Kromatografi, bir karistmda bulunan maddelerin, biri sabit
digeri hareketli faz olmak tizere birbirleriyle karismayan iki
fazli bir sistemde ayrilmasi, taninmasi ve saflastirilmasi
yontemlerinin genel adidir. Cesitli maddelerin hareketli faz
yardimiyla, sabit faz lizerinden, degisik hizlarla hareket etmeleri
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KROMATOGRAFININ SINIFLANDIRILIMASI

1. Ayrilma mekanizmalarina gore:
e Adsorpsiyon kromatografisi
eDagilma kromatografisi

eiyon degistirme kromatografisi

2. Uygulama bi¢imine gore
eKolon kromatografisi
*Gaz kromatografisi (GC)
*Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

3. Faz tiplerine gore

e S1v1 kromatografisi
=S1vi-kat1 kromatografisi
=S1vi-s1vi kromatografisi

veya siirilklenmeleri esasina dayanur.

GC CALISMA PRENSIBI
Helyum gibi inert bir gaz kolon boyunca tasiyicit gaz olarak
gecirilir ve hareketli fazi olusturur. Diger ¢ogu kromatografi
cesitlerinin aksine hareketli faz analitle etkilesmez, yalnizca
kolon boyunca molekiillerin hareketine yardimci olur.
Ornek kolona ¢ok sicak bir kisimdan enjekte edilir ve
buharlastirilir. Helyum ile karismis gaz 6rnegi kolon boyunca
tastyici gaz yardimiyla hareket eder. Ornekteki ¢esitli
bilesikler kolon sivisi i¢inde farkli ¢Oziiniirliige sahiptirler ve
bu bilesikler bir par¢ca soguyarak kolon destek materyaline
deposit olurlar. Bununla birlikte kolon hala onlan
buharlastiracak kadar yeterli sicakliga sahiptir. Bilesiklerin
farkl1 kaynama noktalar1 oldugu icin bu islem farkli hizlarda
olacaktir. Dolayisiyla ayirmanin temelinde bilesiklerin
kaynama noktalar1 ve durgun fazla olan etkilesimleri vardir.
Kolon boyunca bu olay defalarca tekrar eder. Boylece ornek
bilesenlerine ayrilir ve bunlar kolondan farkli zamanlarda
cikarlar. Kolonun sonunda ¢ikan gazin bilesimine duyarl bir
dedektor bulunur ve sinyaller kaydedilir.

GAZ KROMATOGRAFISI-KUTLE
SPEKTROMETRESI (GC-MS)

GC ile yapilan ayrimda, bilesiklerin kolondaki alikonma
zamanlarina gore kalitatif tayin yapilabilmektedir. Ancak
ayn1 gaz kromatografik sartlarda alikonma zamanlar1 ayni
olan birden fazla molekiil olabilir. Bu nedenle gaz
kromatografide tam teshis miimkiin olmayabilir.
GC-MS’de ugucu organik bilesikler analiz edilmektedir.
Analiz edilmek istenen ornekteki elementler GC de
iyonlastirildiktan sonra kiitle spektroskopisine gonderilirler
ve burada kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore ayrilarak kalitatif
ve kantitatif 6l¢iimler yapilmaktadir. GC-MS’de yiirtitiicii
gaz olarak helyum gazi kullanilir.
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Bir GC veya GC-MS kromatogram c¢iktisi[4]

LC-MS/MS gosterimi[6]
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HPLC CIHAZLARI

-Hareketli Faz Haznesi

Modern bir HPLC cihazinda bir veya daha ¢ok cam veya
paslanmaz celik kaplar bulunur. Bunlarin her bir1t 500 mL’den
daha fazla c¢oOziicii alacak kapasiteye sahiptir. Sistemde
kullanilan hareketli fazin se¢imi uygulanan ayirma tipine
baglidir. HPLC sistemlerinde kullanilacak tiim ¢ozgenler ¢ok
saf olmalidir. Az miktardaki safsizlik kolonu etkileyerek
dedeksiyon sisteminde girisime neden olabilirler.

-Pompa Sistemleri

HPLC pompasi, sivi kromatografi sisteminin en Onemli
kisimlarindan biridir. Sistemde eliientin, enjektor, kolon ve
dedektor boyunca siirekli sabit akisini saglayan kisimdir.
HPLC’de kullanilan baslica iki tip pompa vardir. Bunlar;
pistonlu pompalar ve vida giidiimli siirgiilii pompalardir.
Modern ticari cihazlarin hemen hemen hepsinde pistonlu
pompa kullanilr.

-Numune Enjeksiyon Sistemi

Ornekle HPLC’ye enjeksiyon iinitesinden enjekte edilir.
Genellikle enjekte edilen numune hacimleri 0,1 — 20 pL
arasindadir. Sistemdeki yiiksek basinca dayanikli olmalidir.
-Kolon

5 — 100 °C arasinda ayarlanabilmektedir. Ayirma kolonda
gerceklesir. Durgun faz mm boyutlu poroz partikiillerden
olusur, bu nedenle hareketli fazin kolondan gegisi i¢in yliksek
basing pompalarina ihtiya¢ vardir. Ayrim, bilesenlerin fiziksel
veya kimyasal Ozelliklerine gore gerceklesir. Analizler igin
dogru kolon se¢imini yapmak ¢ok onemlidir.

-Dedektor

Kolonu terk eden bilesenleri gorebilmemizi ve ayrilan
molekiillerin miktarin1 belirlememizi saglar. Dedektorden
gecen maddeler bir kaydedici yardimiyla kaydedilerek, zamana
kars1 dedektor cevabina ait bir grafik olustururlar buna da
kromatogram denir. En ¢ok kullanilan dedektorler;
spektroskopik, floresans ve diferansiyel kirma indisidir.
-Kaydedici

e Jel filtrasyon (boyut ayirici) e Diizlemsel kromatografi e Gaz kromatografisi
kromatografisi Kagit kromatografisi =Gaz-kat1 kromatografisi
e Afinite kromatografisi *Ince tabaka kromatografisi (TLC) *Gaz-s1v1 kromatografisi
GAZFMTRELEGRiaz Kromatografi GC CIHAZLARI
-Tas1yic1 Gaz

ELEKTROMETRE

Buharlasmis maddeleri kolona tasimaktadir. i¢inde basingli tastyict gaz bulunan silindirden
regiilator yardimi ile basing diistiriilerek, sabit akis hizinda gaz kolon sistemine gonderilir.
Kimyasal olarak inert olmalidir. En ¢ok kullanilanlar1 azot, helyum, argon ve hidrojendir.
Tastyic1 gazlar dedektore gore secilmelidir.

-Numune Enjeksiyonu

Manuel veya otomatik olarak kolonun giris kismina bir mikrosiringa ile yapilir. Ornek kolona

Tablo 1 : Gaz kromatografisi dedektérleri [2]

girmeden once buharlagsmasi gerekir. Bu ylizden enjeksiyon yapilan yerin sicakligi analitin

Tipi Uygulanan Gozlenebilme kaynama noktasinin biraz iizerinde ayarlanmalidir. Hizli enjeksiyon ¢ok onemlidir. Yavas
Numuneler Sinir1 L L . : e :
enjeksiyon bantlarin genislemesine ve ayirma derecesinin diigmesine neden olur.
Alev iyonlasma  Hidrokarbonlar 1 pg/s _Kolonlar
Termal iletkenlik Her tip bilesik 500 pg/mL 1. Dolgu kolon
Elektron Halojenli 5 fg/s Cok ince bolmeleri olan, inert ve ylizeyi bir sivi ile kaplanmis kat1 destek materyal icerir.
yakalama bilesikler Genellikle 2 — 3 m uzunlukta ve 1¢ ¢ap1 2 — 4 mm’dir.
Kiitle Her tiir i¢in 0,25 — 100 pg 2. Kapiler kolon
spektrometre ayarlanabilir WCOT: Kolonun i¢ duvari ¢ok ince bir sivi film ile kaplanmistir.
(MS) SCOT: I¢ duvar ince kat1 destek materyal ile kaplidir. WCOT a gore daha etkisizdir.
Termiyonik Azot ve fosfor 0,1 pg/s (P), 1 pg/s FSWC: I¢ duvar erimis silis ile kaplidir ve ¢ok esnek bir kolondur.
bilesikleri (N) Uzunlugu 10 — 100 m ve 1¢ ¢ap1 0,1 — 0,75 mm arasinda, tiirtine gore degismektedir.
Elektrolitik Halojen, kukirt 0,5 pg Cl/s, 2 pg -Dedektorler
iletkenlik (Hall) veya azot igeren S/s, 4 pg N/s Bir GC dedektorli, kolondan gelen tasiyici gaz i¢inde bulunan binde birka¢ oranindaki
bilesikler yabanci bir gazi tespit eden aragtur.
Fotoiyonlasma UV 1siyla 2 pg C/s Bir gazin pikinin dedektorden gegme zamani en fazla bir saniye kadardir.
iyonlasan -Kaydedici
bilesikler Dedektorde algilanan elektriksel sinyalin ¢evrildikten sonra hesaplamalarin rahatlikla
Fourier Organik 0,2 —40 ng yapilabilmesi i¢in bir 6l¢ekli seritli kagida kaydedildigi cihazlardir.

doniistimli IR bilesikler
(FTIR)

GC-MS CALISMA PRENSIBI

Gaz kromatografisi/kiitle spektroskopisi (GC-MS), iki gii¢lii analitik teknigin kombinasyonudur. Gaz kromatografi, karisimdaki bilesenleri ayirir.
Kiitle spektroskopisi, her bir bilegenin yapisal olarak tanimlanmasinda yardimci olur. Cok diisiik miktarlardaki 6rneklerin tanimlanmasi, gii¢lii yapisal

analiz, hizli analiz stiresi gibi 6nemli avantajlar1 bulunmaktadir.

GC-MS sistemi ¢ok bilesenli karisimlardaki elementlerin belirlenmesinde, gaz fazinda bulunan ya da gazlastirilabilen organik numunelerin kiitle
kromatografik yontemle ayrimini saglar. Elde edilen spektrumlar yardimiyla ileri seviye (organik, inorganik ve biyolojik) molekiiler yapi
tayinlerinde, kalitatif ve kantitatif ¢alismalar i¢in kullanilan ytliksek performansh ve yiiksek hizli bir gaz kromatografisi kiitle spektrometresi
sistemidir. Cihazlarinda ppm ve ppb hassasiyette ugucu organik bilesik igeren her tiirlii madde analiz edilebilmektedir.

GC-MS gosterimi
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GC UYGULAMA ALANLARI

Biyokimya, biyoteknoloji, petrokimya, farmakoloji,

Bitkisel yaglardan sterollerin ayrilmasinda,

Gentik, gida

Adli tip toksikoloji laboratuvarlarinda,

Amino asitlerin kalitatif ve kantitatif tayininde

Temiz su, atik su, kati attk ve atik yag numunelerinde dusiik

ayirma ve analiz i¢in kullanilmaktadr.

YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFisi HPLC UYGULAMAALANLARI

(HPLC)
Yiiksek performansh sivi kromatografisi

¢Ozlinmiis bilesenlerin, bir kolon igerisinde bulunan genellikle kati
bir destek iizerindeki sabit faz ile degisik etkilesimlere girmesi,
kolon i¢inde degisik hizlarla hareket etmeleri sonucu, farkhi
zamanlarda bilesenlerin kolonu terk ederek birbirinden ayrilmasi

temeline dayanir.

TERS FAZ VE NORMAL FAZ DOLGULARI

En yaygin kullanilan HPLC tipi dagilma kromatografisi olup
burada, durgun faz, hareketli faz ile karismayan ikinci bir sividir.
Dagilma kromatografinin ilk uygulamalar1 sivi-sivi kolonlarinda
gerceklestirilmistir. Fakat modern LC sistemlerinde bunlarin
yerine bagh sivi faz kolonlar1 gegmistir. Dagilma kromatografisi,
hareketli ve durgun fazlarimin bagil polarligina bagh olarak ikiye
ayrilabilir. Normal faz kromatografide, en disiik polaritedeki
bilesenler hareketli fazda nispeten ¢ok ¢oziindiikleri i¢cin en Onde
clue edilirler. Hareketli fazin polaritesindeki artig, eliisyon
siresinin azalmasi 1ile sonu¢lanir. Bunun aksine, ters faz
yonteminde, en polar bilesenler, en onde yiiriir ve hareketli fazin
polaritesindeki artis, eliisyon siiresini arttirir.[2]

Durgun faz Hareketli faz

Normal faz Silika veya aliimina  Hekzan, i-propil eter
kromatografi tanecikler lizerine (az polar ¢oziiciiler)
tutturulmus su,
trietilenglikol (polar)

Ters faz Hidrokarbon (apolar) Su,metanol,

kromatografi asetonitril,
tetrahidrofuran
(nispeten polar
cOziiciiler)
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HPLC spektrum analizi: yabani sarimsak yapragi
liyofilizat (WGLL) HPLC kromatogram: [1].

Ilaglar (antibiyotikler, sedatifler, analjezikler),

(HPLC) bir sivida Biyokimyasallar (amino asitler, proteinler, karbonhidratlar, lipidler),

Gida maddeleri (suni tatlandiricilar, antioksidanlar, aflatoksinler, katki maddeleri),
Endiistriyel kimyasallar (¢ok halkali aromatikler, yiizey aktif maddeleri, iticiler,
boyalar),

Kirleticiler (pestisitler, herbisitler, fenoller),

Klinik tip (safra asitleri, 1la¢ metabolitleri, ire Oziitleri, Ostrojenler),

Uyusturucular (uyusturucu ilaglar, zehirler, kan alkolii, narkotikler).

LC-MS/MS

LC {nitesinden ayristirtlmis analitler iyonlastirilarak MS/MS  {initesine
gonderilirler. MS/MS iinitesinde iyonlar ilk kuadrupolden kiitle/yiilk (m/z)
oranlarinda aynistirilarak collision cell olarak bilinen girisim hiicresine
yonlendirilirler. Burada yiiksek saflikta azot gazi ile carpistirilan molekiiller
parcalanarak ikinci kuadrupole génderilirler. ikinci kuadrupol iinitesindeki bu
ikinci i1yonlar da kiitle/yiik (m/z) oranlarinda ayristirilarak kiitlesel olarak tayin
edilirler.

INCE TABAKA KROMATOGRAFISI (TLC)

Ince tabaka kromatografisi, bir kati-sivi adsorpsiyon kromatografisidir. Bu
yontemde sabit faz ince bir tabaka halinde sivanmis kati adsorban maddedir.
Absorban madde olarak alumina, silika jel, selliiloz vb. kullanilabilir. Bu yontemde
hareketli faz, sabit faz tizerinden asagidan yukari dogru ilerler. Coziicu kilcallik
etkisi ile igerisine daldirilan ince tabaka plakasi lizerinden yiiriir. Bu islem sirasinda,
plakanin alt kesimlerine bir damlalikla 6nceden damlatilmis olan karisimi da farkl
hizlarla yukariya stiriikler. Ayrim bu sekilde saglanmis olur. Yiirlime hizi maddenin,
kat1 fazin ve c¢ozilicliniin polaritesine baghdir. Polar maddeler, ¢oziicii-adsorban
madde ikilisinden daha polar olan ile daha siki etkilesim gosterirler.[3]
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