iki-yonli elektrokromatografi yontemine goére calisir. Lev-
ha seklindeki kagit dikey olarak yerlestirilmistir; drnek tamponlanmig bir ¢cbézgenle
levhadan agagi dogru taginir. Hareketli ve sabit fazlar arasindaki dagiima farkhhgi
sonucunda dik yonde ayrilma olusur. Ayrica, ¢Ozeltinin akis yonune dik yonde
uygulanan bir elektrik akimi ile yatay eksen boyunca da degisik hizlarda
elektrogbg olur. Bdylece 6rnekteki maddeler, 6rnegdin verildigi noktadan baglayan
radyal birer yol boyunca birbirlerinden ayrilirlar.

Sekil-17c'deki yontem hem analitik hem de preparatif uygulamalarda kullaniimak-
tadir. Analitik uygulamalarda kagidin alabilecedi kadar tampon ¢oézelti kullanilir;
deney sonunda kagit c¢ikarilir, kurutulur ve tanimlama c¢ozeltileri uygulanir.
Preparatif uygulamalarda ise tampon ¢ozeltinin akisi surdurllerek her madde
tupler icinde toplanir.
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Sekil-17: Kagit kromatografisinde kullanilan bazi cihaz tipleri

Elektrokromatografi Uygulamalari

Elektrokromatografik analiz yéntemleri, ¢ok cesitli biyolojik maddeleri ayirmak
zorunda olan biyokimyacilar ve klinik kimyacilari i¢cin cok énemlidir. En ¢ok kulla-
nim yeri klinik teshislerdir; proteinler, serum, urin, migde suyu ve diger viicut sula-
rindaki buylk molekiller elektrokromatografi ile ayrilabilir. Elektrokromatografi,
alkaloidler, antibiyotikler, nukleik asitler, vitaminler, dogal pigmentler, steroidler,
aminoasitler, karbohidratlar ve organik asitler gibi kligiik molekdllerin ayrilmasinda
da kullanilr.

inorganik iyonlarin ayrilimasinda da elektrokromatografi énemli bir cihazdir. Sekil-
18a'da bir kompleksten alti metal iyonunun ayrilmasi goérilmektedir. Kompleks
iyonun yukine bagh olarak anodik veya katodik gé¢meler olmustur. Ayrica ni-
kel(2) iyonunun hareketi, dimetilglioksim c¢okelegi ile geciktiriimistir. Cozeltide
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katyonlar (0.05 M), 0.1 M tartarik asit icinde, yikama sivisi: 0.01 M amonyum tar-
tarat, 0.05 M dimetil glioksimde ve 4 M amonyakta karisimidir.

Sekil-18b'de drnekdeki maddelerin, sirekli elektroforez ve siyirma iglemi sirasin-
da izledikleri yol gosterilmistir. Kagidin taban kismina konulan uygun kaplar igcinde
her fraksiyon ayri ayri toplanabilir. Cozeltie her biri 0.05 M olan As(lll), Sb(lll) ve
Sn(lll) iyonlari ile 0.02 M tartarik asit0.04 M laktik asit ve 0.04 M Il-alanin vardir.

¥
T al
5
S Céj Fe
Ag Sb
O Sn
l CU fo) As
- + - +

elektrot

lekeler(a) ve
iyonlarin (b) izledigi
yollar, hidrojen
sulfur ile
belirlenmistir

300V, 95 mA
uygulanmigtir

(a) 160V, 100 mA, 20 dak. (b) 300V, 95 mA, 20 da.

Sekil-18: inorganik iyonlarin elektrokromatogramiari

Yararlanilan Kaynaklar

Principles of Instrumental Analysis, D.A.Skoog, D.M. West, Il. Ed. 1981
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