KROMATOGRAFİ

Kromatografi bir ayırma yöntemleri topluluğudur. Bir çözeltide veya karışımda bulunan bir analitin bu karışım içindeki maddelerden herhangi biri ile çözünmeyen farklı bir faz oluşturan diğer bir madde ile etkileştirilerek analiti matriksten ayırma yöntemleridir. Analitin bulunduğu karışım veya hareketli faz bu faz sıvı veya gazdır. Ayırmaya katkı sağlayan karışmayan faz, durgun faz olarak tanımlanır. Durgun faz genelde katıdır. Sıvı olarak da belirten kaynaklar vardır, ama sıvılığı tartışılır. Jel veya vaks şeklinde olabilir.
Ayırmanın olduğu kısım kolon olarak tanımlanır.
Kromatografik yöntemlerde hareketli faz ile analit arasında kimyasal veya fiziksel mutlaka bir etkileşim olmalıdır. Bu etkileşime F1 dersek, durgun faz ile analit arasındaki etkileşime F2 dersek; kromatografik ayırmanın olabilmesi için F1 ve F2’nin birbirinden farklı ancak karşılaştırılabilir büyüklüklerde olması gerekir. Eğer birbirlerine eşitse ayırma olmaz.
F1 > F2 den çok büyükse analit kolonda tutunmadan çıkar. Durgun fazla hiç etkileşmez. 

F2 > F1 den çok büyükse analit kolondan çıkmaz. 
Yani durgun faz analiti geciktirici, hareketli faz da sürükleyici olduğunda kromatografi gerçekleşir.

Günümüzde kromatografik yöntemler ilk tanımlandığı zamana göre çok fazla değişmiştir. Ama uygulamalar 4 teknik altında toplanabilir.
1. Frontal analiz

2. Yıkama Analizi

3. Yer Değiştirme Analizi

4. Gradient Analiz  

Frontal Analiz; kolona sürekli analit çözeltisinin eklenmesi şeklinde gerçekleştirilir. Frontal analizde deriştirme veya zenginleştirme yapılır.
Yıkama Analiz; günümüzde en çok kullanılan yöntemdir. Analit kolona bir kere doldurulur. Analitin bir taşıyıcı fazla sürüklenmesi sağlanır.
Yerdeğiştirme Analiz; analitin kolonda durgun fazda bulunan bir iyonla yer değiştirip tutunması sonra bir taşıyıcı faz yardımıyla geri kazanılması işlemidir. Günümüzdeki iyon kromatografisinin temelidir.
Gradient Analiz; gerçekte yıkama ile aynıdır. Sadece analit kolona verildikten sonra belli bir zaman içinde taşıyıcı fazın kompozisyonunun değiştirilmesi esasına dayanır. Günümüzde kromatografik yöntemleri sınıflandırmak için net bir bakış açısı yoktur. Taşıyıcı (hareketli) faza göre, durgun faza göre sınıflandırma yapılabileceği gibi dedeksiyon şekline göre sınıflandırma yapılabilir.
Kromotografik yöntemler tamamen deneysel yöntemlerdir, kullanılan formüller empirik formüllerdir, hiçbir birim sistemine uymazlar. Kullanılan formüller matematiksel formüllerdir; tamamen modelleme kaynaklıdır. 
	Kromatografik Yöntemler
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	Adsorpsiyon Kromatografisi
	Dağılma Kromatografisi

	Gaz Kromatografisi

(GC)
	Sıvı-Katı

Kromatografisi

(LC)
	I.T.
	Kağıt

Kromatografisi
	Sıvı-Sıvı

Kromatografisi

LC

SFC
	Gaz-Sıvı

Kromatografisi

(GC)


[image: image8.png]Vioton = Vsabit Faz
T Veoton



[image: image9.png]


[image: image10.png]




                  Hareketli Faz 
Sıvı-Sıvı Kromatografisi


Tam olarak doğru bir tanım değil
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Gaz Kromatografisi ile Sıvı Kromatografinin Karşılaştırılması

	
	Avantajlar
	Dezavantajlar

	Gaz Kromotografisi (GC)
	1) Analiz süresi LC’ye göre kısadır.

2) Pompa gerektirmez, sistemin tıkanması olmaz. (Kolon kolayca temizlenebilir.)

3) Gazın akışkanlığından dolayı çok ince kolon kullanılabilir.

4) Kolon sıcaklığı geniş bir aralıkta ayarlanabilir. 

(Oda Sıcaklığı - 350 °C aralığında)


	1) Kolon ayırmayı yapamıyorsa, kolonu değiştirmekten başka çare yoktur.

2) Uçucu olmayan en yüksek maddeler için uygun değildir.

	Sıvı Kromotografisi (LC)
	1) Taşıyıcı faz ayarlanarak mutlak ayırma yapılabilir.

2) Tüm analitlere uygulanabilir.
	1) Pompa ve yüksek basınç gerektirir.

2) GC’ye oranla dar bir sıcaklık aralığında çalışılır.

3) Taşıyıcı faz sistem içinde buharlaşır, analiz gerçekleşmez.




BİR KROMAOTOGRAFİK SİSTEM GENEL OLARAK NEDEN OLUŞUR?

1) Taşıyıcı Faz Deposu
2) Taşıyıcı fazı taşımak için pompa (GC’de şart değil)
3) Analiti sisteme vermek için enjeksiyon pompası (veya türev için ön kolon eklenebilir.)
4) Ayırma için kolon (Analitik Kolon) (türevlendirme için ikinci kolon olabilir)
5) Dedektör
SIVI KROMATOGRAFİSİ
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1. Pompalar birden fazla sıvıyı çekip karıştırabilirler.

2. Analitik kolonun önüne guard kolon denilen koruyucu kolon eklenebilir. Bu guard kolon pahalı kolonların bir tür filtresidir. Süzme işlemi yapar. Genelde kolonlar, kolonun başından tıkanır. Kullanılan taşıyıcı faz eğer 0,45-5 nanometrelik filtrelerden süzülmezse taşıyıcı fazın atmosferden aldığı faz ve diğer gözle görülmeyen partiküller kolonun başını tıkar. Guard kolon bu amaçla kullanılır. Kolonu korumak için kullanılır.
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GAZ KROMATOGRAFİSİ
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GC sistemlerinde; yöntemi karakterize eden analitik kolonun dolgu maddesi ve dedektörün tipidir.

GC’de taşıyıcı faz depodan çıktığı gibi sisteme gönderilir. 3-6 bar basınç yeterlidir. 
GC KOLONLARI

GC cihazında analizi karakterize eden en önemli unsurlardan bir tanesi kolonlardır. 
GC Kolonları iki sınıfa ayrılır.
	GC Kolonları

	Klasik Dolgulu Kolonlar

(1960’lı yıllarda geliştirilen kolonlar)
	Kapiler Kolonlar

(1980 sonrası çıkmış)

	Ø= 5-10 mm

L = 1-2 m’ye kadar olan kolonlar. 

N = 500-1000
	WCOT Kolonlar
	FCOT Kolonlar
	SCOT Kolonlar

	
	Esnek camdan yapılmış kolonlardır. 

Ø= 0,25 – 0,5 mm

L = 15-100 m

N = 10.000 – 500.000
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Kapiler Kolonlar: Kapiler Kolonlar 3’e ayrılır.

· WCOT Kolon; Duvar kaplı kapiler kolon. Günümüzde bu kullanılıyor.

· FSOT Kolon; Erimiş silis kolonlar. 1980’lerde üretilmiş artık kullanılmıyor. 

· SCOT Kolon; Destek kaplı kapiler kolon. 
WCOT Kolon: Analit sadece yüzeyde tutulur. Duvarın içine girmiyor.
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FCOT Kolon: Analit dolgunun tüm yüzeyine girer.
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SCOT Kolon: Dolgu maddesi yok, analit silis duvarına takılıyor
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Dolgu Maddeleri: 

GC Kolonlarının Dolgu Maddelerinin Kimyasal Yapısı

Gerek GC gerek HPLC cihazlarında iki tip dolgu kullanılır.

1. Katı Dolgu Maddeleri: Genelde bu katı dolgu maddeleri: SiO2 (öğütülmüş kum), Al2O3 veya diğer metal sülfatları ve karbonatlarından oluşan gözenekli yapıları olan dolgu maddeleridir. Fakat günümüzde bunların kullanımı çok sınırlıdır.
2. Kaplanmış Dolgu Maddeleri: Kaplanmış dolgu maddeleri üzerine kimyasal bağlarla analit için uygun seçiciliğe sahip fonksiyonlu gruplar bağlanabilen dolgu maddeleridir. Kaplanmış dolgu maddelerinin hepsi silikajelden üretilir.
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Jel: Bir madde uzun molekül zincirlerinden oluşuyorsa ve bu zincire bağlı hidrofilik (suyu seven) gruplar bağlı ise su molekülleri bu polimer zincirinin arasına girerek oradaki hidrofilik gruplarla hidrojen bağları oluştururlar ve orada sabitleşirler. 

Bu şekilde katı bir maddenin moleküllerinin arasına sıvı bir maddenin molekülleri yerleşmiş olur. Madde bu hali ile ne katı ne de sıvıdır. Basınca maruz kalırsa su molekülleri yer değiştireceğinden malzeme de şekil değiştirir. Veya ısıtılırsa kaynama sıcaklığının üzerinde su molekülleri buharlaşır geriye tekrar katı madde kalır. Malzemenin bu haline basitçe jel diyoruz. Ne katı ne sıvıdır.

Silikajel: SiO2’den yapılır. SiO2 bildiğimiz kumdur. Gerçekte (SiO2)n şeklinde tanımlanır. Bir kovalent katıdır. Asidik özellikte olduğundan;
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2NaOH + SiO2                                  Na2SiO3    +   H2O

                                                         (Sodyum Silikat)

veya
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4NaOH + SiO2                                  NaO-Si-O-Na    +   H2O

                                                                   ONa   

                                                         (Sodyum Silikat)

Bazlarla tepkimeye girer ve sodyum silikat haline dönüşür. Bu sodyum silikat suda çözülebilen bir maddedir. Endüstride çok kullanılır.
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         ONa                                                                         OH                                                             
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NaO-Si-O-Na    + 4HCl                          4NaCl   +  OH-Si-OH

         ONa                                                                         OH

                                                                                    (Silisik Asit, suda çözünmez) 

Silisik asit suda çözünmez. Oda sıcaklığında bile bu iki silisik asit birleşir.
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       OH                          OH                                             OH    OH                        
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                    Silil Eter Bağı
 OH   OH   OH    OH                                          

-Si-O-Si-O-Si-O-Si-O-          
 O      O      O       O

-Si-O-Si-O-Si-O-Si-O-       


Silikajel çöktürme sıcaklığına bağlı olarak bir miktar su içerir. İyice 110 ⁰C’nin üzerinde kurutulursa opak beyaz bir maddeye dönüşür. Bu madde birçok cihazda kurutucu olarak kullanılır. Gerek GC kaplanmış dolgu maddeleri gerekse HPLC dolgu maddeleri silikajeleden üretilir. Silikajel üzerinde bulunan –OH grupları silil eter bağları yapmaya son derece meyillidir.

Aynı zamanda silisyumun elementel hali veya silisyum halojenür bileşikleri bu –OH grupları ile tepkimeye girebilir.

                                                                     Cl

SiO2   +  2C    +    2Cl2                           Cl-Si-Cl     + 2CO

                                                                     Cl

                                                                Tetraklorosilan

     Cl                                                                      Cl

Cl-Si-Cl    +  CH3-Li                        LiCl   +    Cl-Si-CH3       

     Cl        Organometal Bileşiği                            Cl

                       Metil Lityum

     Cl                                                                           Cl

Cl-Si-Cl    +  2CH3-Li                    2LiCl   +    CH3-Si-CH3       

     Cl                                                                           Cl

                                                                            Dimetildiklorosilan

Dimetildiklorosilan, su ile etkileştirilirse;

          Cl                                                           OH           

CH3-Si-CH3  +  2H2O                             CH3-Si-CH3  

          Cl                                                           OH

       CH3                                CH3                                                                   CH3     CH3                          
OH-Si-OH    +  OH-Si-OH                                    OH-Si- O -Si-OH           

       CH3                                CH3                                                                   CH3     CH3

                 CH3     CH3    CH3

….-O-Si- O -Si-O-Si-O-……..        Sonsuza dek gider.       

           CH3     CH3   CH3
(Polidimetil-siloksan)

(Ticari adı karbovaks)

Polidimetilsiloksan GC kolonlarının dolgu maddelerinden bir tanesidir.

Sadece metil grupları değil fenil grupları da bağlanabilir.

        Cl


CH3-Si-CH3       + Li……                                       CH3-Si-CH3
        Cl                                                                             Cl

Bu madde (dimetil-fenil-klorosilan) silikajel ile etkileştirilirse;

GC kolonları satılırken kolonun ne ölçüde fenil grubu içerdiği belirtilmelidir. Fenil grubu sayısı arttıkça kolonun polarlığı artar. 

Polidimetil-siloksan, apolar dolgudur.

% 5-10 fenil grubu eklenmişse biraz polar kolon

% 20-50 fenil grubu varsa orta polar kolon

CH3 yerine CF3 (triflorometil), triflorometil aşırı polardır.

CF3 grubu biraz içeriyorsa polor kolonlar sınıfına girer.

Polimetil siloksanın apolar olması sıcağa dayanıklı olmasını sağlar. 350 ⁰C’ye dayanır.  Polor kolonların sıcağa dayanımları daha azdır. 250 ⁰C’ye kadar ısıtılırlar.

1. FID Dedektörü (Alev İyonlaşma Dedektörü): FID dedektörü hidrojen gazı ve kuru hava veya O2 ile çalışır. Gelen analit alev içine girdiğinde alevin indirgen kısmında bir miktar karbon iyonu oluşturur. Bu karbon iyonları çok az olmalarına karşın eksi yüklü olanlar anota, artı yüklü olanlar katota göçer ve bu göç sonucunda alevin etrafındaki elektrotlarda 10-9 nA veya 10-12 pA seviyesinde bir akım oluşur. Bu akımın şiddeti analit kolonundan gelen analitin derişimi ile orantılıdır. Kolondan analit gelişi kesildiği zaman bu akım da kesilir. FID dedektörler ppb seviyesine kadar hassastırlar yani ppb derecesine kadar seçebilirler. Ancak FID dedektörde dedekte olacak olan analitin oksitlenebilir karbon içermesi gerekir.

CO2, SO2, H2O, C2Cl4 (karbontetraklorür) gibi analitler FID dedektöründe sinyal vermezler. 

Analit üzerindeki oksijen miktarı arttığında sinyalin şiddeti de azalır.

C2H6 (Etan)                        C2H5-OH (Etil alkol)




Karbon sayıları aynı olmasına rağmen etil alkolde –OH grubu (oksijen) olduğundan sinyalin şiddeti azalmıştır. 

HPLC DEDEKTÖRLERİ

HPLC dedektörleri GC dedektörlerinden biraz farklıdır. Sıvı kromatografi dedektörleri ikiye ayrılır.

	HPLC Dedektörleri

	Analite Duyarlı Dedektörler 

(Analitin bir özelliğini ölçen detektörlerdir.)
	Taşıyıcı Faza Duyarlı Dedektörler

	1. UV Dedektör

2. Floresans Dedektörleri

3. Amperometrik Dedektörler


	1. İletkenlik Dedektörü

2. Refraktif İndeks Dedektörü

(Kırma İndisi)


Analite Duyarlı Dedektörler 

UV Dedektör: UV Dedektörler bildiğimiz mor ötesi görünür alan cihazları ile ayını özelliktedir. (Aynı yapıdadır.) Normal UV Dedektörlerde analitin geçtiği hücrede bir UV lambası, bir monokromotor, fotodiyat  dedektör bulunur. Analitin absorpsiyon yaptığı dalga boyu seçilerek bu dalga boyunda çalışılır.

UV dedektörün en gelişmiş hali DAD Dedektör veya PAD detektördür.

En sık kullanılan temel dedektördür. Ancak UV dedektörünün kullanılabilmesi için analitin de belli özelliklerde olması gerekir. Her analit için UV dedektör kullanılmaz. UV dedektörünün kullanılabilmesi için analitin en az C=O, -NO2, C=C içermesi şarttır. Çünkü π            π* elektronik geçişlerinin ɛ değeri yeterince yüksektir. Bazen bu fonksiyonlu grupların bir tanesi dedeksiyon için yetmeyebilir de. Doymuş hidrokarbonlar UV dedektörle gözlenemez. Alkoller ve karbohidratlar yüksek derişimde dedekte edilebilir. 

Floresans Dedektörleri: Analitin kendisinin floresans özelliğe sahip olduğu durumda veya analite türevlendirme biriminde bir reaktif eklendiği zaman yapay olarak floresans özellik kazandığı durumda kullanılabilir.

Amperometrik Dedektörler: Çok tercih edilmezler. Organokükürt bileşiklerin analizinde kullanılırlar.
Taşıyıcı Faza Duyarlı Dedektörler

İletkenlik Dedektörü: Analitin iletkenliğini ölçmez. Taşıyıcı fazın iletkenliğini ölçer. Ancak analitin yapısı taşıyıcı fazın iletkenliğini şiddetle değiştirir. İletkenlik dedektörü daha çok iyonik kromatografi adı verilen kromatografik yöntemde kullanılır. 
Refraktif İndeks Dedektörü (Kırma İndisi Dedektörü): Kırma indisi dedektörleri analitin ultraviyole ışıklarına duyarlı olmadığı zaman veya floresans özelliği olmadığı zaman özellikle glikoz, früktoz, sakkaroz gibi şekerlerin analizinde başvurulan (kullanılan) detektördür. Şekerler ne iletkendirler ne de ultraviyole ışığa duyarlıdır.

Sıvı Kromatografideki Dedektörlerden İstenen Özellikler Şunlardır;
1) Sıcaklık değiştiği zaman ve taşıyıcı fazın kompozisyonu değiştiği zaman temel çizginin değişmemesi

2) Dedektörün seçici olması arzulanır. Ama bu seçicilik analit türleri arasında büyük farklar ortaya çıkarmamalıdır.

A+B analitleri var

A: UV aktif

B: aktif değil

Bu durumda aynı dedektörle ikisini tayin etmek doğru olmaz.

                                               Sinyal Şiddeti 
A analitinin 10-4 m                         S1

B analitinin 0,1 m                          S2
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3) Alt tayin sınırı olduğunca düşük olmalıdır.

4) Bant genişlemesine sebep olmamalıdır.

5) Cevap süresi kısa olmalıdır.

6) Kolay ulaşılabilir olmalıdır.

HPLC’de Kolon Kalitesini Belirleyen Parametreler

Kolonun Porozitesi

Porozite ɛ ile gösterilir. Kolon içindeki boşlukların toplam kolon hacmine oranıdır.

Kaplanmış dolgu maddeleri için; ε= 0,60 -0,65 arasında değişir.

Kaplanmamış silikajel için ise; ε= 0,80 civarındadır.

Sıvı kromatografide genel olarak ölü zaman, kromatogramdan belirlenemez. Eğer  ɛ belliyse cihazın yazılımı bu formüle göre ölü zamanı belirler.

ÖRNEK: 15 cm uzunluğunda ve 4,6 mm çapında bir kolonla 1,4 cm3/dak. akış hızında kaplanmış dolgu maddesiyle dolu bir kolonda ölü zamanı hesaplayın.

Kolonun Geçirgenliği


Kolonun boyları ve dolgu maddeleri farklı farklı olduklarından benzer şekilde taşıyıcı fazın viskozitesi akış hızını etkilediğinden dolayı; her çözücü sistemi için kolonun geçirgenliğinden çok spesifik geçirgenliği dediğimiz bir değerden bahsedilir. (K°)



Bu formülden yararlanılarak dolgu maddesinin çapı tahmin edilebilir.

ÖRNEK: 150 cm uzunluğunda ve 3,2 mm çapında bir kolon satın alındığında iç dolgu maddesinin (taneciklerinin) ortalama çapının 5 μm olduğu beyan edilmiştir. Bu kolondan 70 bar basınçta bir analit geçiriliyor. tm: 60 saniye olup analitin viskozitesi (ɳ) 0,33 mPa, kolonun porozitesi (ε) 0,8 olduğuna göre;  

a) Kolonun geçirgenliği (K) ve spesifik geçirgenliği  (K°) nedir? 
b) İç dolgu maddesinin çapının doğru olup olmadığını kontrol ediniz.


Kolon çapının 5  μm olduğu beyan edilmekteydi. Ancak kolon çapı 6,3 μm bulunduğuna göre, beyan doğru değildir.
d ˃ dı
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Cam





Dolgu Maddesi Duvar Şeklinde





Analit 


     + 


Taşyıcı Faz 





Cam





Dolgu Maddesi





Analit 


     + 


Taşyıcı Faz 





Analit 


     + 


Taşyıcı Faz 





Silis (SiO2)’den yapılmış boru





  OH                 OH             OH               OH





H          





       -H2O





Silikajel





-HCl





-H2O





-LiCl





Kuru Hava veya O2





Alev





Analit Kolonundan Gelen Gaz





H2 Gazı





Magnetik Çakmak





Elektrot





-





+





Bağlantı Parçası





10-9 nA – 10-12 pA





λ1 λ2…….. λn











Döteryum Lambası





λ1





λ2





λn





Optik      


   Ağ





    DAD Dedektörü





Mikro Dedektör


(700 tane)





�





�





�





Vkolon: Kolon Hacmi


dkolon: Kolon Çapı





�





F: Hacimsel Akış Hızı





�





� QUOTE � ���        





�





�





Bu formülden tm çekilirse;





�














� QUOTE � ���        � QUOTE � ���





K: Kolonun Geçirgenliği





�





   


� QUOTE � ���              Deneysel (Empirik) Formül


  


� QUOTE � ���        dp2: Dolgu Maddesinin Ortalama Çapı





�





�





�





  





�





�


dp = 6,3 μm 











d





Dolgu Maddesi Büyük





Dolgu Maddesi Küçük





d





dı





Dolgu Maddesi Büyük





Dolgu Maddesi Küçük





dı
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