Kiristalizasyon Uygulamasi:

Saf Olmayan Asetanilidin Kristalizasyonu

0.1 g kirli asetanilid tartilir, izerine 20ml distile su konur kaynayana
dek bek alevinde isitilir, pileli siizge¢ kagidindan siiziiliir. Siiziintii
kristallenmek iizere serin bir yere birakilir. Olusan kristaller darisi alinmis
diiz siizge¢ kagidindan siiziiliir, etiivde veya oda 1sisinda kurutulur.
Maddenin safligini kontrol etmek i¢in erime noktasi tayini yapilabilir.

Asetanilid: CcHsNHCOCH;
Asetanilid E.N.: 113-115°C

Sorular

1. Kristallendirme isleminde safsizliklarin ayrilmasi nasil yapilabilir,
yaziniz.

2. Kristalizasyonda kullanilacak ¢6ziiciiniin dzelliklerini siralayiniz.

3. Kristalizasyonda renkli iirtiniin renginin giderilmesi ve yag olusumunun
Onlenmesi i¢in neler yapilabilir?

3.4. KROMATOGRAFi

Kromatografinin ilk kez 1900'lii yillarin basinda Rus botanikgi
Michael Tswett tarafindan gelistirildigi ve kullanildigi kabul edilir. Tswett,
cam bir kolonda, CaCO; adsorbani iizerinden bitki ekstresinin petroleterli
cozeltisini gecirmis ve kolonda sari, yesil bantlarla bir ayirma igleminin
oldugunu gormiistiir. Bu alandaki ilk yayinlarin Rusca olmasi nedeni ile
diger arastirmacilarin ilgisini c¢ekerek gelisme saglamast 1930°lu yillart
bulmustur.

Kromatografi, bir karigimi olusturan farkli kimyasal maddelerin,
birbiri ile karigmayan iki faz arasindaki dagilim dengelerine veya farkli
etkilesmelerine dayanarak birbirlerinden ayrilmalarin1  saglayan bir
yontemdir. Diger bir tanim ile kromatografi, bir karisimdaki farkli kimyasal
maddelerin, iki ayr1 faz arasinda adsorbsiyon, ¢oziiniirliik, kapillarite, iyon
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degisimi veya molekiiler eleme gibi esaslara dayanarak ayirma ve ayri ayri
elde edebilme islemlerine verilen genel isimdir.

Kromatografi ile ayrilan maddeler teshis edilebilirler, izole
edilebildikleri i¢in de bu, ayni zamanda bir saflagtirma yontemidir. Bagka bir
ifade ile ayrilan maddelerin teshislerini ve miktar tayinlerini mimkiin kildig1
icin kromatografi, kalitatif ve kantitatif tayin yontemidir.

Kromatografik yontemlerin hepsinde ortak olan nokta:

Stasyoner faz: Sabit (durgun) faz ............................. kat1 veya sivi,
Mobil faz: Hareketli faz..................................s1vl veya gaz olabilir.

Karisimi  (numune) olusturan komponentler: Karisimi (numune)
olusturan komponentler, birbiri ile karigmayan bu iki faz (stasyoner-mobil)
arasinda farkli gog¢ sergiler ve boylece birbirlerinden ayrilabilirler.

3.4.1. Kromatografik Analizlerin Siniflandirilmasi

3.4.1.1. Dayandiklan Prensiplere Gére Simflandirma
a- Adsorbsiyon kromatografisi
b- Dagilma kromatografisi
c- lyon degistirici kromatografi
d- lyon ¢ifti kromatografisi
e- Molekiiler eleme kromatografisi
f- Affinite kromatografisi
g- Elektro kromatografi

a- Adsorbsiyon Kromatografisi: Adsorbsiyon, kati bir madde ile
sivida ¢6ziinen bir bilesik arasindaki bir yiizeysel etkilesmedir. Burada
stasyoner faz adsorbsiyon kapasitesi yiiksek bir kat1 (Al,Os, Silicagel), mobil
faz ise gaz veya cogunlukla oldugu gibi sividir. Adsorbsiyon olayinda rol
oynayan baglar;

e Van-der-Waals baglari

¢ Dipol-dipol etkilesim giicii

e Hidrojen bagi
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e [yonik baglar
o Kelat baglari
¢ nadiren de irreversible (geri doniisimsiiz) kovalan baglardir.

Bu tiir kromatografinin temel ilkeleri sunlardir:

a) Doymus hidrokarbonlar hemen hemen hi¢ adsorblanmazlar, bu
nedenle ¢ok hizli gd¢ ederler. Doymamis hidrokarbonlarin adsorbsiyonu
cifte bag sayisi ve ayrica bunlarin konjugasyon sayilarinin artmasi ile artar.
Sonug olarak ayirma i¢in aktif bir adsorban ile non-polar bir solvan gerekir.

b) Genel olarak bir hidrokarbonda fonksiyonlu grup olusturulmasi ile
adsorbsiyon affinitesi artar. Fonksiyonlu gruplar arasinda s6yle bir siralama
yapilabilir.

-CH; —» -O-alki —» C=0 —» -OH —» -COOH
—polarite, adsorbsiyon artar

Ornegin, ¢Oziicii olarak benzen kullanilirsa, eterler ve esterler
kromatografi plaginda; plagin st kisimlarinda, keton ve aldehitler nisbeten
ortasinda, alkoller bunlarin asagisinda ve asitler ise baslangigta kalir.
Boylece ayirma bilesiklerin polaritelerine gore olur.

—T > Hidrokarbonlar
Eter ve esterler

] > Aldehit ve ketonlar

] > Alkoller

—|T_’ Karboksilli asidler
!

Baslangic (start)

* X ¥ *
|

c¢) Eger bir molekiilde bir ¢ok siibstitiient varsa adsorbsiyon
affinitelerinin kabaca birbirlerini etkiledigi soylenebilir. Ozellikle sterik
etkinin aromatik halkalardaki fonksiyonlu gruplar yoniinden 6nemi vardir.
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b- Dagilma Kromatografisi: Dagilma kromatografisinde genellikle
her iki faz da sividir. Bu nedenle sivi-sivi kromatografisi de denmektedir.
Stasyoner faz ¢ogunlukla mobil fazdan daha polardir (¢ogunlukla su) ve kati
bir destek (kieselguhr, seliiloz vb.) {izerine ince bir film tabakasi halinde
adsorbe ettirilmistir. Mobil faz ise stasyoner fazdan daha az polar ve onunla
karigmayan bir bagka sividan ibarettir. Sivi-sivi kromatografisinde bazen
stasyoner fazin daha az polar olmasi istenir. Bu kromatografi sekline “ters
faz sivi-stvi kromatografisi” denir. Bu yontem homolog seri maddeleri
birbirinden ayirmak i¢in oldukg¢a sik kullanilir. Dagilma kromatografisinde
mobil faz bazen gaz olabilir. Bu durumda stasyoner faz, adsorban 6zelligi
olmayan inert bir katiya emdirilmis sividir. Bu yontem ile kolay ugucu
dzellikteki veya gaz olan maddenin kromatografik ayirimi saglanmaktadir.

Dagilma kromatografisinde Nerst’in dagilma katsayisi gegerlidir.
Nerst’e gore; “bir biri ile karigmayan iki sivi madde karigiminda ¢oziinen
iiglincii bir maddenin iki ayr1 sivi fazdaki konsantrasyonunun birbirine orani
sabittir.”

K=Cs/Cm K: Dagilma (partisyon) katsayist
Cs: Stasyoner fazdaki konsantrasyon
Cm: Mobil fazdaki konsantrasyon

K degeri biiyilk ise stasyoner fazdaki konsantrasyon, mobil
fazdakinden daha fazladir. Molekiil stasyoner fazda daha uzun siire kaliyor
anlamina gelir.

c- Iyon Degistirici Kromatografi: Bazi kati maddeler, iyonize
olabilen madde c¢ozeltileri ile temasa geldiklerinde solut (bilesenlerine
ayrilacak karisim) ile kati madde arasinda bir iyon degisimi s6z konusu
olabilmektedir. iste bu kati maddelere; iyon degistiriciler denir. iyon
degistiriciler inorganik veya organik olabilirler. Inorganik olanlara ornek
olarak kil ve zeolit verilebilir. Organikler ise analiz islemlerinde sik
kullanilirlar ve “iyon degistirici regineler” olarak adlandirilirlar. Iyon
degstirici regineler, iyonlasabilen gruplar igeren polimer bilesiklerdir ve
cogunlukla kiigiik kiirecikler veya graniiller seklinde bulunurlar. Katyon
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degistirici recineler ve anyon degistirici regineler olmak {izere ikiye
ayrilirlar. Katyon degistirici reginede, polimerin regine boliimii anyonik
karakterdedir ve polimere ait katyon ¢6zeltideki baska bir katyon ile yer
degistirir. Anyon degistirici reginede ise regine boliimii katyonik
karakterdedir. Iyon degistirici recineler genellikle stiren ve divinil benzen
kopolimerleridir. Iyon degistirici kromatografide stasyoner fazi recine
olusturur. Mobil faz ise sadece sividir. Bu yontemde; analizlenen ¢ozelti,
mobil ve stasyoner faz arasinda iyonik denge kurallarma gore dagilim
gosterir.

d- Molekiiler Eleme Kromatografisii Bu yontem makro
molekiillerin ayrilmasi i¢in kullanilir. Stasyoner faz ile mobil faz ayni yapi
ve bilesimdedir. Bu yontemde stasyoner faz i¢in destek gorevi yapan pordz
bir yapiya ihtiyag vardir. Bu amagla hidrofilik veya hidrofobik jeller
kulanilir.

Hidrofilik jeller: Sulu solvan ile kullanilirlar ve sulu ortamda siserler.
Bu tiir molekiiler elemeye “Jel filtrasyon kromatografisi” denir. Ozellikle
protein ¢ozeltisinin tuzunu gidermek icin biyokimya uygulamalarinda sik¢a
kullanilir.

Hidrofobik jeller: Organik solvan ile kullanilirlar. Bu kromatografik
uygulamaya “Jel permeasyon kromatografisi” denir.

e- Kaynasma (affinite) Kromatografisi: Kaynasma (affinite)
kromatografisinde stasyoner faz olarak poliamid kullanilir.

Analizlenecek karigimda bulunan fenoller veya nitro bilesikleri ile
poliamid stasyoner faz arasinda hidrojen baglari olusur ve boylece adsorbsi-
yon gergeklesir. Burada mobil faz ¢ogu kez sivi, nadir olarak da gazdir.

3.4.1.2. Uygulama Teknigine Gore Siiflandirma

Kromatografik yontemler farkli uygulama teknikleri ile zengin bir
analiz alani olarak goriilebilir.
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A- Yiizey (planar) kromatografi

A;-ince tabaka kromatografisi

A,-Kagit kromatografisi

A;-Preparatif kalin tabaka kromatografisi
As-Elektrokromatografi (elektroforetik kromatografi)

B- Kolon kromatografi

B;- Kolon (stitun) kromatografisi

B,- Gaz kromatografisi

Bs- Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
B,- Kapiller elektro kromatografi

A, - Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

ITK bir fizikokimyasal ayirma yontemidir. Hizli sonug vermesi, iyi bir
rezolusyon (ayirim) saglamasi ve ekonomik uygulama avantajlar1 nedeni ile
onemli bir yere sahiptir. Stasyoner faz olarak en ¢ok kullanilan adsorbanlar
silicagel, aluminyum oksit, kieselguhr, seliiloz ve tiirevleri ile poliamidlerdir.
ITK’da stasyoner faz olarak kullanilan adsorban madde cam, plastik ya da
aluminyum plakalar tizerine ince bir tabaka halinde ve homojen kalinlikta
kaplanir. Plaklarin kaplanmasi i¢in adsorban madde, 1 : 1.5 oraninda distile
su ile genig agizli bir balonda hava kabarcigi olusmamasina 6zen gostererek,
homojen bir karisim elde edinceye kadar iyice karistirilir. Uzerine yaklasik
0.5 oraninda daha distile su ilave edilir ve tekrar karistirtlir. Tiim bu
karigtirma siiresi 90 sn. gegmemelidir. Bu sekilde hazirlanan siispansiyon
yayma aleti yardimiyla plak tizerine tatbik edilir. Hazirlanan plaklar 110°C
lik etiivde 30' tutularak aktive edildikten sonra kullanilir. Aktivasyon
o6nemlidir. Ciinkii adsorbanin igerdigi nemin ayirma iizerinde 6nemli bir
etkisi vardir.

ITK’da kullanilan mobil faz bir ya da bir kag ¢oziiciiden ibaret
olabilir. Adsorbsiyon kromatografisinde ¢oziiciiler eliisyon etkilerine gore
yani siiriikleme giiglerine gore eluotrop seri olarak adlandirilan bir grup
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altinda toplanmistir ve bir ¢oziiciiniin eliisyon etkisi polaritesi ile
artmaktadir. Polarite ise bir bilesigin “Dielektrik sabiti” ile orantilidir. O
halde dielektrik sabiti biiyiikk bir maddenin polaritesi fazla ve buna bagh
olarak da eliisyon etkisi yiiksektir.

Céziicii 20°C deki € Céziicii 20°C deki €
(dielektrik degismezi) (dielektrik degismezi)

n-hekzan 1.890 Etilasetat 6.02 (25°C)
Heptan 1.924 Piridin 12.30 (25°C)
Siklohekzan 2.023 Aseton 20.70 25 °C
CCly 2.238 Etanol 24.30 (25°C)
Benzen 2.284 Metanol 33.62
CHCl4 4.806 Su 80.35
Eter 4.34

Bilinmeyen bir madde icin baslangicta benzen veya kloroform
secilebilir. Madde startta kaliyor ise kullanilan solvana daha giiclii elile eden
ikinci bir solvan ilave edilir. Aksine madde hizla gé¢ ediyor ve fronta yakin
stiriikleniyorsa daha zay1f bir eltian secilmelidir.

Developman olayini etkileyen bazi faktérler bulunmaktadir. Bunlar:

a- Maddenin Polaritesi: Madde ne kadar polar ise adsorban
tarafindan o kadar ¢ok tutulur.

b- Mobil fazi olusturan solvamin polaritesi: Mobil faz solvani ne
kadar polar ise madde molekiilleri ile stasyoner faz arasindaki bag o kadar
zayiflar. Yani madde plak tizerinde o kadar ¢ok siiriiklenir.

c- Adsorbanin Aktivitesi: Adsorban ne kadar ¢ok aktif ise madde ile
olan etkilesimi o kadar fazla olur.

ITK Kkiivet veya tanklar:: Yiiksek hassasiyet gerektiren ¢alismalarda
iyi bir atmosfer doygunlugu saglamak onemlidir. Bu da siizge¢ kagidindan
faydalanilarak saglanabilir. Minimum hacim ve buna bagli avantajlar1 nedeni
ile kiiciik tanklar tercih edilir.
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Kromatografik analizlerde kullanilan bazi terimler sunlardir:

Solut: Bilesenlerine ayrilmak istenen maddeler karisimi1 (numune).

Start: Solutun stasyoner faz tizerinde tatbik edildigi nokta.

Front: Mobil fazin stasyoner faz iizerinde ulagtigi uzaklik.

Developman : Ayrilacak maddeler karisiminin uygun bir ¢oziictideki
cozeltisi kiigiik damlalar seklinde plak tizerine uygulanir ve bu plak, uygun
bir ¢o6ziici sistemi (mobil faz) iceren, siki kapatilmis bir tankin igine
yerlestirilir. Mobil faz adsorban {izerinde kapiller hareketle yiikselirken
karisimdaki maddeler de birbirinden ayrilir. Buna plagm develope edilmesi
denir.

Normal bir developmanda start ile front arasindaki uzaklik 10 cm dir.
Mobil fazin bir kez 10 cm yiikselmesi ile gerceklestirilen basit
developmandan bagka daha iyi aymrim saglayabilen dereceli, ¢ift yonlii ve
dairesel developmandan da yararlanilmaktadir.

ITK Uygulama Yontemi

Mobil faz tank i¢inde 5-8 mm yiiksekliginde doldurulduktan sonra,
tank i¢ duvarini cepecgevre saracak sekilde temiz bir siizge¢ kagidi
yerlestirilir. Boylece tankin ¢dziicii buhari ile doymasi saglanir.

Numunenin uygun ¢oziiciideki ¢ozeltisi adsorbanla kapli plagin yan
kenarindan 1 cm ve alt kenarindan 1.5 cm uzakta olacak sekilde plak tizerine
uygulanir. Lekeler arast uzaklik 10 mm den az olmamali ve lekelerin ¢aplari
3-5 mm olmalidir. Bu sekilde plagin alt kenarindan 1.5 cm uzaklikta bir
dogru iizerinde olacak sekilde ¢ozeltiler, kapiler cam borularla plaga
uygulanir.

Hazirlanmig olan plak, doyurulmus tank igine yerlestirilir ve tabaka
tizerinde mobil fazin yiikselmesi (maddeler karigiminin birbirinden ayrilmasi
igslemi yani developman) sona erdikten sonra plak tanktan c¢ikarilir. Front
sivri uglu bir kalem ile isaretlenir.

Burada 6nemli olan, numune ¢6zeltisi ile referans karisim daima plak
tizerinde yan yana uygulanmasidir. Aksi takdirde yani referans ¢ozelti tatbik
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edilmemis ise yorum yapilamaz veya yan yana degillerse hatali yorumlara
gidilebilir.

Herhangi bir sentez ortami kromatografik olarak incelendiginde,
agsagida yer alan bilgilere ulasilabilir.

a. Reaksiyon ilerlemiyor (kromatogramda sadece baslangic maddelerine
ait lekeler mevcut ise)

b. Reaksiyon zaman iginde ilerliyor (kromatogramda hem baslangi¢
maddeleri hem de iiriine ait lekeler varsa)

c. Baslangic maddesi veya maddeleri bitmis ya da tamamen iiriine
doniismiis,

d. Bir ara iiriin iizerinden sonu¢ maddeye gegis s6z konusu vb.

Yukarida anlatildig: sekilde ayirimi saglanan madde veya maddelerin
taninmasi bir bagka deyisle lekelerin ortaya ¢ikarilmasi igin;

a. Fiziksel yontemler
b. Kimyasal yontemler
c. Biyolojik ve enzimatik yontemler uygulanir.

Eger ayrilan madde UV bolgede kendisi absorbsiyon yapiyorsa ya da
254 nm veya 366 nm dalga boyundaki UV igmnlarina tutulduklarinda
floresans gosretiyorsa kromatogramda lekelerin belirlenmesi basittir. Aksi
halde maddelerin bir kimyasal reaksiyonla renkli tiirevlerinin olusturulmasi
isleminden yararlanilarak kromatograma bir belirte¢ piiskiirtiilir ve madde
lekeleri belirgin hale getirilir. Bazi durumlarda biyolojik ydntemlerle de
lekeler ortaya cikarilabilir.

Maddenin taninmasi icin; goriilebilir hale getirilmis lekelerin orta
noktasi ile start arasindaki uzaklik hassas olarak bir milimetrik cetvel ile
Olgiilir (A). Bu uzaklik start ile front arasindaki uzaklik olan developman
mesafesine (B) oranlanir.

R; (Resolusyon faktorii), bir maddenin bir ITK plaginda pozisyonunu
belirleyen belli kosullarda sabite olabilen bir veridir.
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Ry - start ile lekenin orta noktasi arasi uzaklik (A) .

start ile front arasi uzaklik (Developman mesafesi) (B)

Daima R¢< 1 dir.

Belli kosullar altinda, bir bilesigin R; degeri fiziksel bir sabitedir ve
bilesige ait diger 6zelliklerinin de belirlenmesi ile maddenin taninmasina
yardimer olur. Yalniz mutlak bir Ry degerinden s6z etmek dogru olmaz.
Ciinkii sartlara bagh olarak degisiklik gosterebilir.

R¢ Degerine Etki Eden Faktorler:

Adsorban Kkalitesi: Adsorban partikiil bityiikliigii 6nemlidir. Ancak bu
developman siiresini etkilerken Ry degeri iizerinde etkisi yoktur.

Tabaka kalinhgi: Sulu yontemle kaplama tekniginde standart kalinlik
0.25 mm dir. Ancak kurutma sonucunda bu degerin altina diigmekle birlikte
Stahl’e gore tekrarlanabilir bir Ry i¢in kalinlik < 0.15 olmamalidir. Preparatif
calismalarda Smm kalinliga kadar yiikselebilir. Tabaka kalinligmnin Ry I
degistirmedigi ancak developman hizin1 degistirdigi belirtiliyor.

Tabakanmin aktifligi: 30-60 dakika — 105-110°C de kurutmak,
desikatorde saklamak gereklidir. (Seliiloz ise 10 dakika 105 °C de)

Madde miktari: Bir ¢ok madde i¢in 10-20 pg dir. Fazla madde tatbiki
R degerinin artmasina veya azalmasina neden olabilir.

Solvan kalitesi: Analiz i¢in piir solvan kullanilmalidir. Buharlasmaya
bagli olarak solvan sisteminin orani degisecegi igin sik aralarla
yenilenmelidir.

Sicakhik: Adsorbsiyon kromatografisi, Dagilma kromatografisine

oranla sicakliktan daha az etkilenir. Genellikle sicaklikla Ry degerlerinde
artma gozlenir. (18-38 °C arasinda 6nemli degil)
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Tank atmosferi: Tank veya kiivet atmosferi 6nceden solvan sistemi
ile doyurulursa developman siiresi kisalir. Doymamis atmosferde Ry degeri
yiikselir.

Uygulama teknigi: Tanka yerlestirilen kromatografi plaginin egimi az
da olsa Ry degerini degistirebilir. Ancak ¢ikan, inen veya yatay teknikle
farkli Ry degerlerine ulagilir.

Adsorbanin solvan buharlarim pre-adsorbsiyonu: Dagilma
kromatografisi teknigi i¢in dnemlidir. R degerlerinde diismeye neden olur.

Developman boyutu: Mesafe arttik¢a R;biraz artar.
Yan maddeler: Ozellikle adsorbsiyon tekniginde R; i degistirir.

ITK’nin Avantajlar

1- Kullanilan temel aletler oldukca basit ve ekonomik,

2- Ayirimlar oldukea hizli (kolon ve kagittan daha iyi),

3- Lekelerin belirlenmesi igin korrosif reaktifler kullanilabilir,

4- Bir ¢ok uygulama igin kesin ve tekrarlanabilir sonuglar verir,

5- Cok degisik adsorban kullanma olanagi sunar,

6- Yiiksek Performansli ince Tabaka Kromatografi (HPTLC) sistemi ile
a- Densitometrik kromatogram taramasi,
b- Kantitatif hesaplama ve sonuglarin yazdirilmasi miimkiindiir.

A, - Kagit Kromatografisi
Baslangigta ¢ok dnemli bir analiz yontemi olmasina ragmen (6zellille
polar-hidrofil bilesikler igin) bugiin biiyiik 6l¢iide yerini iITK ne birakmustir.

Genelde siizge¢ kagidina adsorbe ettirilen maddelerin, uygun bir
¢oziicli yardimi ile kagit tizerinde farkli olarak hareket etmeleri esasina
dayanan bir ayirma yontemidir. Siizge¢ kagitlari yapilarinda dogal olarak bir
miktar su igerirler. Bu nedenle bu yontem sivi-sivi dagilma kanununun
gecerli oldugu bir kromatografidir. Kagida uygulanan maddelerin
birbirlerinden ayrilmalart kagit tizerinde hareket eden coziicii ile kagidin
icerdigi su arasindaki dagilma farkina baglidir. Burada stasyoner (durgun)
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faz su molekiilleridir, kagit sadece destek gérevi goriir. Mobil faz ise bir
¢oziicii ya da ¢dziiciiler karigimindan ibarettir.

Kagit kromatografisi ve ITK uygulama yoniinden benzerdirler. Hem
ITK hem de kagit kromatografisinde bilinmeyen maddenin tanisini
yapabilmek iizere 3 ayr1 ¢ozelti hazirlanir.

- Analizlenecek maddeyi iceren ¢ozelti,

- Standart (referans) maddeyi iceren ¢ozelti,

- Hem 6rnek hem de referans maddeyi esit konsantrasyonda igeren
¢Ozelti.

Rf (8)

Rf= = 1 — Numune referans ile ayn1 maddedir.
Rt (c)

ITK ve Kagit kromatografilerinden yararlanarak Rm degeri de
hesaplanmaktadir.

1-Rf 1 . .
= log —-1 Formiilii ile gosterilir.

Rm = log

Kagit kromatografisinde degisik developman yontemleri uygulanir.
* [nen yontem: solvan sistemi yukaridan asagiya dogru verilir.

* Cikan yontem: solvan sistemi asagidan yukartya dogru verilir.

* Tek yonlii ve ¢ift yonlii kromatogafi

* Sirkiiler kromatografi

Sirkiiler kagit kromatografisinde, 6nce daire seklinde kesilmis 6zel
kromatografi kagidinin merkezi isaretlenir. Merkezin yaklasik 1 cm uzagina
dairesel sekilde ayrilacak maddeler karigiminin ¢6zeltisi uygulanir. Daha
sonra merkezde yaklagik 2 mm ¢apli bir halka agilir. Bu sirada uygun ¢6ziicii
sistemini igeren bir petri kutusunun solvan buhari ile doymasi saglanir. Bunu
takiben ¢oziicii ile kromatografi kagidi arasinda koprii vazifesi gorecek
sekilde rulo yapilmis bir kagit ya da pamuk fitil, kromatografi kagidinin
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merkezine agilmis olan halkaya yerlestirilir ve kromatografi kagidi petri
kutusunun agizina kapatilir. Boyle ¢6ziicii bir merkezden kaynaklanan
daireler ¢izerek stasyoner fazda ilerler. Bu arada karisimdaki maddeler,
farkli go¢ ederek Releri farkli leke ¢emberleri olustururlar.

Cikan yontem ise en ¢ok tiip teknigine gére uygulanir. Burada yine
6zel kromatografi kagidi seritler seklinde kesildikten sonra, madde ¢6zeltisi
alt kenarmn yaklasik 1 cm yukarisina tatbik edilir. Boyutlar1 belli bir cam tiip
icine uygun solvan sistemi koyulduktan sonra kagit serit bu solvan sistemi
yani mobil faz ile temas edecek sekilde tiip igine yerlestirilip agz1 sikica
kapatilir. Bu sekilde karisimdaki maddelerin ayirimi saglanmis olur.

Kagit kromatografisinde de sonuglarin degerlendirilmesi igin yine Ry
degerinden yararlanilir. Ry degeri ¢esitli faktorlere bagl olarak degiskenlik
gosterir. Bunlar:

1- Kullanilan kagidin cinsi

2- Kullanilan yontem

3- Kullanilan solvan

4- Maddenin konsantrasyonu ve tatbik alani
5- Developman yonii

6- Sicaklik

Belli kosullar saglanmigsa Ry degerleri kagit kromatografisinde daha
giivenilirdir.

Aj - Preparatif Kalin Tabaka Kromatografisi

ITK nin esasina dayanan diger bir kromatografik yontemdir. iITK dan
farki adsorban tabaka kalinliginin ve uygulanan madde miktarinin fazla
olmasidir. Bu nedenle miligram ya da gram diizeyinde maddelerin ayrilip
izole edilebilmeleri miimkiindiir. Bu yontemde, kalin olarak cekilmis bir
adsorban plagina serit halinde madde ¢ozeltisi tatbik edilir ve developmanin
sona ermesinden sonra siiriiklenme sonucu olusan bantlar bir spatiille ayr1
ayr1 kazmarak alinir,uygun bir solvanla ekstre edilir, siiziiliir. Sivi kisim
ucurulduktan sonra kalan madde temiz ve uygun bir ¢oziiciide ¢oziilerek
kristallendirilir.
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B, - Kolon (Siitun) Kromatografisi

Ayrilacak karisimdaki maddelerin, bir cam boruya doldurulmus ¢ok
ince pargaciklar halindeki bir adsorbana kargi farkli adsorbsiyon degis-
mezlerine sahip olmalarina dayanir. Cam borudaki adsorbana stasyoner faz,
ayrilmak {iizere siituna konan maddeler karigimini igeren ¢ozeltiye solut,
solutun siitun iginde ilerleyip adsorbe ve desorbe olmasini saglayan taze
¢oziicliye de mobil faz adi verilir. Solut, mobil fazin etkisiyle adsorbe ve
desorbe olarak, derece derece asagi dogru yer alan bandlar meydana getirir.
Eger solutun igerdigi maddeler renkli ise, bunlar sutunda renkli bandlar
halinde goriiliir; floresan 6zelligine sahip iseler UV 1sikla goriinebilir hale
getirilebilirler.

Kolon kromatografisinde adsorbanin iyi bir ayirim yapabilmesi igin;

* Yiiksek fakat segici bir adsorbsiyon giiciine sahip olmasi,

* Yiizey alaninin biiyiik (ince pargalara boliinmiis, partikiil ¢api ¢ok
kii¢lik) olmasi gerekir.

Kolon kromatografisinde stasyoner faz olarak en ¢ok selliiloz,
silicagel, aktif magnezyum silikat, aktif aliiminyum oksit kullanilir.

Kolon siitunu kuru ve yas olmak iizere iki sekilde hazirlanir.

Yas yonteme gore siitun hazirlanmasi: 25 g kadar adsorban madde
75 ml organik ¢oziicli ile iyice karigtirilarak bulamag haline getirildikten
sonra temizlenmis ve alt kismina pamuk ve yuvarlak kesilmis siizge¢ kagidi
yerlestirilmis siituna yavas yavas ve dikkatlice bosaltilir. Siituna uzun bir
cam baget sokularak karistirmak suretiyle hava kabarciklarinin olugmast
Onlenir. Siitun bulamag¢ halindeki adsorbanla dolunca adsorbanin dibe
yerlesmesi i¢in beklenir. Cam borunun i¢ duvarina yapisip kalmis adsorban
tanecikleri de ayni organik ¢oziicii ile yikanarak siituna gonderilir. Siitun
homojen olarak dolduktan sonra adsorban iizerine yine yuvarlak kesilmis bir
stizgec kagidi yerlestirilir. Organik sivi seviyesinin siizge¢ kagidindan en az
4-5 cm yiikseklikte olmasimna dikkat edilerek numunenin mobil fazdaki
¢Ozeltisi bir baget yardimiyla siitunun kenarindan dikkatlice ilave edilir.
Muslugun damlatma hizi ayarlanir. Ustten devamli sekilde taze ¢oziicii
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ilavesi ile, solutun sutun iginde ilerlemesi saglanir. ITK ile gozlenerek
toplanan farkli madde fraksiyonlar1 elde edilir. Ayrilacak maddelerin
yapilarina gore gerektiginde ¢oziicii karigimlart ile eliisyona devam
edilebilir. Islem son fraksiyonun ITK da hi¢ bir leke vermedigi noktada
bitirilir.
3.4.1.3. Faz Tiplerine Gore Simiflandirma
1- Sivi Kromatografisi ~ a- Sivi/ kati kromatografisi (LSC)
b- Sivi / s1vi kromatografisi (LLC)
2- Gaz Kromatografisi a- Gaz / kat1 kromatografisi (GSC)
b- Gaz / sivi kromatografisi (GLC)

Tablo 3.1. Kromatografik yontemlerin 6zetlenmesi

Stasyoner faz | Mobil faz | Uygulama sekli Dayandigi fiziksel prensip

Adsorbsiyon (kat1 faz iyon

Kat1 Sivi ITK, Kolon K. degistirici regine ise iyon
degisimi)

Sivi Sivi ITK, Kolon K., Dagilma

Kagit K., HPLC
Kati Gaz Gaz / Kat1 krom. Adsorbsiyon
Sivi Gaz Gaz / Sivi krom. Dagilma

Kiral Bilesiklerde Enansiyomer Ayirimi

(+) ve (-) enantiomerlerin esit orandaki karisimina rasem sekli denir.
Enantiomerlerin polarize 15181 ¢evirme acisi disinda diger fizikokimyasal
ozellikleri aynidir. Enantiomerlerin  ¢6ziintirliikleri  birbirinin  ayni1
oldugundan rasem bilesiklerin rezoliisyonu (enantiomerlerine ayirma islemi),
diger karigimlarin ayrilmasi kadar basit degildir. Genelde, enantiomerlerin
diastereomer tuzlara doniistiiriilmesi ile fizikokimyasal ozelliklerinde
olusturulan farklarla aymimlari kolaylastirilmaktadir. Kromatografik
calismalarda da bu amagla uygulanan bazi yontemler asagida yer almaktadir.
Yine bu yontemlerde de esas amag, diastereomer tuzlarin olusturulmasidir.
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a- Kiral Tiirevleme Bilesikleri Kullanilarak Yapilan Ayirim: (Chiral
Derivatizing Agent=CDA): Akiral stasyoner fazda; CDA ile karisim
maddelerinin (rasem sekli) reaksiyonu sonucu olusan diastereoizomer
tiirevlerinin ayrilmasi saglanir.

b- Kiral Mobil Faz Additifleri (CMA) Kullanilarak Yapilan Avirim:
Akiral stasyoner fazda; CMA ile karisim maddelerinin (rasem sekli)
reaksiyonu sonucu olusan diastereoizomer tiirevlerinin ayrilmasi saglanir.
Burada mobil faza Chiral-Counter-lons (CCI) ilavesi gerekmektedir.

c- Kiral Stasyoner Faz Kullanilarak Yapilan Ayirim: Kiral stasyoner

fazda, karisim enantiomerlerin verdigi diastereomerik birlesme kompleksleri
ile ayirim saglanir.

Kromatografi Uygulamalan:

1- ITK Uygulamas:: Laboratuvar calismalari esnasinda kafein,
teofilin ya da kafein + teofilin numuneleri referanslarla karsilagtirilarak
numune teshis edilir. Solvan sistemi olarak, aseton : kloroform : n-butanol :
amonyak (30 :30:40: 10) kullanilir.

2- Kolon (Siitun) Kromatografisi Uygulamasi: Laboratuvar
calismalari esnasinda, gentian violet, eosin B.A., dimetil yellow ve naftol
green’den olusan numune karigiminin, aseton : kloroform : n-butanol :
amonyak (30 : 30 : 40 : 10) solvan sistemi kullanilarak bilesenlerine
ayrilmasi saglanir.

Sorular

1. Adsorbsiyon kromatografisinde rol oynayan baglar nelerdir ve bu
tiir kromatografinin temel ilkelerini agiklayiniz.

2. Uygulama teknigine gore kromatografik yontemleri siniflandiriniz.

3. Solut, start, front, Ry ve developman ne demektir, tanimlayiniz.

4. Ry degerine etki eden faktorleri siralayiniz.
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