KROMATOGRAFI

Cesitli kansimlarin spektroskopik ve elektrokimyasal olarak kalitatif ve kantitatif
analizlerini yaparken girisim yapan maddeler bulunmaktadir. Kalitatif ve kantitatif
analizler yaparken her madde icin 6zel reaktifler olmadigindan matriks etkisini ortadan
kaldirmak gerekmektedir. Bu amacgla kristalizasyon, ekstraksiyon, damitma,
adsorpsiyon, buharlastirma gibi fiziksel ayirma yontemleri yetersiz kalmaktadir. Cok
karmasik olan bu numunelerden girisim yapan maddelerin uzaklastirnlmasi veya aranan
maddelerin o ortamdan ayrilmasi icin 6zel yontemlere ihtiya¢c duyulmaktadir. Iste bu

sebeple kromatografik yontemler kullanilmaktadar.

Kromatografi: Bir karisimdaki fiziksel ve kimyasal ozellikleri birbirine ¢ok yakin olan
maddeleri bir hareketli faz ile bir sabit faz arasindaki dagilimlarina esas olarak ayirma ortamini
farkli zamanlarda terk etmelerine bagli olarak ayirma ve sonrasinda kalitatif ve kantitatif analiz

yapma yontemine denir.



Kromatografik Yontemlerin Diger Enstrumental Yontemlere Ustiinliikleri

1. Hizz Uygun kromatografik sartlarin secilmesi halinde karisimi olusturan
bilesenleri kisa siirede ayirip analiz etmek miimkiindiir. Gaz krom. s1v1 krom. den
daha hizhdir. Bunun sebebi, gaz krom. ile ayirilabileceklerin sayisinin az olmasi

yaninda hareketli faz h1zinin daha yiiksek olmasindandir.

2. Kiiciik miktarlarla cahsabilme o6zelligi: Ozellikle gaz kromatografisinde
duyarhklan yiiksek detektorlerin kullanilmas1 sebebiyle cok Kkiiciik ornek
miktarlariyla ¢ahsilabilir. GC de ¢cogunlukla 0.1-10 mikrolitre, sivi krom. de 1-20

mikrolitre 6rnek hacimleri yeterlidir.

3. Ornek tiirlerinin cesitliligi: Krom. yontemler ile organik, inorganik, biyokimyasal

orijinli cok biiyiik sayida tiiriin analizlenmesi miimkiindiir.

Ayrica cihazin fiyati, kullanim kolayhgr cahstirma maliyeti dikkate alinacak diger

unsurlardir.

Rus botanik¢i Tswett 1903°de bitki pigmentleri lizerine yaptigi calismada kromatografi
teknigini ilk kez uygulamis ve kromatografi yonteminin kurucusu olarak tarihe gegmistir.
Tswett bitki yapraklarindan ekstrakte ettigi klorofilleri ve ksantofilleri, i¢ine toz kalsiyum
karbonat doldurdugu cam kolondan petrol eteri gecirerek ayirmayi basarmistir. Sekil 1°de
goriildiigii gibi onceleri tek bir madde (bant) halinde yliriiyen maddeler daha sonra renkli
maddeler halinde birbirlerinden ayrilmislardir. Boylece ilk kromatogram elde edilmistir. Tswett
bu renk olaymdan esinlenerek Yunanca renk anlamia gelen chroma kelimesini kullanmis ve
yonteme kromatografi adini vermistir. Yapilan bu ilk uygulama daha sonralar1 klasik kolon

kromatografi olarak tanimlanmustir.
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Kolon kromatografisinde maddelerin ilerlemesi

Sekil 1. Kolon kromatografi

Tswett’in kromatografisinde cam kolona kati adsorban doldurulmus, tzerine klorofil
karigimlarmin konulmasindan sonra petrol eteri siirekli olarak kolondan gegirilmistir. Yani
ayirma ortami adin1 verecegimiz bir kolonda, katt madde ve s1vi madde birlikte bulunmaktadir.
Kat1 veya sivi olabilen birinci faza zamanla adsorban, sabit faz, hareketsiz faz ve durgun faz
gibi isimler verilmistir. Maddelerin birbirinden ayrilarak siiriiklenip cam kolonu terk
edebilmeleri i¢cin verilen petrol eteri ise hareketli faz olarak adlandirilmistir. Daha sonra
gelistirilen kromatografik yontemlerde gaz veya siiperkritik sivilar da kullanilmistir. Bunlara

da ¢oziicii, hareketli faz, mobil faz, yliriitiici siv1 gibi adlar verilir.

Hareketli faz ile birlikte ¢ikan ayirma ortamini terk eden maddeler ya fraksiyonlar halinde
toplanip ayri ayr1 kalitatif ve kantitatif tayin yapilir, ya da hareketli faz detektor adi verilen bir
elektronik cihazdan gegirilir. Detektor siirekli olarak izlenirken hareketli faz 6zelligine bagl
olarak sabit elektronik sinyal verir (temel ¢izgi, baseline). Hareketli faz i¢inde karisim i¢indeki
maddelerden birisinin gelmesi halinde detektor sinyali degisir. Her madde i¢in ayri olusan bu
degisik sinyal topluca kromatogram olarak adlandirilan sekli olusturur. Bu izleme kalitatif

ve kantitatif analizde veri elde etmeye yarar.

Kromatografik yontem; bir ornek icindeki maddelerin, biri hareketli ve digeri sabit faz
arasinda dagihhmlarina bagh olarak, ayirma ortamim farkh zamanlarda terk etmelerini

esas alarak Kkalitatif ve kantitatif analiz yapilmasma olanak saglayan yontemdir.



Kromatografi hem maddelerin birbirlerinden ayrilmalarini saglamakta, hem de tir ve

miktarlarini belirlemeye yaramaktadir.

Bugiin onlarca temel kromatografik yontemlerden bagka hemen her giin yeni katilimlarla
kromatografik yontem sayisi artmaktadir. Bu nedenle tek bir smiflandirmayla kromatografik
yontemleri siralamak gercek¢i olmayacaktir. Simiflandirmalarda degisik kriterler temel
alimmaktadir. Bu kriterlerden bazilarina gore yaptigimiz siniflandirmalar asagida kisaca

aciklanmistir. Siniflandirmalarda alinan kriterler sunlardir:
1. Kromatografik ortamin fiziksel sekli.
2. Ornegin kromatografik ortama verilis bigimi.
3. Kromatografik ayirim mekanizmasi.
4. 1Iki fazin polarlik durumlari.
5. ki fazm fiziksel durumu.

1. Ortamin Fiziksel Durumuna Goére Siniflandirma

Kromatografik ortamimn fiziksel durumu dikkate almarak yapilan siiflandirmada kolon ve
diizlem kromatografilerinden bahsedilebilir. Gaz ve yiiksek basing sivi kromatografileri kolon

kromatografiye, kagit ve ince tabaka kromatografileri diizlem kromatografilerine 6rnektir.

Kolon krom. de, sabit faz ince bir kolonda tuturulur ve hareketli faz basing altinda bu sabit faz

arasindan ge¢meye zorlanir.



Kolon Kromatografik Yontemlerin Siniflandirilmasi

(hareketli faz: gaz)

adsorplanmis s1vi

Genel Sinif Ozel Yontem Sabit Faz Denge Tipi
Sivi Krom (LC), | Sivi-sivi veya | Kati lizerine | Karigsmayan  sivilar
(hareketli faz: siv1) dagilma adsorplanmis sivi arasinda dagilma
Stvi-bagh faz Kat1 yiizeye | Stv1 ve bagl yiizey
baglanmis  organik | arasinda dagilma
tiirler
Swvi-kat1 veya | Kati Adsorpsiyon
adsorpsiyon
Iyon degisimi Iyon degistirici | Iyon degisimi
regine
Boyut eleme Polimer bir katinin | Dagilma/eleme
gozeneklerindeki sivi
Gaz krom (GC) Gaz-sivi Kati yiizeyine | Gaz ve sivi arasinda

dagilma

(hareketli faz: stiper
kritik s1vi1)

Gaz-bagh faz Kat1 yiizeye | Stvi ve bagh faz
baglanmis  organik | arasinda dagilma
tiirler

Gaz-kati Kat1 Adsorpsiyon

Stiperkritik akiskanh Kat1 yiizeyine | Siiperkritik akigkan
krom (SFC) baglanmis  organik | ve = bagh  yiizey
tiirler arasinda dagilma

Diizlemsel krom. de sabit faz diiz bir pakla lizerine veya bir kagidin goézenekleri arasma

tutturulur ve bu durumda hareketli faz sabit faz arsindan kapiler etkisiyle veya yer¢ekimi

etkisiyle hareket ettirilir.

2. Ornegin Kromatografik Ortama Verilis Sekline Gore Simiflandirma

Ornegin ayirma ortamma verilis bigimi dikkate alinarak kromatografik yontemleri {i¢ grupta

toplamak miimkiindiir: Onciil (frontal), yer degistirme (displacement) ve siiriikleme ile yiiriitme

(elusyon).




Onciil (frontal) analiz

Kromatografik ayirim sirasinda, ayirimi yapilacak maddeleri iceren 6rnek siirekli olarak kolona
(ayrrma ortamma) verilir. Digerleri ortamda tutulurken, dnce bir bilesen onciil (frontal) olarak
sistemi terk eder. Bunun hemen arkasindan diger maddeler birinciyle beraber gelirler. Burada

amag bir karigimdan bir bileseni, tek olarak, bir miktar almay1 saglamaktir.

A+B A

Yer degistirme (displacement) ile viiriitme

Bir karisim halindeki 6rnek (A+B) ayirma ortamina verilir. Daha sonra yliriitiicii hareketli faz
sisteme verilir. Yiriitiicli faz sistemde tutulmus olan 6rnek i¢indeki maddelerden birini (6rnegin
A maddesi) sabit fazdan ¢ikararak onun yerine gecer, tutulur. Boylece hareketli faza gegen A
maddesi, digerleri tutunmus olarak kalirken ayirma ortaminda ilerler. Karisimdan A maddesi

saf olarak elde edilmis olur.

C B+C A

Stirtikleme ile yiiriitme

Hareketli faz (C), sabit faz ortamindan siirekli olarak gecirilmekte iken herhangi bir zamanda,
A+B karigimindan meydana gelen drnek ayirma ortamma verilir. Ornek igindeki maddeler
ayirma ortaminda hareketli ve sabit faz arasinda dagilima ugrarlar. Dagilma katsayilarma
(partisyon katsayisi, gecirgenlik, adsorpsiyon katsayisi, dagilim katsayis1) bagli olarak,
hareketli faz hangisini daha kolay siiriikleyebiliyor ise 0 madde (A) ayirma ortamini 6nce terk

eder. Digerleri onu takip eder ve bdylece karisimdaki maddelerin ayirimlart saglanmis olur.

C B+C C A+C




3. Mekanizma Yoniinden Simiflandirma

Mekanizma yoniinden smiflandrmada adindan da anlasilacagir gibi ayirma ortaminda
maddelerin ayirimini ger¢eklestiren mekanizma temel alinir. Cok ¢esitli ayirma mekanizmalari
ileri siiriilmektedir. Bu nedenle gruplandirma bir hayli giictiir. Ancak yine de genel ayirma

mekanizmalar1 dikkate alinarak kromatografik yontemleri alt1 gruba ayirabiliriz:
1. Dagilma (Partisyon) Kromatografi,
2. Disa Sogurma (Adsorpsiyon) Kromatografi,
3. Iyon Degistirme Kromatografi,
4. Tyon-cifti Kromatografi,
5. Molekiil Segme (Disarilama, Ekskliisyon) Kromatografi,
6. Ilgi (Affinite) Kromatografi.

1. Dagilma krom: Ornek i¢indeki her madde hareketli ve sabit faz arasinda Nernst kuralina

gore dagilima ugrar. Dagilma katsayis1 (Cn/Cs) biiyiik olan ortami dnce terk eder.

2. Adsorpsiyon krom. : Sabit fazin kati oldugu sistemlerde kati yiizeyinde maddenin
alikonulmas1 daha ¢ok fiziksel kuvvetlerle adsorpsiyon ile saglanir. Adsorpsiyon enerjilerinin

farklilig1 maddelerin ayirma ortamin farkli zamanlarda terk etmelerini saglar.

3. Iyon Degistirme Kromatografi: Sabit fazda anyon ve katyonlar1 degistirebilen
fonksiyonel gruplar1 bulunduran organik veya anorganik iyon degistiriciler bulunur. Iyonik
maddelerden olusan 6rnek karisim aymrma ortamina verildigi zaman bu iyonlar sabit fazdaki
anyon veya katyonlarla yer degistirerek tutunurlar. Siirekli olarak verilmekte olan hareketli faz,
iyonun sabit ve hareketli fazda olusturdugu dengeye gore iyonik maddeyi siiriikler. Denge
sabitinin biiylikligii hangi iyonun daha uzun siire sabit fazda alikonulacagini, hangisinin 6nce

ortami terk edecegini belirler.

4. Iyon-cifti krom. : Kendileri iyonik olmadiklar1 halde, bir iyonik madde ile ayirma
ortami Oncesi veya ayirma ortaminda bir iyonik yapi olusturularak maddenin alikonulmasi

saglanir.

5. Molekiil Secme (Disarilama, Ekskliisyon) Kromatografi: Sabit faz gézenekli
taneciklerden olusur. Bu gozenekler 6rnek i¢indeki maddelerin alikonma ortaminda molekiil

biiyiikliiklerine gore bir siire alikonulmalarini saglar. Hemen hemen tiim kromatografik



yontemlerde ayirma ortamini 6nce kiiclik molekiilli maddeler terk ederken molekiil segcme
kromatografisinde Once biiyiikk molekiilli maddeler terk eder. Bunun nedeni biiyiik
molekiillerin sabit fazin kiiciik gdzeneklerine girememesidir. Molekiil se¢me yOntemi

polimerlerin ayiriminda vazgecilmez bir yontemdir.

6. Affinite Krom. : Protein-ligand etkilesimine dayali, biyolojik molekiillerin
ayirmminda uygulanan bir yontemdir. Bir tastyici kati tizerine uzun zincirli organik molekiil ve
bunun da ucuna 6zellikle biyolojik molekiillere ilgisi olan biiyiik bir molekiil (ligand ) baglanir.
Bu ligand hareketli faz ortamimda biiyiik biyoloji molekiiller1 6rnegin proteinleri tutarak

ayrilmalarini ve kromatografik ortami terk etmelerini saglar.
4. iki Fazin Polarhk Durumuna Gére Simflandirma

Polarlik yoniinden kromatografik yontemleri, normal ve ters faz olmak tizere iki gruba ayirmak
miimkiindiir. Sabit fazin hareketli faza gore daha polar oldugu yontemler normal faz, hareketli
fazin sabit faza gore daha polar oldugu yontemler ise ters faz olarak smiflandirilir. Ozellikle
stvi kromatografik yontemler bu sekilde smiflandirilabilir. Ancak gaz kromatografiyi de,
hareketli faz olarak Hz, N2, He, CHa4, Ar gibi apolar gazlar kullanildig: igin, normal faz

kromatografi olarak kabul etmek hatali olmaz.
5. Fazlann Fiziksel Sekline Gore Simiflandirma

Bu smiflandirma en yaygim klasik bir siniflandirmadir. Buna gore kromatografik yontemler

once hareketli faza gore;
- gaz kromatografi (GC)
- siwv1 kromatografi (LC)
- siiperkritik akiskan kromatografi (SFC)

olarak ikiye ayrilir. Daha sonra da her biri tekrar, bu kez de sabit faza gore siniflandirilabilir.

Gaz kromatografi;
- gaz-swvi kromatografi (GLC)
- gaz-kat1 kromatografi (GSC)
olarak ikiye ayrilir.

Siv1 kromatografiyi de;



- swi-swv1 (LLC)
- siwvi-kat1 (LSC)
- iyon degistirme (IEC)
- disarilama (EXC)
kromatografi olmak tizere dort gruba ayirmak miimkiindiir.

Siiperkritik akiskan kromatografi de sabit faza gore aymrim yoktur, yalmiz hareketli faz

dikkate alinir.
Bazi simiflandirmalar yukarida verilen yalniz iki kritere gore olmaktadir:

1) Hareketli ve sabit fazlarin fiziksel temas ettirilmelerine gore (Ortamin fiziksel

durumuna gore olan siniflandirma)

2) Hareketli ve sabit fazlarin tipleri ve fazlar arasinda madde aktarimmi saglayan

dengelerin cinslerine gore ( fazlarn fiziksel sekline gore olan siniflandirma)

Yukandaki simflandirmalarin otesinde, pratikte kromatografik yontemler denince akla

daha cok asagidaki yontemler ve siniflandirma gelir:
1. Kagit kromatografi
2. Ince tabaka kromatografi
3. Kolon kromatografi
4. lyon degistirme krom.
5. Gaz-sivi kromatografi
6. Yiiksek basing sivi kromatografi

7. Siiper Kritik Akigkan kromatografi.

Kritik sicaklik: Bir madde i¢in basing ne olursa olsun, o sicakligin yukarisinda maddenin sivi
olarak bulunamayacagi sicakliktir. Maddenin, kritik sicakligindaki buhar basincma da kritik
basing denir. Siiper kritik akigkan, hem sicakligi hem de basinct kritik noktanin iizerinde olan
maddeler i¢in kullanilan bir terimdir. Siiperkritik akiskanlarin, yogunluklari, viskoziteleri ve

diger 6zellikleri (difiizyon katsayisi, cm?/s gibi), maddenin gaz ve siv1 halleri arasinda yer alir.



Stiper kritik akigkanlara 6rnek: CO2, N2O, NHz, n-butan verilebilir.
1) Ugucu olmayan veya gaz krom. sartlarinda termal bozunmaya ugrayan bilesikler.

2) Sivi krom. de kullanilan spektroskopik veya elektrokimyasal detektorlerle
belirlenmeleri miimkiin kilacak fonksiyonel gruplari bulunmayan bilesikler siiper

kritik akigkan krom. ile ayrilabilir.



