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. 
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Kromatografik modellemeler tamamen empiriktir. Hiçbir birim sistemine uymaz. Varsayımlar üstüne kurulmuştur. Taşıyıcı faz moleküllerinin kolonu kat etmeleri için gerekli olan zaman “tm”, çözücü moleküllerinin hareket hızına ise “u”, analitin kolon çıkış süresi “tR”, çözücünün kolondaki hareket hızına “v” dersek; modellemeyi basit bir mantıkla yaparız.
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Alıkonma Faktörü; analitin kolonla etkileşiminin ölçüsüdür.
Çok büyük olursa analit kolondan çıkmaz.

Çok küçük olursa analit kolonda tutunmadan çıkar.

Sayısal olarak 2-10 arasında olması idealdir. Ama kı, kolonun iki analiti ayırabilmesinin ölçüsü değildir.

Kolonun iki analiti ayırabilmesinin ölçüsü; seçicilik faktörü (α) olarak tanımlanır. α gerçekte; iki analitin sabit faz ile hareketli faz arasındaki dağılma sabitlerinin oranıdır.
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Tüm kromatografik kolonlar destilasyon kolonuna benzetilerek modellenir. Kolon içinde analitin tutunduğu bölgelere teorik plaka veya tabaka adı verilir. Analit bir tabakada en yüksek derişimde bulunurken bu tabakanın altında ve üstünde gitgide azalan derişimlerde simetrik olarak dağılır. Bu sebeple kolondan çıkarken analit sinyali gaussian piki şeklinde gözlenir. 
Kolon içinde analitin yer aldığı her bir tabakanın kalınlığına, “H” denir.
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N: Tabaka Sayısı

L: Kolon Boyu

H: Tabaka Yüksekliği (kalınlığı)

· Tabaka sayısı ne kadar yüksekse; kolon o kadar kalitelidir. Pik o kadar daralır.
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Tabaka sayısı; bir kolonda analitten analite değişir. Ortalama tabaka sayısı verilebildiği gibi birbirinden çok farklı değerler varsa ortalama alınamaz.
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W: Pik Taban Genişliği. Analitin % 96’sının kolondan çıkışın süresi.
WA: A analiti için pik taban genişliği

WB: B analiti için pik taban genişiliği
Rezolüsyon (R): Kolonun ayırma gücüdür.   
                      [image: image114.png]



[image: image115.png]



[image: image116.emf] 

B  


[image: image117.emf] 

B  


[image: image118.emf] 

B  


[image: image119.png]tRB~tRA
Wa  Wg
2 T2




[image: image120.png]tRB~tRA
Wa  Wg
2 T2




[image: image121.png]



NOT: kıB ve kıA birbirinden çok farklıysa bu eşitliği kullanma şansımız yoktur. Bu durumda ortalama [image: image5.png]


 değeri tercih edilir. kıB ve kıA nın birbirinden çok farklı olması tabaka sayılarının da birbirinden çok farklı olması anlamına gelir. 
A ve B analitlerinin tabaka sayıları birbirinden çok farklı (NA [image: image7.png]«



 NB) ise bu durumda; Nort alınamaz. Bu durumda rezolüsyon değerini hesaplamak için, aşağıda formül kullanılır.
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Rezolüsyon değerinin en az 1,5 olması istenen durumdur, bunun altında ise ayırma tam olarak olmamış demektir.

Uygulamalarda her zaman Gaussian pikleri gözlenmez. Özellikle pikin tabanında kuyruklanmalar veya genişlemeler olabilir. Her zaman pik tabanını net olarak okumak mümkün olmayabilir.
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· N (tabaka sayısı); ne kadar büyükse o kadar iyidir ancak bu kez de analiz süresi uzar. 
· Özellikle kuyruklanmış pikler için aşağıdaki formüller de kullanılabilir.
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Pik Kapasitesi: Verilen bir alıkonma süresi içinde o alıkonma süresine sığabilecek olan Rezolüsyon değeri 1’den büyük olan piklerin toplam sayısına pik kapasitesi adı verilir. 
Basitçe;   
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Tabaka sayısı ne kadar çoksa pik kapasitesi de o kadar yüksektir.
SORU: Uzunluğu (L) 25,7 cm olan bir kolonda hacimsel akış hızı (U) 0,313 cm3/dak olan bir taşıyıcı faz akmaktadır.

Vm = 1,37 ml

Vs = 0,164 ml
tm (Ölü Zaman)= 3,1 dakika

	
	tR (dakika)
	W (dakika)

	A
	5,4
	0,41

	B
	13,3
	1,07

	C
	14,1
	1,16

	D
	21,6
	1,72
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olduğuna göre;

a) Her analit için tabaka sayısını (N) ve kolonun ortalama tabaka sayısını (Nort) bulunuz.
b) Kolunun ortalama tabaka yüksekliği nedir? (Hort?)

c) k1 değeri nedir?

d) Seçicilik faktörlerini (α), dağılma katsayısını (K) hesaplayınız
e) Rezolüsyon değerlerini (R) bulunuz.
f) RCB = 1,5 olması için gerekli kolon uzunluğu nedir?
NOT: Kolon verimliliği: tabaka sayısı fazlaysa kolon verimliliği yüksektir.
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· Kolonun genel rezolüsyonunu hesaplarken ortalama tabaka sayısı kullanılabilir. Plaka sayıları birbirine yakın olduğu zaman kolon için ortalama plaka sayısı alınabilir. Tabaka sayıları birbirine yakın değilse ortalama alınamaz. Bu örnekte tabaka sayıları birbirlerine yakın olduğundan ortalama tabaka sayısı kullanılabilir.
a) [image: image9.png]=0,010146
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· kı farklı şekilde hesaplanabilir. Ancak en kolayı en kısası kromatogramdan hesaplanandır.

b) Seçicilik Faktörü (α);
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· Kromotografik modellemeler hep kabuller üzerinedir ve farklı şekilde elde edilen sayısal değerler birbirleriyle tam anlamıyla uyuşmayabilir.
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Dağılma Katsayısı (K) 
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c) Rezolüsyon değeri k1, α ve N değerlerini kullanarak hesaplandığı gibi, kromatogramdan (tR, tm) da hesaplanabilir.
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Kromatogramdan Hesaplama:
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· R değeri; 1,5 ve üzerinde ise ayırma olmuş kabul edilir. 

· R değeri; 1,5’in altında ise ayırma tam olarak gerçekleşmemiş demektir.

· A ve D maddeleri için bu kromatogram uygun, ancak B ve C için uygun değil. B ve C’yi ayıramayız.

Kromatogramdan hesaplanan değerle tam formüller uyum halinde olmayabilir. Örneğin RBA değeri;
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· Rezolüsyon hesaplanırken; eğer [image: image14.png]


 değerleri birbirinden çok farklı ise (kıA= 0,74  kıB = 3,29)  ortalama [image: image16.png]


 (kıort) kullanılabilir.
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· kıB ve kıC değerleri birbirine yakın (kıB = 3,29   kıC= 3,55) olduğundan RCB’yi hesaplarken kıort almaya gerek yoktur.
· RDC’yi hesplarken kıC ve kıD değerleri birbirine yakın olmadığından (kıC = 3,55  kıD= 5,96) olduğundan RDC’yi hesaplarken kıort kullanılabilir.
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· Bu formül NA [image: image22.png]


NB’ye yakınsa kullanılır.
· [image: image149.png]K'B+K'A




Eğer NA ve NB değerleri çok farklı ise; o zaman eşitliği aşağıdaki şekilde kullanırız.
d) Kolon verimliliği ayırma gücünü etkilediğine göre R değeri N sayısı ile orantılıdır. Hesaplanan durum için bulduğumuz RCB değerine RCB1 dersek; 
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Rezolüsyonun 1,5 olduğu duruma RCB2 dersek;
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Bu iki denklem birbirine oranlanırsa,
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Bu orantıdan N2 çekilirse;
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Bir tabaka yüksekliği, Hort = 0,010146 cm olduğundan,

 L = N.H = 11321 x 0,010146 = 114,86 cm [image: image28.png]


 115 cm
Ancak HPCL’de 115 cm’lik bir kolon olmaz. En fazla 25 cm’lik kolon olur.
115 cm demek saatlerce analiz yapmak demektir.
SORU: m ve V türleri için su ve hekzan çözücüleri arasında dağılma katsayıları (K) sırasıyla 6,01 ve 6,20 olarak veriliyor. Su absorplamış silikajel kolonda taşıyıcı gaz olarak hekzan geçirilerek M ve N analitleri birbirlerinden ayrılmaya çalışılır. Kullanılan kolonda                     VS / VM = 0,422’dir. 
a) Bu verilere göre analitlerin alıkonma faktörünü (k1), seçicilik faktörünü (α) hesaplayınız?
b) Rezolüsyon değerinin (R) 1,5 olması için gerekli olan tabaka sayısını (N) hesaplayınız? 

c) Bir tabaka yüksekliğinin (H) 0,0022 cm olduğu varsayılarak kolon boyunu (L) hesaplayınız?
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c)
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1950 yılında;

1980 yılında;
[image: image154.png]“Tre12s




[image: image155.png]


[image: image156.png]


[image: image157.png]N
n:l+gln(1+k’max)




dp ne kadar küçülürse yüzey o kadar artar. C’nin azalması demektir.
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Van Deemter Eğrisi
B, kolon boyunca olan difüzyon sabitidir. Gazlarda difüzyon hızı yüksek olduğu için; gaz kromatografisinde önemi büyük ama sıvı kromatografisinde ihmal edilecek kadar küçüktür.
C’nin değeri ise, U ile doğru orantılı değiştiğinden; Faz denklemi U’ya karşı H şeklinde grafiklenecek olursa;
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              Van Deemter Eğrisi
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Van Deemter Eğrisi
Van Deemter Eğrileri bize gazların hızının etkisinin olmadığını gösteriyor.

Gaz Kromatografide (GC), taşıyıcı gaz sadece sürükleyicidir. Ayırmayı belirleyen sabit fazla analit arasındaki etkileşimdir.

Sıvı Kromatografide (LC), taşıyıcı fazın polaritesi ayırmayı etkiler. Taşıyıcı faz ile analit arasındaki etkileşimdir. Sıvı fazda belli bir taşıyıcı gaz kompozisyonunda ayırma mutlak olur.

Gaz Kromatografide (GC),  mutlak ayırma sağlanacak diye bir şart yoktur. Bir GC kolonu iki analiti birbirinden ayırmıyorsa kolon sıcaklığını değiştirmek tek alternatiftir.

Sıvı Kromatografide (LC),  ise taşıyıcı fazın bileşimi değiştirilerek ayırma sağlanabildiği gibi, kolon sıcaklığı da değiştirilerek ayırma sağlanabilir.

Bu bakış açısıyla Sıvı Kromotografisi üstün gibi görünür. Oysa her iki yöntemin de avantaj ve dezavantajları vardır. Analite bağlı bu seçim yapılmalıdır. 

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. 
Gaz kromatografi cihazlarında alıkonma süresinin yanında alıkonma hacmi adı verilen bir parametren daha bahsedilir. Buna da VR denir. VR kolonda tutulan gaz analit hacmidir. Ancak birim sabit fazın absorplayabileceği gaz miktarı zaten sınırlıdır. Birim sabit fazın absorpladığı (tuttuğu) gaz miktarı Vg ile gösterilir. Buna spesifik alıkonma hacmi adı verilir. 

Spesifik Alıkonma Hacmi;  [image: image30.png]K8
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d: Sabit fazın yoğunluğu

Tc: Kolonun çalışma sıcaklığı

Dolayısıyla spesifik alıkonma hacmi dikkat edilirse sadece sıcaklıkla değişir. Gazların difüzyonları yüksek olduğundan analit miktarı fazla ise Vg de o denli büyük olacağından kısa kolonlarda (uzunluğu yüksek olmayan) çok sayıda analitin Vg kolon hacmini geçebilir. (Kolon hacminin üzerine çıkabilir.)

Bu sebepten dolayı GC kolonları mümkün olduğunca uzun yapılmalıdır.
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Verimlilik açısından bu kolon bir fırın içine alınmıştır. Isıtma kontrollü fırın.

Yeni gaz cihazlarında split-splitless bulunmaktadır.

Split-Splitless: Günümüzdeki GC kolonları kapiler kolon adı verilen çok ince ancak çok uzun kolonlar olduklarından ppm düzeyindeki analitler bile dedektörün okuma sınırının tavanına kadar çıkabilmektedir. Bu sebepten dolayı analizin türüne göre örnek analit miktarı ppm düzeyinde ise enjekte edilen miktarın belli bir bölümünü dedektöre yollayan ayırıcıya split-silitless adını veriyoruz. Spilit-Spilitless’ten gelen gaz karışımından onda birinden binde birinde olan kısmı ayrılarak dedektöre yollanır. Ancak çok seyreltik maddeler çalışılırken split-splitless oranı 1 tutulur.
Bütün analizler direkt kolonda ayrılmayabilirler. Veya dedektörde sinyal vermeyebilirler. 
Analitlerin ayrılmasını sağlamak veya dedektörde sinyal vermelerini sağlayabilmek için türevlendirme yapılabilir. Bunlar eklenebilir, modülerdir. İkisi birden (kolon öncesi, kolon sonrası)  de olabilir. Ayrı ayrı tek tek de olabilir.
KOLONLAR
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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                                                                   ONa
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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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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.

[image: image180.png]k'B
“54= Tia

329
074




[image: image181.png]tre— tm _141-31

=R = 1,078
tas — tn 13331

e



[image: image182.png]k'c_ 355
ey = e
KB 329

1,079



[image: image183.png]— o~ tm

tre = tm

216 —

141-31

1,682



[image: image184.png]k'D _ 3596
Kpe=
2T 3,55

1,679
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OH-Si-OH      +      OH-Si-OH                                 OH-Si-O-Si-OH      

       OH                          OH                                             OH    OH

                                                                                                           Silil Eter Bağı
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-Si-O-Si-O-Si-O

                    Silil Eter Bağı
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 OH   OH   OH    OH                                          

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

                                                                     Cl

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

     Cl        Organometal Bileşiği                            Cl

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

     Cl                                                                           Cl

                                                                            Dimetildiklorosilan

Dimetildiklorosilan, su ile etkileştirilirse;
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CH3-Si-CH3  +  2H2O                             CH3-Si-CH3  

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

       CH3                                CH3                                                                   CH3     CH3
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                 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
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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.

Sıvı kromatografide kullanılan kaplanmış dolgu maddeleri sıcağa daha az dayanıklıdır. Bunlar 80 ⁰C’nin üzerindeki sıcaklıklarda dayanamazlar.

Sıvı kromatografide kullanılan destek dolgu maddeleri tamamen silikajel üzerine kaplama yapılarak elde edilir. (GC ile LC arasındaki en büyük fark)  

        Cl                                                                                   Cl
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Cl- Si- Cl     +  2CH3-Mg-Cl                                         CH3-Si-CH3
         Cl                                                                                  Cl

                                                                                     Dimetil-diklorosilan

Bu madde (Dimetil-diklorosilan) üzerine C18H37-Li eklenirse;

                                                  Cl
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CH3-Si-CH3

        C18H37

Bu maddeyi bir silikajel ile tepkimeye sokarsak;

Silikajel yüzeyindeki bütün Si-OH gruplarını silil etere çevirme imkânı yoktur. Bir miktar Si-OH grubu kalır. Ancak oluşan silil eter gruplarının sayısı ne kadar yüksekse dolgu maddesi o ölçüde sağlam ve kalitelidir. Silil eter gruplarının miktarının başlangıçtaki Si-OH sayısına (miktarına) oranına dolgu maddesinin kaplama oranı adı verilir. Kaplama oranı ne kadar yüksekse kolon o kadar pahalıdır.

DEDEKTÖRLER
GC DEDEKTÖRLERİ
GC cihazında analizi karakterize eden en önemli unsurlardan bir tanesi kolonlardı. Analizi karakterize eden 2. unsur ise detektördür. 
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.
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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)
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Karbon sayıları aynı olmasına rağmen etil alkolde –OH grubu (oksijen) olduğundan sinyalin şiddeti azalmıştır. 

Petrol ürünleri hidrokarbonlar ve doğal birçok ürün FID dedektörde dedekte edilebilir. Ancak C-Cl veya C-Br bağı taşıyan bileşikler kolay okside olmadıklarından FID dedektörde iyi sonuç vermezler.

FID dedektörde özellikle pestisitler sağlıklı bir şekilde dedekte edilemezler. Çünkü birçoğu C-Cl bağı içerir. Bu sebepten dolayı pestisit çevre analizleri için FID dedektörünün kullanımı sınırlı olduğundan TCD (Termal İyonlaşma Dedektörü) geliştirilmiştir. Katarometre adı da verilir.

Yanma esnasında organik bileşikler alevin indirgen kısmında C sayısı ile orantılı olarak pozitif iyonları meydana getirirler. Bu C iyonları elektrotlara göç ederek mikroamper veya nanoamper seviyesinde bir akım oluşturur. Bu akımın şiddeti C sayısıyla ve dolayısıyla analit miktarıyla orantılıdır.

FID’nin dedekte edilebilmesi için alifatik veya aromatik C-H bulunmak zorundadır. Analitteki O2 sayısı arttıkça FID dedektörün gözleme ya da tayin sınırı yükselir.
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CH3-CH2-CH2-CH3 (g)  
daha düşük derişimde seçilebilir.
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CH3       C     C    CH3 (g)
             O     O
C-X (Karbon-halojen) bağları içeren organik maddeler oksitlenmeye karşı dirençlidir.
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C-X bağı içeren analitler;

- Klorlu pestisitler (DDT)


- Poliklorofeniller (PCB)

- CFC gazları
FID dedektörünün göremediği C, halojen bağı taşıyan bileşikler, özellikle klorlu pestisitlerin kalıntıları, bol oksijenli bileşiklerin dedeksiyonunda, 
· TCD dedektör (termal iletkenlik dedektörü) kullanılır.

· ECD dedektör (elektron yakalama dedektörü) kullanılır.
2. TCD Dedektör (Termal İletkenlik); Birkaç cm (1 ya da 2 cm) büyüklüğünde küçük bir kutudan (fırından) ibarettir. Kutunun içinde direnci sıcaklıkla çok fazla değişebilen bir elektriksel direnç (iletken tel) bulunur. Direnç bir elektrik devresine bağlıdır. Bu dedektör sabit bir sıcaklıkta tutulur. Normalde kolondan sadece taşıyıcı gaz gelirken direncin sıcaklığı sabit olduğundan devreden belli bir akım geçer. Ancak kolondan gelen taşıyıcı fazda analit bulunduğu zaman gazın kompozisyonu değiştiğinden direncin sıcaklığı da çok az değişir. Buna paralel olarak devreden geçen akım şiddeti de değişir. Bu akım şiddeti değişikliği dedektörde sinyal olarak kaydedilir.
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Taşıyıcı gaz belli bir akış hızında mikro fırının içinden geçerken sıcaklık dalgalanması olmaz. Çünkü taşıyıcı gazın ısı iletkenliği bellidir. Fırın sıcaklığı sabittir. Bu esnada devreden geçen akımı bilgisayar, sıfır çizgisi olarak kabul eder. Analite ait fraksiyonlar, taşıyıcı gaz ile birlikte kolondan gelince analitin ısıl iletkenliği taşyıcı gazdan farklı olduğundan analitin fırından geçişi esnasında, iletken telin sıcaklığı çok az da olsa değişir ve Ohm Yasası gereği üzerinden geçen akım şiddeti de değişir. Bilgisayar bunu analite ait sinyal olarak kaydeder. Halojen içeren organik bileşiklerin ısıl iletkenlikleri düşük olduğundan katorometre (TCD dedektör) ile dedekte edilebilirler. 
TCD dedektörünün FID Dedektörüne üstünlüğü her türlü gaz analite uygulanabilmesidir. TCD Dedektörünün dezavantajı; Ancak FID ppb düzeyinde ölçüm yaparken, TCD ppm düzeyinde ölçüm yapabilir. 

FID dedektör kadar düşük derişimleri ölçebilen ve her türlü analitte kullanılabilen dedektör ECD Dedektörüdür.
3. EEC Dedektör (Elektron Yakalama): ECD dedektör yine birkaç cm’lik çapa sahip yalıtkan bir kutudan ibarettir. Bu kutu içinde yine FID dedektörde olduğu gibi doğru akım devresine bağlanmış anot ve katot vardır. Gazın dedektöre girdiği noktada bir tane 60Ni radyoizotopu yerleştirilmiştir. Bu 60Ni izotopu bir β yayımlayıcısıdır. Yani sürekli etrafına elektron fırlatır. Bu elektronlar taşıyıcı fazı da analiti de iyonlaştırırlar. Ancak taşıyıcı fazda analitin iyonlaşma miktarı doğal olarak farklıdır. Oluşan bu iyonlar anot ve katoda göç ettiklerinden doğru akım devresinde mA ile nA arasında bir akım doğurur. Analit taşıyıcı faza göre farklı miktarda iyonlaşacağından analit dedektörden geçerken akım şiddeti de değişir. Bu da sinyal olarak kaydedilir. 
EEC dedektör FID dedektör gibidir. ppb seviyesindeki analitleri dedekte edebilir. Üstelik her türlü analite uygulanabilir. Ancak mahsuru radyoaktif parça içermesidir. Her radyoaktif parçanın yarılanma süresi olduğundan ECD dedektörünün belli bir raf ömrü vardır. Üretimlerinden belli bir süre sonra bu ekipman kullanılsa da kullanılmasa da ömrünü tamamlar. 60Ni zamanla zayıflar, elektron fırlatma şiddeti azalır. Dedektördeki bu parçanın değiştirilmesi gerekir. 
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Bunu dışında 1990 sonrasında geliştirilen bir dedektör AED Dedektörüdür. (Atomik Emisyon Dedektörüdür)

4. AED Dedektör (Atomik Emisyon Dedektörü): 2000’den sonra çıkmıştır.
Bu dedektörler 5000-6000 Kelvin sıcaklıkta plazma oluşturarak analiti parçalarlar ve bu sıcaklıkta parçalanmış atomların verdikleri emisyon sinyaline göre dedeksiyon yaparlar. Analitteki tüm atomlara göre ayrı ayrı sinyaller verebildiklerinden diğer dedektörlere göre oldukça avantajlıdır. Ancak helyum plazması kullanıldığından çok fazla helyum tüketirler. Yani kullanımı pahalı dedektörlerdir. 

ICP-OES esaslı çalışır. Kolondan gelen gaz karışımını He ve Ar plazmanın içine gönderilir. Ve ortaya çıkan atomik emisyonları CCD dedektörle hepsini aynı oranda kaydeder.
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N2
           H,C,O,N plazmasına dönüşür.

CH3-OH

C2H5-OH

C4H9-OH 
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En büyük mahsuru; yeni ve masraflı bir sistem olmasıdır.

Bunun dışında GC sistemlerinde fosfor ve kükürt içeren bileşikleri dedekte edebilmek amacıyla bazı dedektörler satılmaktadır. Ancak bu dedektörler genel kullanım amaçlı değil sadece özel kullanım amaçlıdırlar.

5. Termoiyonik Dedektör (TI): Fosfor ve azot için geliştirilmiştir. FID’ye benzer. Sadece içinde Rb2S3 levhalar katalizör olarak bulunur, FID gibi çalışır. Rubidyum Silikat; fosfor ve azotlu bileşikler söz konusu olduğunda FID dedektörde olduğu gibi; fosfor ve azot iyonlarının oluşmasını sağlar.

Gaz kromatografide alıkonma süresinin yanı sıra, alıkonma hacmi de denen bir parametreden bahsedilir.
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Kolonun içindeki adsorbanın kütlesi,  W ise;
Analite ait spesifik alıkonma hacmi, Vg 
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Bir analitin gaz kromatografi kolonunda absorplanma miktarı sadece dağılma sabitine bağlıdır. Bu eşitlik taşıyıcı faz ile analitin etkileşmediğini açıklayan eşitliktir. Aynı zamanda gaz kromatografi yönteminde kolona enjekte edilen analit miktarı yüksek olduğunda kolonun ayırma yapmayacağını ifade eder.
GC’de yöntemi karakterize eden faktörlerden biri; dedektör diğeri kolon dolgusudur.
GC’de adsorbanları (dolgu maddeleri), siloksan polimerleridir.

Siloksanlar Si’nin halojenürlerinden üretilmiş olan bir tür silikajellerdir.
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Cl-Si-Cl    +     CH3-MgCl                                  Cl-Si-Me       
Me-Si-Me

     Cl                                                                        Cl                            Me

                                                                                                  TMS
[image: image249.png]4.F.t,

= dkolon®.wL

_ 4l4s,
"~ (46)73,1416.150

e 0,63



     Me
Cl-Si-Cl    
     Me
Si-C-R bağı; su → karboksilik asit gibi maddeler karşısında HCl vererek; Cl-OH’ın değişimine neden olur. 
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Si    Cl  + H2O               HCl  +       Si    OH
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  Me                                                                 Me
 Cl    Si    Cl   +H2O                                    OH     Si     OH
 Me                                                                  Me
                                                       Dimetil dihidroksi silan
Ortam sıcaklığı 40-50 °C’yi geçince dihidroksi- metil-silan polimerleşmeye başlar.
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 OH    Si    OH                                            HO     Si     O      Si    OH
   Me                                                               Me           Me   n
                                                               Polimetil Siloksan
Polidimetilsiloksan ve türevleri gaz kromatografide adsorban olarak kullanılan fazlardır.

Polidimetilsiloksan apolar sabit faz olarak tanımlanır. (kapiler kolonda)

Metil gruplarından belli bir kısmı, fenil veya farklı alkil grupları olarak zincire yerleştirilebilir. 
O zaman kolon; % 10 fenil polidimetil siloksan orta polar, 
                           % 50 fenil polidimetil siloksan ortanın üzeri polar 
gibi ifadelerle tanımlanır.
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HO     Si     O      Si    OH
          Me            Me  n
% 50 fenil polidimetil siloksan (polar kolon)
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Bu maddeler; vaks yapısında olduğu için kapiler kolonların içine kolonun üretimi esnasında belli kalınlıkta konarak kolonun içinde polimerize edilebilirler.

Bunun dışında GC’de; sadece polietilen glikol sabit faz olarak kullanılır.
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Gaz kromatografide analizi karakterize eden faktörlerden birisi; dedektör, diğeri kolondur. Benzer olay sıvı kromatografide de geçerlidir. Ancak sıvı kromatografide kolon daha ikinci planda kalır. Ayırmada etkili faktör; taşıyıcı fazın kompozisyonudur. Gaz kromatografide kolon ayırma yapmıyorsa; yapılabilecek müdahale kolon sıcaklığını değiştirmektir. Ayırma yine sağlanamıyorsa; çare kolonu değiştirmektir.

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.

[image: image280.bmp]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. 





λ1……. λn’e kadar tüm ışıkların absorpsiyonları ölçülür. Bu nedenle sadece 2 boyutlu spectrum vermiyor.



DAD dedektörde 3 boyutlu spectrum çıkartır.

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.

SIVI KROMATOGRAFİ

HPLC

1952’de ilk GC pratikte daha iyi
          (daha akışkan olması kolaylık sağlar)
1966’da ilk LC teoride daha iyi






POMPALAR
Pompalar üç türlüdür:
· Peristaltik pompalar            

· Sürgülü pompalar

· Pistonlu pompalar              1000 Bar
Peristaltik Pompa: Bir sıvının üzerinde basınçlı gaz kullanılarak o sıvıyı akışkanlaştıran pompalara denir. Gaz basıncıyla taşınır. 
Sürgülü Pompa: Bir Arşimet helezonu yarımıyla taşınan pompadır.

Pistonlu Pompa:

Geri akışı önleyen sistem; peristaltik ve sürgülü pompalarla arasındaki basıncın sürekliliğidir.

Pistonlu pompalarda basınç sürekli değildir.




Pistonlu pompalarda motorun devir sayısı arttıkça basıncın değişim aralığı küçülür. Aynı zamanda pistonun pompa çıkışına basınç dengeleme odası denen birkaç cm3’lük bir boşluk eklenirse kolonlar basınçtaki değişikliği hissetmez. Günümüzde iletimi sağlayan kapiler 1/16 inç kalınlığında paslanmaz çelik borulardır. Boru uzunluğunun pompadan itibaren basıncın düşmesine katkısı vardır. Enjeksiyonun yapıldığı birim sisteme kesiklilik kazandırır. Enjeksiyon parçası “Rheo Dyne” birbiri etrafında dönebilen aynı eksenli iki paslanmaz çelik silindirden ibarettir. 





· İçteki dönebilen, dıştaki sabit silindir.
HPLC KOLONLARI
HPLC kolonları 2 grupta incelenir; 

· Preparatif kolonlar; Ø = 1-16 cm

· Analitik kolonlar;    Ø = 3,2-4,6 mm
                                 L = 15-25 cm (bazen 10 cm)

Preparatif kolonlar özellikle biyolojik amaçlı çok az üretilebilen malzemeleri saflaştırmada kullanılır. Analitik bir amaçla kullanılmaz.
Ayırma ve tanı amacıyla kullanılan kolonlar; analitik kolonlardır. 

Gaz kromatografisinde olduğu gibi kolonları silikajel esaslı dolgu maddelerinin üzerine kimyasal bağla tutulmuş olan çeşitli fonksiyonlu gruplardan meydana gelir.


Silikajel                                     Jel
Silikajel yüzeyinde bulunan Si-OH grupları; ne oranda silil eter gruplarıyla yer değiştirmişse; yani yüzey ne kadar çok alkil grubuyla kaplanmış ise kolon o kadar kalitelidir. Silil eter gruplarının sayısının; yüzeydeki toplam Si-OH sayısına oranına kaplama oranı denir. Kaplama oranı ne kadar büyükse kolonun kullanım ömrü ve kullanılma pH aralığı o oranda yükselir.

Si-OH grubu asidik bir gruptur; kuvvetli bazlarla nötralize olur. ……     kaplama oranı düşük olan kolonlar pH; 2-11 arasında kullanılabilir. Silil etere bağlanmış olan alkil grupları dolgu maddelerini karakterize eder.
	Apolar
	Polar Kolon Dolgu Maddeleri

	1) Etil Kolon → C2H5
2) Oktil Kolon → C8H17
3) C18H37 → C18 Kolon

            ODS Kolon (Oktodesil Kolon)


             (Standart Kolon)

4) C22H45 Kolon

5) Trikantil Kolon → C30H61 
	Fenil Kolon → CH2-CH2-CH2-
Siyano Kolon → CH2-CH2-CH2-CN

Nitro Kolon → CH2-CH2-CH2-NO2
Amino Kolon → CH2-CH2-CH2-NH2
Diol Kolon →  CH2-CH2-CF3


Analitlerin Kolondan Çıkış Sırası

Analitin Tutulması Neye Bağlı

1) Analitin polar veya apolar olmasına

2) Taşıyı fazın polar veya apolar olmasına bağlı

Analitin hidrofob kısmı ne kadar büyükse C18 zincirleri arasında tutunma olasılığı da o kadar fazladır. Taşıyıcı faz analiti ne kadar sürüklüyorsa C18 zincirleri arasında bekleme olasılığı o ölçüde azalır.

Sıvı Kromatografideki R Grupları
En Sık Kullanılanlar

1. R= -C2H5 (Etil kolon), çok az kullanılır.

2. R= -C8H17 (Oktil kolon, C8 kolon), en sık kullanılan

3. R= -C18H37 (ODS kolon, C18 kolon), en sık kullanılan

4. R= -C21H43        gibi kolonlar da var. Bunlar az tercih ediliyor.

      -C29H59
5. R= -C3H6-NO2 (Nitro kolon)

6. R=-C3H6-
[image: image32.wmf]     (Fenil kolon)      Polar Kolon

7. R= -C3H6-CN (Siyano kolon)

8. R= -C3H6-NH2 (Amino kolon)

9. R= -CF2-CF2-CF3 (Perfloro kolon)

10. R= -CH2 - CH - CH2 (Diol kolon)
                            OH   OH

6,7,8 nolu kolonlar çok spesifik analizlerde kolaylık sağladığı için seçiciliği yüksek kolonlardır. Özel bir maddeyi analiz etmek için kullanılır. 

Diol kolon polimer analizinde tercih edilir.

Cihaz ile birlikte verilen kolon C18’dir. Gerek GC gerekse HPLC kolonlarında ortamın yani çözücünün bazik olmasından kaçınılır. GC’de bazik gaz problemi olmadığından bu önemli bir sorun yaratmaz. Ancak HPLC’de taşıyıcı fazın pH’ı kolonun sağlığı bakımından çok önemlidir. Çünkü Si-OH grupları ortamdaki hidroksit iyonları ile tepkimeye girer ve silikajelin yapısını bozarlar.


…..-Si-OH  + NaOH                  H2O   +   …..-Si-ONa

Bu, kolon dolgu maddesinin zehirlenmesi olarak tanımlanır. Dolgu maddesinin kaplama oranı ne kadar yüksekse zehirlenme tehlikesi o kadar azdır.

HPLC                   pH: 4-9

                             pH: 12-2

Ters Faz; Günümüzde sıvı kromatografi çalışmalarının % 95’i hatta daha fazlası ters faz çalışmasıdır, neredeyse normal faz çalışması hiç kalmamıştır. Sadece siyano, nitro gibi polar kolonlarla yapılan normal faz çalışmaları kalmıştır.

Apolar sabit faz, polar hareketli faz ile yapılan çalışmalara verilen addır.

Sıvı kromatografinin ortaya çıktığı ilk yıllarda (1966) sabit faz olarak kullanılan maddeler sadece silikajeldir. Kaplanmış dolgu materyalleri o yıllarda kullanılmıyordu. Taşıyıcı faz olarak da diklorometan hekzan kloroform gibi suda çözünmeyen kısmen apolar çözücüler kullanılıyordu. 70’li yılların ortalarında kaplanmış maddeleri üretilmeye başlanınca apolar sabit faz kullanılmaya başlandı ve bu yıllarda silikajel gibi polar sabit fazı hekzan gibi apolar taşıyıcı fazla yapılan çalışmalarla normal faz çalışması; apolar sabit faz, polar hareketli fazla yapılan çalışmalara ters faz çalışması adı verilir.

Her ne kadar Paskal Yasası sıvılarda basıncın sıvı içinde bir noktadan diğer bir noktaya eşit olarak iletildiğini söylese de bağlantıda kullanılan kapiler borucuklar bir miktar basınç düşmesine sebep olur Bu basınç düşmesi boyuyla orantılıdır.

SORU: F = 2 cm3/dak. 

              η =  1 mPas

              Ø = 0,25 mm ve L=80 cm kapiler kullanılırsa;

Kapilerin başlangıç ve sonu arasındaki basınç farkı nedir?
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2,8 bar’lık düşmeye yol açar.

Kapiler uzunluğu ve iç çapı aynı zamanda alıkonma süresini de etkiler. Kapiler ne kadar uzunsa alıkonma üresi o oranda büyür.

Kapiler uzunluğu ile alıkonma süresi arasındaki eşitlik; 
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Kolonların iç çapları da kromatogramın görünüşünü şiddetle etkiler. Çünkü kolon çapı alıkonma hacmini de etkiler. Kolon ne kadar inceyse, grafik uygulamada o kadar avantajlıdır.
İnce Kolon Avantajları

1) Az çözücü kullanarak dedeksiyon sağlar.
4,6 mm çaplı kolonda 10,0 ml taşıyıcı faz kullanılarak dedekte edilen analit;

3,2 mm çaplı kolonda 4,8 ml dedekte edilebiliyor.

2,0 mm çaplı kolonda 1,9 ml dedekte edilebiliyor.

2) Daha iyi dedeksiyon sağlar.

Ci: Enjekte edilen analit derişi

Vi: Enjekte edilen analit hacmi

VR: Dedeksiyona kadar sistemdan geçen alıkonma hacmi ise; 

dedektörde gözlenen Cmax
[image: image35.png]



SORU: 1 ppm’lik bir analitten HPLC sistemine 10 μL enjekte ediliyor. 1 cm3/dak akış hızında 
             14. dakikada sinyal gözleniyor. Bu kolonda taka sayısını 10.000 olarak verildiğine göre; dedektörde gözlenebilecek olan Cmax?


Bu kolonun 4,6 mm çapında ve 15 cm boyunda olduğu verildiğine göre; kolonun 25 cm olduğu ve çapının 3,2 olduğu durumundaki sinyal şiddetlerini birbirlerine göre kıyaslayınız.
Boy 25,0 cm olunca, N değişecek. Çap aynı kaldığına göre VR değişecek.



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

                                                 
[image: image36.emf]    ΔP küçük
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[image: image39.emf]    ΔP en büyük
Kolon içinde şu parametrelerden de bahsedilir;
İndirgenmiş tabaka yüksekliği (h) ;  
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İndirgenmiş hareketli faz akışı (ⱱ)

İndirgenmiş akışa karşı direnç (Ø)


Kolon empedansının sayısal değeri; kolonun ayırma için kalitesini, uygunluğunu gösteren sayısal değerdir. Kolon empedansı ne kadar küçükse; kolon ayırma için o kadar uygundur. Verilen değerler kolonları test etmekte kullanılan parametrelerdir. 
Synder (Sinder) Polaritesi 

Analitlerin çıkış sırasıyla ilgili, matematiksel bir modelleme net olarak yoktur. İlk defa 1980 yılında R.L. Synder kendi hesapladığı bir yönteme göre; Çözücülere bir polarite indeksi vermiştir. Matematiksel bir modelleme yapmıştır. Yani çözücünün, analitin ve sabit fazın polarlık derecelerine göre kolondan çıkış çıkış sürelerini bağıl olarak tahmin etmeye yarayan sayısal değerlerdir. 

Dielektrik sabiti

Dipol Momenti

Hidrojen bağı

Molekül Çapı
Bazı Çözücüler için Sayısal Polarite Değerleri:

Cl-CH2-CH2-CH2-CH3 (1-Klorobütan)’ın polarite indeksi 1,0 kabul edilmiştir.                                                        

H2O: 10,2

Me-CN: 5,8

Me-OH: 5,1

EtOH: 4,4

AcOEt: 4,4

THF: 4,0

CHCl3: 4,1

Et2O: 2,8

Fenil-CH3: 2,4

 
[image: image41.wmf]
AcOEt: 4,4

CHCl3: 4,1

Synder’e göre; Polarite indeksleri bir karışım için kümülatifrir.

İkili Bir Karışım için;

Karışımın Polaritesi                 P ise;

P = PA x ØA +  PB x ØB 

Ø: Karışımdaki maddelerin Hacimce %’si

Üçlü Bir Karışım için;

Karışımın Polaritesi                 P ise;

P = PA x ØA +  PB x ØB + PC x ØC
Ø: Karışımdaki maddelerin Hacimce %’si

İki farklı kompozisyon karşılaştırılırsa;

Synder’e göre bir çözücü karışımında polarite indeksinin iki birimlik değişimi kı değerinde10 katlık değişmeye sebep olur.

1. Kompozisyon                     2. Kompozisyon

P1
P2
k1ı
                                                                            k2ı
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Bu formül daima 10 üzeri artılı duruma göre kullanılmalıdır. Yani sayısal olarak büyük olan değer P2 olarak alınmalıdır. (P2 – P1 değerinin negatif çıkmaması için)

Formül cebirsel olarak kullanılabileceği gibi, yüksek polarlıktaki maddenin 2.durum olarak kabul edilmesi şeklinde kullanılabilir.

Çözücüler;

Polar Çözücüler: H2O, CH3OH, CH3CN

Orta Polar Çözücüler: Dioksan, THF, eter

Apolar Çözücüler: Hekzan, heptan, ……vs.

· Eğer HPLC çalışmalarında sabit faz apolar, çözücü polar ise; (Geneld e çalışmalar böyledir) bu çalışmaya ters faz çalışması denir.

· Eğer HPLC çalışmalarında sabit faz polar, çözücü apolar ise bu çalışmaya normal faz çalışması denir.

Günümüzdeki çalışmaların % 95’inden fazlası ters faz çalışmasıdır.

ÖRNEK:    

A                                                     B                                                                C

Toluen                                  Benzoik Asit             
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A,B,C analitlerinin C18 Kolondan 

% 40 H2O ve % 60 Me-OH kullanıldığında çıkış sırasını bulun (tahmin ediniz.)

NOT-1: C18 kolonu en sık kullanılan apolar kolondur. Apolar kolon apolar olanları tutar, polar olanları iter. Yani kolondan ilk önce polar olanlar çıkar.

NOT-2: Çözücünün polaritesine de bağlıdır.

NOT-3: Polarlık; Bir analitin üzerinde ne kadar çok hetero atom yani oksijen, azot fazla ise polaritesi o kadar fazladır. Ancak NO2 grupları şaşırtıcı bir şekilde bu kuralın dışına çıkar. Bunlar apolar gibi davranır.


Polarite büyüklüğü C ˃ B ˃ A şeklindedir.

Çözücü olarak:  % 10 H2O ve % 90 Me-OH kullanıldığındaki çıkış sırasını tahmin ediniz.

Bu durumda çözücünün polaritesi düşer.


ÖRNEK: Bir ters faz çalışmasında C18 kolonda %70 Aseton nitril (Me-CN) % 30 su karışımı taşıyıcı faz olarak kullanıldığında TNT ve pikrik asit için bulunan alıkonma süreleri aşağıda verilmiştir.  
	
	tR (dakika)
	W (dakika)

	TNT
	12,6
	2,20

	Pikrik Asit
	10,4
	2,10


tm: 1,4 dakikadır.
PH2O: 10,2 (su için polarite değeri)

PAcCN: 5,8 (Asetonitril için polarite değeri)
Çözücü bileşimini % 50 su % 50 aseton yaparsak analiz nasıl etkilenir. Hesaplayınız. (W değerlerinin değişmediğini varsayarak)
Çözüm:

W: Pik Taban Genişliği. Analitin % 96’sının kolondan çıkışın süresi.

TNT Apolardır.

Pikrik Asit Polardır.

İlk Durumda;
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NOT: Rezolüsyon değeri tam bir ayırma için mutlaka 1,5’in üzerinde olmalıdır. Sonuç 1,02 bulunduğuna göre çok da iyi bir ayırma yapılmamaktadır.

P1= 0,70 x 5,8 + 0,30 x 10,2= 7,12

TNT için; [image: image47.png]K'TNT =

12,6714
14

8,0




Pikrik Asit için; [image: image49.png]104

k*1Pikrik Asit 643





Synder Formülünü kullanarak, % 50 H2O + % 50 Me-CN kompozisyonu için;

Hem TNT hem de Pikrik Asit için k1 değerlerini hesaplayalım.
TNT için;

[image: image50.png]k2
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TNT için k1 değeri 8’den 22 çıktı.

NOT: Burada taşıyıcı faz ne yönde değişti ona bakarız. Taşıyıcı faz daha mı polar ya da daha mı apolar oldu. Buna göre de analitlerden hangisinin çıkış süresi uzar, hangisinin çıkış süresi kısalır. Onu tahmin ederek, formülde yerine yazarız. Bu örnekte taşıyıcı fazı 2. durumda (% 50 su % 50 aseton) daha polar yaptık. Bu durumda apolar olan TNT ile daha az etkileşecek ve TNT’nin kolondan çıkış süresi daha da uzayacak. Buna göre;

Pikrik Asit (PA) için k21 değeri hesaplama,
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İkinci Durum için Rezolüsyon Değeri;
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NOT: Rezolüsyon değeri tam bir ayırma için mutlaka 1,5’in üzerinde olmalıdır. Sonuç 16,72 bulunduğuna göre iyi bir ayırma yapılmaktadır. Örnekten de görüleceği üzere ayırma yapamadığımız durumda taşıyıcı fazın bileşimini değiştirerek ayırmayı sağlayabiliriz. 

NOT: Taşıyıcı fazın bileşiminde % 5’lik bir değişim bile ayırmayı şiddetle etkiler. Bu da HPLC’nin GC’ye olan üstünlüğüdür. Hidrojen yapabilen bileşikler taşıyıcı fazda hidrojen bağı teşkil edebiliyorsa bu kolondan çıkmayı kolaylaştırır. Her analit karışımı için ayırmayı sağlayacak bir çözücü kompozisyonu mutlaka bulunur.

SORU: A,B,C analitleri var. Polarlık sırası A> B> C olsun. C18 kolondan geçirelim. 

· % 67 AcOEt  +  % 33 Hekzan olursa;






C18 zincirleriyle en çok C etkileşir. En geç çıkar.
· % 33 AcOEt  +  % 67 Hekzan olursa;

Hekzan miktarı arttıkça çözücünün polaritesi azalır, apolarlığı artar. Dolayısıyla polar olan analitleri daha yavaş sürüklemeye başlar. Apolar analitleri daha hızlı sürükler. Kromatogram karışır.



Ya da bu şekilde olabilir.

· % 90 AcOEt  +  % 10 Hekzan olursa;


       

SORU: C18’lik kolonda;  
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% 80 MeCN ve % 20 H2O fazında tR: 14,2 dakika ve tm: 1,02 dakikadır.

1. Durumda;  P= 0,8 x 5,8 + 0,20 x10,2                 P1= 6,68
2. Durumda;  P= 0,5 x 5,8 + 0,5 x 10,8                  P2= 8,0
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SORU: Bir ters faz çalışmasında; 

Taşıyıcı Faz, % 20 THF + % 40 MeCN + % 40 H2O’dur.
Polar bir analit için;  tR = 16,2 dakika

                                  tm = 0,84 dakikadır.
Bu analiti 10 dakikanın altında gözleyebilmek için taşıyıcı faza eklenmesi gereken su miktarını hesaplayınız?

İlk durumda;

P= 0,2 x 4,0 + 0,4 x 5,8 + 0,4 x 10, = 7,2
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NOT: Analit polar olduğundan, su artarsa daha hızlı sürükleriz. Bu durumda kı değeri azalır.
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Karışıma % X miktarında su eklenirse; karışım 100 +K kadar olur. Bu durumda THF değişmediğine göre;
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SORU: C18 kolonda bir çalışmada toluen ve fenol ayrılıyor. Kromatogram değerleri aşağıdadır:
	
	tR (dakika)
	W (dakika)

	Toluen
	12,6
	2,20

	Fenol
	10,4
	2,10


Taşıyıcı Faz, % 70 MeCN + % 30 H2O’dur.
tm: 1,4 dakikadır.
PH2O: 10,2 (su için polarite değeri)

PMeCN: 5,8 (Asetonitril için polarite değeri)
Taşıyıcı fazın % 50 MeCN + % 50 H2O olması halinde Rezolüsyon Değeri (R) ne kadar değişir?

NOT: Toluen apolar, fenol polardır.
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NOT: Rezolüsyon değeri tam bir ayırma için mutlaka 1,5’in üzerinde olmalıdır.
Fenol ve Toluen’in kı değerleri;

İlk durumda; Toluen için; [image: image69.png]



Fenol için; [image: image71.png]



P1= 0,70 x 5,8 + 0,30 x 10,2= 7,12

İkinci Durumda;

P2= 0,50 x 5,8 + 0,5 x 10,2= 8,0

Toluen için Synder formülü yazılırsa;   [image: image73.png]2). 1
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Fenol için;  [image: image75.png]
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NOT: Synder’in bu formülü sadece molekül kütlesi 50-300 arasında olan basit organik maddeler için ve ters faz çalışmaları geçerlidir. Bir kesinliği yoktur. Sadece hedeflenen bir analitin rezolüsyon değerini artırmak gerektiğinde taşıyıcı fazın bileşiminin ne kadar değiştirileceğini tahmin etmede kullanılır. Sıvı kromatografinin diğer uygulaması için, geçerli değildir. Örneğin iyon çifti uygulaması iyonik kromatografi; jel-titrasyon kromatografisi gibi teknikler için uygun değildir.

SIVI KROMATOGRAFİNİN UYGULAMALRI

Buraya kadar tartışılan sıvı kromatografisinin klasik halidir. Oysa sıvı kromatografisi analit moleküllerinin büyüklüğüne ve analitin polarlığına göre çok farklı teknikler halinde uygulanabilir.

Eğer analitin polarlığını x ekseninde, mol kütlesini y ekseninde yazacak olursak;

Bizim bildiğimiz manadaki sıvı kromatografi molekül kütlesi 25-30 ile 1000’e kadar olan molekül kütlesi genelde organik olan moleküller yani NaCl, NaNO3, NH4NO3, KNO3 ve KBr incelenmez. Bunlar aşırı polar maddelerdir. Dolayısıyla bu maddelerin incelenebilmesi için kromatografide zaman zaman iyon değiştiriciler kullanılır. (Çeşitli tuzları analiz edebilmek için) 

Ayrıca polimerik malzemeler vardır. Bunlar da polar ve apolar olarak ikiye ayrılır.

İyonik maddeler ve polarlığı çok yüksek olan maddeler, bu klasik HPLC alanına girmez. Çünkü bu maddeler ters faz çalışmalarında ODS kolonunda hiç etkileşmezler. Normal faz kolonlarında da çözücü ile etkileşmezler.
Sulu çözeltilerde ise yüksek polariteli ve iyonik maddeler su ile etkileşirler. Ancak kaplanmış dolgu ile etkileşmediklerinden su veya aşırı polar bir taşıyıcı faz kromatografiyi gerçekleştiremez. Bu durumda iki uygumla vardır.
1) Etkisi sınırlı iyon çifti uygulamasıdır.

2) İyonik kromatografisi (IC) uygulamasıdır.

İYON ÇİFTİ UYGULAMASI: ODS gibi (C18) kolonları iyonik ve polar maddelerin analizlerinde kullanılmak için, yapılan bir uygulamadır.

İyonik Kromatografi ise, kolonda sabit faz olarak iyon değiştiricilerin kullanıldığı kromatografik yöntemdir.

Bunun dışında sadece katı adsorbanlarla ve tamamen apolar taşıyıcı fazlarla gerçekleştirilen adsorbsiyon esaslı bir kromatografik uygulama daha vardır. Bu uygulama şekli adsorbsiyon kromatografisi adını alır ve daha çok geometrik izomerlik gösteren maddelerin ayrılmasında kullanılır.

Bu 3 uygulama molekül kütlesi en çok 1000’e kadar olan analitler için geçerlidir. Oysa doğal ve yapay çok sayıda polimer vardır. Bu polimerlerin sabit molekül ağırlıkları olmadığı için polimerin fraksiyonları polimerin karakterizasyonunda önemlidir. O yüzden sıvı kromatografisi uygulamaları polimer maddeler için de önemlidir. Apolar yapay polimerler için kullanılan sıvı kromatografi yöntemine GPC uygulaması yani jel süzme uygulaması adı verilirken; gerek yapay gerek doğal üzerinde polar gruplar bulunduran polimerler için yapılan uygulamaya da GFC Jel Titrasyon Kromatografisi adı kullanılır.

İyonik Kromatografi; iyon değiştiriciler yardımıyla gerçekleştirilir.



A-   K+

                                           A-

                                                K+


K+

H+ veya

Na+
1) Kolona (taşıyıcı faz + analit) gelir. 

2) Kolon dolgu maddesi analitle etkileşir ve analit bağlar onun yerine üzerinde bulunan diğer iyonları salar. Çoğunlukla dolgunun üzerinden salınan iyonlar tampon iyonlardır.
3) Tutunmuş olan analit taşıyıcı fazın etkisiyle yerinden yavaş yavaş ayrılır ve boşaltıldığı yere yine tampon iyonları geçer. Sonuçta iyonik analitler kolonda iyon değiştirici sabit faz yardımıyla yavaşlatılır. Ne kadar yavaşlayacağı iyonun yüküne ve çapına bağlıdır. Çap ne kadar büyükse kolonda o kadar fazla kalır. Yük ne kadar büyükse kolonda o kadar fazla kalır. Anorganik anyonlar için bir sıra vermek gerekirse;

Ba+2 > Pb+2 > Cu+2 > Ni+2 >Zn+2 > K+> Na+ > Li+ > H+
İyonik kromatografide anyonları yavaşlatmak için; farklı iyon değiştiriciler, katyonları yavaşlatmak için; farklı iyon değiştiriciler kullanılır. 
İYON DEĞİŞTİRİCİLER
İyon kromatografide iyon değiştiriciler sabit faz olarak kullanılır. Kromatografik amaçlı kullanılan iyon değiştiriciler aşağıdaki şekilde sınıflandırılır:
	İyon Değiştiriciler

	Anyon Değiştiriciler
	Katyon Değiştiriciler

	Kuvvetli Anyon Değiştiriciler
	Zayıf Anyon Değiştiriciler
	Kuvvetli Katyon Değiştiriciler
	Zayıf Katyon Değiştiriciler


İyon değiştiricilerin hepsi yapay olarak reçine şeklinde hazırlanan ve üzerine çeşitli fonksiyonlu gruplar bağlanmış olan polimerlerdir. (Doğal ve Yapay Polimerler)
Kuvvetli anyon ve katyon değiştiriciler 3 boyutlu olarak polimerleşmiş polistiren ve 1,4divinil-benzen kopolimerleridir.
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                Polistriren                         1,4 divinil benzen

Bazıları bağlanmış bazıları bağlanmamış polimer zincirleridir.

Bunun üzerine çeşitli X grupları bağlıyoruz.

Bu X grupları eğer;

X= -SO3Na veya –SO3H ise, bu durumda reçine kuvvetli katyon değiştirici

X= -N(CH3)3+OH- ise reçine kuvvetli anyon değiştiricidir.

X= -NH2 veya –N(CH3)2 ise, reçine zayıf anyon değiştiricidir.

Eğer reçine selülozdan yapılmış ise zayıf anyon ve katyon değiştiricidir. Selüloz glikozun β epimerinin polimer halidir. α polimerleşmesinden meydana gelenin adı nişastadır.

Kuvvetli Anyon Değiştiriciler; Kuarterner amonyum tuzları içerirler. Polimerik yapıya kimyasal bağla kuarterner amonyum tuzları bağlanmıştır.

Zayıf Anyon Değiştiriciler; amin veya amino grupları taşırlar. Bunlarda polimerik yapıya kimyasal bağla amin veya amin grupları bağlanmıştır. Ancak her iki anyon değiştirici birbirine dönüştürülebilir.

Kuvvetli Katyon Değiştiriciler; polimer zincirine kimyasal bağla sülfonil grupları bağlanmıştır.
Zayıf Katyon Değiştiriciler; Polimerik yapı üzerinde karboksil grupları bulunur. Karboksil grubu eklenmiş selüloz polimerleridir.
Selüloz;



CH2-OH
O

                                                                     H 
H


OH
O

                     H





  O

n
Selüloz üzerindeki –OH grupları kalkıp, 

                                                                     



                                
                                                                            O                                      

H

H
O-CH2-COOH
                   O 


CMC (Karboksi Metil Selüloz)
CMC (Karboksi Metil Selüloz); Selülozun bazı hidroksil gruplarının –O-CH2-COOH ile yer değiştirmesi sonucu oluşur. Selüloz eteridir. Güçlü bir kıvamlaştırıcıdır. Bunun yanı sıra taşıdığı COOH gruplarından dolayı zayıf katyon değiştirici özelliğe sahiptir. Ba+2 ve Pb+2 gibi iyonları bağlar. Tek yüklü iyonları bağlaması daha zayıftır.

CMC zayıf katyon değiştiricidir.  Eğer CMC’de –CH2-COOH grubu yerine –CH2-N(CH3)2 olursa zayıf anyon değiştirici olur.

Kuvvetli Katyon Değiştiriciler ise; Divinil benzen polistiren kopolimeri;     
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        1,4 Divinil benzen

Polistiren; genelde düz zincirli bir polimerdir, iki veya üç boyutlu olmaz. Stireni 3 boyutlu polimerleştirmek için içine bir parça 1,4 divinil-benzen katılır. Bu divinil benzenler polistren zincirlerini birbirine bağlarla ve çözünmelerini şiddetle azaltırlar.

Bu polimerler aromatik halka taşıdıkları için, aromatik halkanın vermiş olduğu tepkimeleri verirler, yani nitrolanabilirler, sülfolanabilirler. Sülfürik asit içinde sülfolanırlar ve uygun pozisyonlarda aromatik halkaya SO3H grupları bağlanır. Benzer şekilde nitrolandıktan sonra indirgenebilirler.
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Sülfolanmış olan polistiren kuvvetli katyon değiştirici gibi davranırken; nitrolandıktan sonra indirgenen ve amino grupları taşıyan polimer ise zayıf anyon katyon değiştirici özelliğine sahiptir. Bu zayıf anyon değiştirici özellik kuvvetli anyon değiştiriciye dönüştürülebilir.

Amino grupları içeren polistiren alkil halojenürler ile muamele edilirse; kuaterner amonyum tuzlarına dönüşürler. Bu haliyle kuvvetli anyon değiştiricidir. Ancak yapıda halojen istenmiyorsa AgOH ile muamele edildiklerinde kuaterner amonyum hidroksitlere dönüşürler. Kuaterner amonyum hidroksitler en ideal kuvvetli anyon değiştiricilerdir. 
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İyonik Kromatografik sistemleri mutlaka iletkenlik dedektörü ile çalışır. İlk iyon değiştirme kolon uygulaması 1890’larda gerçekleştiği halde, İlk IC 1975, ticari olarak 1980’de ortaya çıkmıştır.

Çünkü IC tampon çözeltilerde gerçekleştirilir. Tampon iyonları analite oranla 105-106 kez daha derişiktir. Tampon iyonlarının gösterdiği iletkenliğin büyüklüğü analitten kaynaklanan iletkenliği kapatır ve analit dedekte edilemeyecek kadar küçüktür. Bunun çözümü; Diamonds Firması analitik kolondan iyon değişimi sağlandıktan sonra tampon iyonlarını ortamdan uzaklaştırarak bulmuştur. Bu da baskılayıcı kolon (suppressor column) denen ikinci bir kolon uygulamasıyla olur.
Baskılayıcı kolon; bir geri soğutucu sisteme benzer iç içe geçmiş iki kolondan meydana gelirler. İçerdeki kolon yüzeyi genişletilmiş fibril yapıda (lifli) bir katı iyon değiştiriciden yapılmıştır.

Katı iyon değiştirici; rejenerasyon çözeltisinde bulunan asit veya baz iyonlarıyla, tampon iyonları tepkimeye sokarak, tampon iyonlarının ortamdan uzaklaşmasını sağlar.

Anyonlar için sık kullanılan tampon NaHCO3 çözeltisidir.

                                                          Na+   HCO3-
Rejenerasyon çözeltisi de; HCl çözeltisidir.

Katı iyon değiştiriciyi; Reçine- - H+ şeklinde gösterebiliriz.
Reçine- - H+   + Na+                
[image: image88.emf]        Reçine- - Na+ 
Analitin bulunduğu yüzeyde; katı iyon değiştirici ortama H+ verirken Na+ ları bağlar. Bu reçinelerin yapısında tutulan iyonun katı fazda hareket edebilmesi mümkündür. Yani tutulan Na+ iyonu katı iyon değiştiricinin diğer yüzeyinde akan rejenasyon çözeltisiyle tepkime verebilir ve reçine rejene olmuş olur. Rejenasyonu sağlayan iyonlar bir yüzeyden diğer yüzeye taşınabilirler. Ortamdaki analit iyonlarına dokunulmadan tampon çözelti ortadan kaldırılmış olur. Nafyon türü polimerler bu özelliğe sahiptir. 

Polimer içinde iyonlar hareket edebilir. Tampon uzaklaştığı zaman analit iyonları iletkenlik dedektörü ile dedekte edilebilir. İyonik kromatografiyi klasik HPLC’den farklandıran her türlü iyonu dedekte edebilmesidir. Ancak molekül türleri iyonlaştırmadan dedekte edemez. 

Örneğin; aminler, fenoller aprotik çözücüler içinde IC’de dedekte edilemezler. Ancak uygun bir tamponda iyonlaştırılırlarsa IC’de analizi yapılabilir. Karboksilik asitler uygun bir tampon ortamında iyon haline getirilerek dedekte edilebilirler. Ancak iyonik ktomatografide hem anyon hem katyon aynı anda dedekte edilemez. Çünkü anyon için kullanılan hem iyon değiştirici farklıdır. Hem baskılayıcı kolon farklıdır. Katyon için kullanılanlar ise farklıdır.

İyon Çifti Kromatografisi Uygulaması; İyon kromatografisinden farklıdır. Bu uygulama C18 (ODS) gibi ters faz kolonlarını iyonik maddelere duyarlı hale getirebilmek için yapılan sınırlı bir uygulamadır. Yani klasik HPLC’nin bir uygulamasıdır. 
İyon çifti uygulamasında taşıyıcı faza hidrofil ve hidrofob kısımları bulunan bir madde eklenir. Bu maddeler genelde yüzey aktif maddelerdir.

Sodyum dodesil benzen sülfonat                   Katyon değiştirici gibi davranır.

Bu maddeler iyonlaşabilen maddelerdir. Bu maddelerin hidrofob kısımları C18 zincirleri arasında tutunur. Hidrofob zincirler uzun olduğu için bu maddeler C18 zincirleri arasında sıkıca tutunurlar. Taşıyıcı faz içinde de olduklarından dolayı C18 zincirleri arasında sürüklenerek ….. bile taşıyıcı faz içindeki moleküller çıkanın yerini hemen doldururlar. Bu haliyle C18 kolon bir iyon değiştiriciye dönüşmüştür. Katyon sodyum dodesil benzen sülfonattaki Na+ ile yer değiştirebilir ve bu da katyonların kolondan gecikerek çıkmasına sebep olur.

Sodyum dosil benzen sülfonat katyon değiştirici gibi davranırken, tetra bütil amonyum bromür anyon değiştirici gibi davranır.

İyon Çifti Uygulaması; IC’ye göre çok daha sırlı uygulanabilir. Her analite uygulanmaz. İletkenlik dedektör ile kullanılmaz çünkü ortama eklenen maddelerin iletkenliği analitin iletkenliğinden binlerce kez fazladır. Bu uygulama C18 gibi kolonların iyonik maddelere duyarlı hale getirme işlemi olduğu için bir baskılayıcı kolon da yoktur. Bu nedenle analit iyonlarının UV dedektörle veya DAD dedektörle dedekte edilebilir olması gerekir ya da bu özeliğe sahip olmayan iyonlar türevlendirilerek bu amaçla kullanılabilir.
Na+Cl-                  805 °C’de erir. 
O – H             

C – C          
AA’ler UV veya DAD dedektörde türevlendirilmeden gözlenemezler.
AA’ler C18 kolonda ayrılabilir mi?

Amino asitler; C18 kolonda direkt etkileşmezler. İyonik yapıda oldukları için moleküler halde sadece iyonik kromatografide ayrılabilirler. Ama bu kez iyonik iyonik kromatografide ayrılabilirler. Çünkü AA ayrımında izoelektrik noktada AA iletkenlik göstermez. İzoelektrik nokta dışında iletkenlikleri çok zayıftır. 



  Dedektör




AA’lerin türevlendirmede 4 reaktif kullanılır.

1) OPA (ortoftaldialdehit) (1, difenil benzen)
OPA ile AA’nın nasıl bileşik oluşturduğu bilinmiyordu.
AA  + OPA                           Polar ama İyonik olmayan floresans özelliği olan bir kompleks


                                                 (kesin olarak formülü belli değil)
                                                  15 dakika kararlı sonra bozuluyor.

2) Fenil tiyo izosiyonat (fenil hardal yağı)

Bu bileşik UV dedektörle dedekte edilebilir ve aminoasidin iyonik yapısı bozulmuştur. ODS kolonla etkileşebilir. Kolon öncesi türevlendirme için fenil izosiyonat uygun bir reaktiftir.
3) Denzil Klorür
Fenil hardal yağı ile AA arasındaki tepkime biraz daha yavaş gerçekleşir. Densil klorüre göre Denzil klorür AA’lerin yapısını hemen bozar.

Meydana gelen ürün artık iyonik yapıda değil, UV aktiftir. Naftalin halkasından dolayı ODS kolonla etkileşebilir ve UV dedektörle de dedekte edilebilir.

4) 2,4-dinitro florbenzen 
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Metal iyonları, ODS kolonla etkileşmezler. Fakat metal iyonları ile kompleks verebilen türevlendiriciler ile kompleks haline getirilirlerse bu kompleksler hem ODS kolonla etkileşebilir hem de UV dedektörle tanınabilirler.

Bu amaçla kullanılan kompleksleştiriciler;
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8-hidroksi kinolin

Al+3, Zn+2, Cd+2, Hg+2, Fe+3
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PAR
(2-piridil-azo-rezorsin)

2+ yüklüler ile hepsi kompleks verir.

AA’ler gibi aşırı polar maddeler trimetil silisyum (Si(CH3)3) grubu buluna reaktiflerle etkileştirilirlerse polar yapıları bozulur ve uçucu hale gelirler. Bu daha çok GC uygulamalarında kullanılan kolon öncesi türevlendirme yöntemidir. Trimetil silan grubu uçuculaştırır.
SiO2


Silikajel





A





A





A





tR: Alıkonma Süresi


tm: Ölü Zaman 


W: Pik Taban Genişliği





tm





    Zaman





Dedektör Sinyal Şiddeti





W





tR





�











Eşitlik;  


�





Vm: Hareketli fazın hacmi; 


Vs : Sabit fazın analit moleküllerini çözdüğü hacme; 


Cm: Hareketli fazın derişimi; 


Cs : Sabit fazın derimi; 








L = u . tm


L = v . tR
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kı: Alıkonma Faktörü
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A ve B analitleri için; 
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KA: A’nın Dağılma Katsayısı


KB: B’nin Dağılma Katsayısı














A





B





CAs





CBs








Sabit Faz





CAs





CBs








Sabit Faz
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Ortalama Değer





1G





1G





2G





2G





1 Analit Sinyali ≅ 4 G uzunluğunda


1 G’nin akabilmesi için gereken zamana � QUOTE � ��� dersek;
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N: Tabaka Sayısı





    Zaman





tRB





tRA





tm





WA





WB





Dedektör Sinyal Şiddeti





    Zaman





Dedektör Sinyal Şiddeti





B





�A





B





�A





B





�A





(tRB – tRA) nın büyüklüğüne bağlı


WA ve WB ye bağlı. 


(Ne kadar darsa, o kadar iyi)








Rezolüsyon iyi 
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WA ≅  WB ≅ W   denirse;   
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Seçicilik Faktörü (α) için en az iki madde gereklidir.
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W





W/22





W net okunamayıp W ½ okunabiliyorsa
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a0,1 + b0,1 = W0,1       





h





W





b0,1





a0,1





0,1h
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R > 1,0





D





C





B





A





tm








    Zaman





Sinyal Şiddeti





WA





WB








WC








WD








�


�


�


�


�





� QUOTE � ���  


� QUOTE � ��� = 170             Nort = 2533 ± 170
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Kromatogramdan Okunan
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Bu tür farklılık çıkabilir çünkü kromatografik eşitlikler yarı deneysel eşitliklerdir. Birbirine yakın ama aynı değil.
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   �0,74 = KA . 0,1197  � KA = 6,182


3,29 = KB . 0,1197  � KB = 27,48


0,74 = KC . 0,1197  � KC = 29,65


0,74 = KD . 0,1197  � KD = 49,79
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R değerin 1,5 dan küçük (0,709) olması ayırmanın iyi olmadığını gösterir.
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Kromatogramdan okunan
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Eğer kıort kullanılmazsa A’yı hesaba katmamış oluyoruz.
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k1M= 6,01 x 0,422= 2,536                                              


k1N= 6,20 x 0,422= 2,616





�





�





R=1,5 olması için;


�





�





�





�





L= H x N


L= 0,0022 x 71747= 157,8 cm
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A: Akış sabiti


B: Kolon boyunca olan difüzyon sabiti (gazlarda büyük, sıvılarda küçük)


C: Hareketli gaz ile sabit gaz arasındaki kütle aktarım faktörü











�


A: dolgunun büyüklüğüne ve geometrisine bağlı bir sabit (0,6-1,0)





�





λ: geometri sabiti


dp: ortalama dolgu tanecik çapı 








1





2





1





2





2





1





2





1
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Gaz





H





C.U





A





B/U





U





Sıvı





�





H





U





C.U





Analitik Kolon





Fırın





Taşıyıcı Faz Deposu





Enjeksiyon





Kolon Öncesi


Türevlendirme





Kolon Sonrası


Türevlendirme





Detektör





Atık





Pompa











Enjeksiyon





Dedektör





Gaz Deposu





3-5 bar





By-pass





Atık





Kolon Fırını











Analitik Kolon








Basınç Ölçer





Gaz Deposu





Kolon Fırını





Kolon Sonrası Türevlendirme





Vana





Kolon Öncesi Türevlendirme





Enjeksiyon





Atık





Dedetör





Split-Splitless





Dolgulu Kolon





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





-2MgCl2





-LiCl





Kuru Hava veya O2





Alev





Analit Kolonundan Gelen Gaz





H2 Gazı





Magnetik Çakmak





Elektrot





-





+





Bağlantı Parçası





10-9 nA – 10-12 pA





FID’de dedekte edilemezler.








Kolondan Gelen Gaz





Gaz Çıkışı





Elektriksel Direnç





Bağlantı Parçası


(Nut)





Kolondan Gelen Gaz





Gaz Çıkışı





Eleltrot





Nut





60 Ni





O Dedeksiyonu





C Dedeksiyonu





VR = tR . F


Benzer şekilde Vm = tm . F            


F; gazın ortalama akış hızı (cm3/dak)


�


FM: Rotametreden veya damla sayıcıdan okunan cihaz çıkışındaki gazın akış hızı


Ancak kolon içinde bir J düzeltme faktörü kullanılır.











�





VR= J . tR . F


Vm= J.tm.F
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tR – tm= kı . tm
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CH3-MgBr





-MgBr





-MgCl2





 Gringard Bileşiği





-2HCl





0 °C





-H2O





80 – 100 °C





 (n=1) H2O





Polar Kolon








Kolondan Gelen Karışım





λ1





λ1


λ2











λ3


λ4











Monokromotor





Döteryum Lambası





Fotosel





λ1 λ2…….. λn











Döteryum Lambası





λ1





λ2





λn





Optik      


   Ağ





    DAD Dedektörü





Mikro Dedektör


(700 tane)





Işık 


Şiddeti





Zaman





λ





Işık 


Şiddeti





Zaman





λ





Enjeksiyon





Rheo 


Dyne





Pompa





Kolon Sonrası Türevlendirme





  Detektör





Atık





Analitik Kolon





Ön Kolon





Kolon Öncesi Türevlendirme





Taşıyıcı Faz Deposu





150 Bar





Gidiş-Gelişli Piston





Çözücü





Kolon





Küresel Kontrol Musluğu





Motor





Zaman





Basınç





Peristaltik Pompa


Sürgülü Pompa





Pistonlu Pompa





Taşıyıcı Faz

















180 ° çevrilince





Atık Fazla Analit





Enjektör





 Analit


 Çözeltisi





Katı


Sıvı


Katı


Sıvı





�





ΔP = P2 – P1





d: Kapilerin çapı


L: Kapilerin boyu


η: Vizkozluk katsayısı











F= 1,0 cm3/dak.


tR= 14 dak.


N= 10.000





VR= 14,0 x1= 14,0 cm3


�





�


�





Alıkonma hacmi de 1,7 artar.





�








VR değişecek çapların karesi oranında;


�


�








�





�





�





Vkolon: Kolon Hacmi


dkolon: Kolon Çapı





�





F: Hacimsel Akış Hızı
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Bu formülden tm çekilirse;
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K: Kolonun Geçirgenliği





�





   


� QUOTE � ���              Deneysel (Empirik) Formül


  


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





�





  





�





�


dp = 6,3 μm 











d





Dolgu Maddesi Büyük





Dolgu Maddesi Küçük





d





dı





Dolgu Maddesi Büyük





Dolgu Maddesi Küçük





dı





� QUOTE � ���   





u: doğrusal akış hızı


dp: tanecik ort. Çapı


Dm: FICKS dfüzyon sabiti





�


�


E: Kolon Empedansı








R.L.synder, her Çözücü için bu değerleri kullanarak bir sayısal Polarite Değeri (Polarite İndeksi) hesaplamıştır. 


Polarite Değerinin Simgesi P’dir.





CH3





Zaman





Sinyal Şiddeti





 C                          B                         A





Zaman





Sinyal Şiddeti





 C                B                                      A





C





B
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A      B





C





Çözücü Apolarlaştı





 A        B





C





Çözücü Polarlaştı





Mezitilen





olursa; Alıkonma Süresini hesaplayınız?


(tm’nin değişmediğini varsayarak)











MeCN % 50


H2O % 50





Durum;


% 80 MeCN + % 20 H2O





tR





tm





Durum;


% 50 MeCN + % 50 H2O





tm





tm





Mol Kütlesi (Dalton)





Apolar





Çok Polar





Analitin Polarlığı





Polar Polimer İçin





Apolar Polimer İçin





GPC Jel Permeasyon (Geçirgenlik) Kromatografisi





    GFC Jel    


    Filtrasyon   


    Kromatografisi





Klasik 


HPLC





İyon   Kromatografisi


           IC
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Taşıyıcı Faz 
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Analit





Katyon Değiştirici ise





Zayıf veya Kuvvetli


İyon Değiştirici





H





OH





H





O





CH2-OH





H





OH





H





n





HNO3





+AgOH





-AgBr





-2HBr





+   3CH3Br





290 °C’den itibaren kırılır.





Aminoasit karışımı





IC Uygulaması





Türevlendirme              





Kolon Sonrası Türevlendirme








Dedekte edilebilir





Türevlendirme Moleküler Yapıyı bozamak





ODS Kolon Uygulaması Ayrılır





Kolon Öncesi 


Türevlendirme
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      R- C- COOH


            �


          NH
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           H


            �


      R- C- COO-


            �


          NH3+
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