Kapiler kolonlarn tipleri:
o lg yiizeyi, sabit fazla kapli kapiler kolon,
o Destek materyali kaplanmis kapiler kolon,
e Ig yiizeyine sadece poroz destek katis1 kaplanmuis kapiler kolon,
o Ergimis silika kapiler kolon

Sabit faz, kapiler kolonlarda kolon i¢ yiizeyine ince bir film seklinde kaplanmaktadir.

Kolon sabit fazin1 olusturan maddeler:
o sicakliga dayanikli olmali ve ¢alisilan sicaklikta par¢alanmamali,
e buhar basinci diisiik, kaynama noktasi yiiksek olmal,
e inert olmali,
o ayrimu yapilacak bilesenlerle reaksiyona girmemeli,
e polariteleri analiz edilecek bilesenlerle uyumlu olmalidir.
Dedektor

Gaz kromatografisinde kullanilan dedektorler, kolonun ¢ikis ucuna yerlestirilmis ve gaz
icerisinde gelen bilesenleri belirleme ya da tayin etmeye yarayan mekanizmalardir.
Temel ¢alisma prensibi itibariyle ¢cok farkli dedektor sistemleri vardir ve analiz edilecek
ornegin 0zelligine gore de degisik dedektor secimi yapilmaktadir.
Dedektorde olmasi gereken ozellikler:
e Hassasiyetinin yiiksek olmasi,
e Hizli olmasi,
o Tastyici gaza cevap vermemesi, yalnizca 6rnek bilesenlerine karsi duyarlilik
gostermesi,
e Alman cevap (sinyal, pik) 6rnek bilesiminin konsantrasyonuyla dogru orantili olmasi
ve giiriiltii tiretimi diisiik olmasi,
o Stabilitesi ve tekrarlanabilirligi iyi olmast,
e (Cok genis bir sicaklik araliginda (20-400 °C) ¢alisabilmesi,
o  Ornek bilesenlerine kars1 secimligi yiiksek olmas1 ve 6rnegi tahrip etmemesidir.

Gida analizlerinde en sik kullanilan dedektorler:

o Alev Iyonlasma Dedektorii (FID)

o Alkali Alev Iyonizasyon Dedektérii (AFID)

o Termal Iletkenlik Dedektorii (TCD)

o Elektron Yakalama Dedektorii (ECD)

e Alev Fotometrik Dedektor (FPD
Gaz kromatografisinde en fazla kullanilan dedektor sistemlerinden birisi olan alev iyonlasma
dedektoriinde kolondan ¢ikan gazlar, hidrojen- oksijen gazlari ile karistirilarak yakilir ve
iyonlagmasi saglanir. Olusan pozitif yiiklii iyonlar daha negatif bir elektroda dogru ¢ekilerek
elektrik akimi olustururlar. Alev iyonlasma dedektdrii de se¢imli bir dedektor olup N2, O2,
CO2 gibi alevde iyonlagmayan molekiillere kars1 duyarli olmamasi 6nemli bir avantaj saglar.
Termal gaz iletkenligi ilkesinden yararlanilarak gelistirilen termal iletkenlik dedektériinde,
Wheatstone iletkenlik kopriisii kullanilir. Basit, ucuz ve her 6rnege cevap verebilen bir
sistemdir.
Elektron yakalama dedektoriinde ise kolondan ¢ikan gazlar beta igimasina maruz birakilir.
Beta tanecikleri ile yani yliksek enerjili elektronlarla ¢arpisan molekiiller iyonlasirlar ve bir
elektron akimi olustururlar. Bu sistemle nitrit-nitratlar, pestisitler, amino asitlar, biyojenik
aminler,ozon ve siilfiirli bilesikler tayin edilebilir.



Alev iyonlagma dedektdriiyle hemen hemen ayni ilkeye dayanarak ¢alisan ve ozellikle kiikdirt
ve fosfor atomlar1 igeren molekiillere karsi duyarli olan alev fotometresi dedektoriinde,
kiikiirtiin 394 nm’de, fosforun ise 526 nm’de yaydig1 1s1ma Olgiiliir.

Gaz Kromatografisinde Ornek Hazirlama
Ugucu olmayan maddelerin (numunelerin) gaz fazina gegebilen esterleri hazirlanarak bu
bilesenler, 6nce ugucu, sicakliga dayanikli ve dedektorde tespit edilebilir hale getirilmelidir.
Ornegin gesitli gidalarda yag asitleri analizi yapabilmek i¢in tiirevlendirme, sabunlasma ve
metillegsme gibi baz1 6n islemler yapilmasi gerekir.
Ayrica gidalarda istenen ya da istenmeyen ugucu aroma maddeleri ile diisiik sicakliklarda
buhar haline gegebilen bilesiklerin tespitinde head space yontemi kullanilir. Materyalin kapali
bir ortama konulup, iist kismindan ugucu maddelerin gaz fazinda cekilerek, dogrudan GK’ya
verildigi bir yontemdir.
En ¢ok kullanilan tiireviendirme teknikleri:

e Hidriir olusturma

e Alkilasyon

Hidriir olusturma teknigi, yalnizca As, Sb, Bi, Sn, Pb, Se, Te ve Ge gibi hidriir olusturan
elementlere uygulanir.
Alkilleme genellikle, di ve trialkilkursun, mono-, di- ve trialkilkalay gibi iyonik
organometalik tiirlere uygulanir. Biitiin bu tiirevlendime teknikleri, orjinal metal-karbon
baglarinin biitiinliiglinii degistirmeksizin, yalnizca bilesiklerin uguculugunu degistirir. Son
zamanlarda GC i¢in ugucu metalik hidriirlerin elde edilmesinde, yeni kolon tizeri
tiirevlendirme teknigi rapor edilmistir. Bu yontem, NaBH4 degistiren fraksiyon igeren GC
dolgulu kolonlarinda veya gaz kromatografinin enjeksiyon bélmesinin igine yerlestirilmis,
NaBH4 i¢eren mini bir reaktor i¢inde, organik ve inorganik metallerin hidriir tlirevlerinin
olusumunu kapsar
Analiz islemi
e (Cesitli yontemlerle hazirlanan 6rnekler, mikro-pipet (Hamilton pipet vb.)yardimiyla
0.01- 0.5 pl kadar alinarak enjeksiyon bloguna enjekte edilir.
o Burada 6rnek yiiksek sicakligm etkisiyle buhar hale geger ve tasiyici gazla beraber
kolona ilerler.
e Kolon i¢ginde en az tutulan madde ilk 6nce dedektore gelir.
e Dedektorden iiretilen sinyaller yaziciya ulastirilirak bir grafik ¢izilir.
« Daha sonra bilinen standart madde cihaza verilir.
o Elde edilen kromatogramlardan tutunma zamanlar1 ve grafiklerin alanlar1 hesaplanarak
konsantrasyon bulunur.
Gaz kromatografisi yonteminde nicel analiz ise kromatogramdaki piklerin altlarinda
kalan alanlarin hesaplanmasi ile veya pik yiiksekliginin dl¢iilmesi ile yapilir. Ornegin,
enjekte ettigimiz bir kanisimda baslangicta esit miktarlarda C ve D bilesenlerinin
oldugunu varsaydi@imiz bir durumda, kromatogramda bu bilesenlere ait piklerin
altinda kalan alanlar da birbirine esit olacaktir.

Bir bilesen kolondan ne kadar erken ¢ikarsa, o bilesene ait pik de o kadar keskin elde
edilirken, kolondan geg ¢ikan bilesenlere ait pikler ise genis ve yayvan olarak elde
edilmektedir. Bu ise istenmeyen bir durumdur. Bu durumu dnlemek i¢in sicaklik
programlamasi yontemi uygulanir. Baglangicta kolon sicaklig diisiik tutulur ve zamanla
dogrusal bir bigimde arttirilir.

GK ’nin Avantajlari




e Hizli olmast: 5-25 dk. iginde hizl1 ve dogru sonug alinabilir.

e Ayirma giicliniin yiiksek olmast.

o Kalitatif analizlerin yapilabilmesi: alikonma zamani bilinerek pek ¢ok analiz
yapilabilir.

o Kantitatif analizlerin yapilabilmesi: elde edilen pik alanlar1 ile 6rnek konsantrasyonu
dogru orantilidir.

e Metodun hassasiyetinin yiiksek olmast: termal iletkenlik dedektorii duyarlilik 100ppm
e ulasirken; foto iletkenlik dedektorii ile 1ppb ye ulagsmaktadir.

e Basit olmasi1:6rnegin hazirlanmasi, enjeksiyonu ve analizi son derece basittir.

HPLC

Bir svidaki (¢6ziinmiis) bilesenler, bir kolon i¢erisinde bulunan (genellikle kat1) bir destek
iizerindeki sabit faz ile farkli etkilesmelere girerek, kolon i¢inde degisik hizlarda ilerler.
Kolonu degisik zamanlarda terkederler ve boylece birbirlerinden ayrilirlar. Burada tasiyici faz
olan s1vi, pompalarla kolona basildigindan ytiksek akis hizindadir. Bu nedenle ayirma daha
kisa siirede ve tam olarak ger¢ceklesmektedir.
Ayrilan bilesik, kolon ¢ikisina baglanan uygun bir dedektorle tesbit edilip miktariyla orantili
olarak kaydedilir. Bu sekilde yiiksek hizda gerceklestirilen ayirmalarin yapildig: sivi
kromatografi sistemlerine, Yiiksek Basin¢ Stvi Kromatografi (HPSC) denir
HPLC giiniimiizde gida, kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tip kimyasi, bitki
kimyast, tarim ve kimya miithendisligini iceren alanlarda ayirma ve analiz i¢in vazgecilmez bir
ara¢ olarak kabul edilmektedir.
Diger kromatografik tekniklere uygun olmayan bilesiklerin ayrilmas1 ve analizi i¢in
uygundur.
Cevre sicakliginda termal olarak kararsiz bilesikleri ve yiiksek polarliktaki bilesikleri
herhangi bir tiirevlendirme olmaksizin ayirabilir ve analiz edebilir.
HPLC’nin kullanim alanlari:

» Karbonhidrat analizleri

o Lipid analizleri

e Amino asit, peptit ve protein analizler

o Vitamin analizleri

o Mikotik ve bakteriotoksinler

e Tarim ilaglar1 (Pestisit) kalint1 analizleri

e Diger katki ve kontaminant analizleri
Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) nde, sabit faz olarak kullanilan pargacik
boyutlarmin ¢ok kiigiiltiilmesi sonucu hareketli faz ile etkilesen sabit faz yiizey alam
biiylimekte ve kolonun etkinligi arttirilmaktadir.
Cok sik1 olarak doldurulmus kolondan hareketli fazin belirli bir hizla gegebilmesi igin bir
basing uygulanmasi gerekir.
Bu yiiksek verimdeki kolonlarin ve oldukga yiiksek basmnglarin kullanildigt HPLC, element
tiirlendirilmesinde en yaygin bicimde uygulanan kromatografi metodudur.

e Kolon kromatografisi uzun zaman alan bir prosestir. Basinca dayanikl ¢elik kolon ve
destek materyalleri ile cok hizli ve etkin (yiiksek kapasiteli) ayirma iglemlerinin
gelistirilmesi ile HPLC yontemiyle analiz siiresi kisaltilmistr.

e Buamagla ilk olarak 1967°de cam bilyeciklerin etrafi bir iyon degistirme reginesiyle,
1969°da bir silikajel tabakastyla kaplanarak ideal 6zellikte kolon materyali
gelistirilmistir.

o HPLC 1s1ya dayanikli olmayan ve ¢ok yiiksek polariteye sahip maddeler ile ¢esitli
biyopolimerlerin analizi i¢in uygun bir ayirma metodudur.

Sistemde, dar ve kisa bir kolonda



e Solventin akig hiz1
o Kompozisyonu
e Hacmi
degistirilerek ve coklu gradient eliisyon uygulamalar1 kolaylikla yapilabilmektedir.

HPLC’nin diger sivi kromatografisi tiirlerine gore iistiinliikleri:

e HPLC kolonu rejenerasyon olmadan birden fazla kullanilabilir.

e Kullanicinin becerisine daha az dayanir ve tekrarlanabilirlik daha ytiksektir.

e Nicel analiz amaglari1 i¢in de kullanilabilir.

e Analiz siiresi kisadir.

e Duyarlilik ¢ok yiiksektir, ¢ok kii¢iik miktarlar floresans ya da elektron yakalama
dedektorleri kullanilarak tayin edilebilir.
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Coziicii Dagitma Sistemi
HPLC cihazi, diger sivi kromatografisi cihazlarindan, daha once de belirtildigi gibi, kolon
giris ve ¢ikisi arasinda olusturulmasi gereken yiiksek basing nedeni ile farklilik gosterir. Bu
basing farki, kolon girigine bir pompa yoluyla uygulanan basing ile saglanir. Coziicii
pompalama sistemi belki de HPLC sisteminin en 6nemli kismudir.
Pompanin performansi, analitik sonuglardaki tekrarlanabilirligi, nicel degeri, gdzlenebilme
smir1 vb. degerleri biiyiik dl¢lide etkiler.
Coziicii Dagitma Sistemi
Ticari olarak mevcut pompalama sistemleri;

e Dogrudan gaz basing pompalar1

e Pnomatik hizlandiric1 pompalar

e Pistonlu pompalar

e Siringa tipi pompalar

Dogrudan gaz basing pompalarinda, yiiksek basingta sivi akisiin saglanmasiyla olur.
Genellikle azot veya helyum gazmin kullanilir. Gaz basinci, hareketli fazin yiizeyine
dogrudan veya bir diyafram yoluyla uygulanir.

Bu sistem simirl1 bir hacime sahiptir, bu yiizden durdurularak tekrar ¢6ziicii ile
doldurulmalidir. Avantaji, ucuz ve tek hareketli faz kullanildiginda giivenilir olmasidir.
Pnomatik (havaly) pompalar da gaz basinciyla ¢alisir. Gaz basinci kiigiik alanli bir pistonu
iten biiyiik alanl bir pistona etki eder. Gaz basinci boylece pistonlarm ylizey alanlar1 oraninda
kuvvetlenir. Sabit basingtaki siv1 sisteme dagitilir. Stvinin pompayi1 terketme hizi, ¢oziiciiniin
vizikositesine, pompa ¢ikisindaki akisin direncine ve kolon dolgu maddesiyle olan etkisine
baghdir.

Siringa tipinde pompalarda, elektriksel olarak hareket eden kursun vida, verilen ¢oziicii
hacmini yeterli basingta tutan bir pistonu hareket ettirir. Bu pompalarin baslica avantaji,
yiiksek basingta (7500 psi’a kadar) serbest pulslu akis saglama yetenekleridir ve akis hizi,
calisilan basingtan bagimsizdir.

(Coziiciiler, ayirma kolonuna girmeden Once karistirilirlar. Bu sistem gerekli ayirmayi
saglamakta kullanilan iki hareketli faz i¢in, iki yliksek basing pompasina sahiptir. Bu amagla
kullanilacak iki hareketli fazin tamamen karigabilir olmasi gerekir. Pompalar yoluyla
coziicliler, ya diflizyon ya da mekanik olarak calisan kii¢iik hacimdeki karistirma odalarinda
karistirilirlar.



Kolonlar
HPLC cihazinda kullanilan kolonlar, yiiksek basinci korumak i¢in paslanmaz ¢elikten
yapilmiglardir.
Diizgiin bir i¢ ¢apa sahiptirler ve ticari olarak degisik biiyiikliiklerde mevcutturlar.
Bir kromatografik sistemin performansi, kolonda gerceklestirilen ayirma ile yani, kolon
dolgu maddesinin se¢ilmesi ve kullanilmasiyla tayin edilir.
Iyi bir kolon dolgu maddesi:
e Kararli olmalidir.
e Hem hareketli faz ¢oziiciilerine hem de 6rnek ¢ozeltilere karsi inert olmalidir.
e Genis yiizey alanina sahip olmalidir.
e Yiiksek basing ve yliksek akis hizlarindan etkilenmemelidir.

Kolon verimi:

kolon dolgu maddesi,

ortalama parcacik ¢api,

kolonu doldurmak i¢in kullanilan teknikler,
kolonun i¢ capi,

kolonun i¢ yiizeyinin geometrisi

gibi faktorlere baghdir.

Paslanmaz ¢elik kolonlarin, malzeme 6zellikleri  agisindan en uygun kolonlar oldugu
ortaya ¢ikmistir. Analitik uygulamalarda, 2.1 mm, 3.2 mm ve 4.5 mm i¢ ¢apa sahip kolonlar
10-30 cm arasindaki uzunluklarda kullanilirlar.

Dedektorler

HPLC i¢in ideal dedektor; genis bir konsantrasyon araliginda ytiksek duyarliliga, diisiik
giiriiltii seviyesine, belirli segicilige sahip olmalidir

Dedektor tipleri:

e Maddenin bazi tabii 6zelliklerinin tanilanmasia yonelik madde-6zel dedektorler
(Absorbans, flouresans, elektrokimyasal, iletkenlik dedektorleri)

e Kolonda ayrilan maddelerin varligii, mobil fazin kiitle 6zelligine dontistiiren, kiitle
ozellikli dedektorler (Reaktif indeks dedektdrii)

e Maddenin tanimlanmasindan 6nce evaporasyonla mobil fazin uzaklastirildigi
desolvasyon dedektorleri (hareket eden tel dedektdrii, modifiye FID dedektorii, kiitle
dedektorii)

o Kimyasal reaksiyon iceren tiirevlendirme dedektorii

Enjeksiyon sistemi-kolon ve kolon-dedektor arasindaki baglant1 borularmin uzunlugunun
miimkiin oldugu kadar kii¢iik olmasi1 istenmektedir.

Bu 6rnek seyrelmesini engelleyen, 0.025-0.05 cm i¢ ¢apa sahip (¢elik ve teflon) baglanti
borularinin kullanilmasiyla gerceklesmektedir.

HPLC calismalarinda sabit faz olarak genellikle silikajel kullanilir. I¢erdigi gruplar nedeniyle
zayif asidik ozellik gosteren silikajel, bazik 6zellik gosteren bilesikleri bazlik kuvvetlerine
gore tutar (kuvvetli bazlar silikajel kolonlarda zayif bazlara oranla daha kuvvetli tutulur).
Silikajel dogrudan dolgu maddesi olarak kullanildig: gibi bir kat1 ylizeyine film halinde de
kaplanabilmektedir.

Elemental tiirlendirme amaci ile kullanilan dolgu maddesi ise genellikle anyon ya da
katyonlar1 tutan iyon degistirici re¢inelerdir. Bu reginelerin kullanilmasi durumunda 6rnekte
iyon halinde bulunan tiirlerin birbirinden ayrilmasi saglanabilir. Kullanilan iyon degistirici
recineler dogrudan kolona doldurulabilen kat1 regineler olabilecegi gibi, bir kat1 yiizeyine



kaplanmis s1vi recineler de olabilir. Iyonlarin bu reginelerle olan etkilesimi iyonlarin yiikii ve
biiyiikliigii, pH, iyon siddeti, kullanilan re¢inenin gozenekliligi, ¢dziicii cinsi, ¢oziicli derigimi
ve sicaklik ile degismektedir.

Birkag bilesenden olusan bir karisimdaki her bilesen, farkli bir net yiike sahiptir ve bu yiizden
kolondan ayrilmasi i¢in farkli bir iyonik kuvvet gerekmektedir. Iyonik kuvvet tamponun ya da
tampona eklenen tuzun artan derigimiyle artabilir. Bu 6rnegin kolonda alikonma siiresini
azaltabilir ve bilesikler farkli tuz derisimlerinde kolondan ayrilir.



