DENEY NO: 6

TOKSIKOLOJIDE UYGULANAN KROMATOGRAFIK AYIRMA VE MIKTAR TAYIiNi YONTEMLERI
A) Genel Bilgi:

o Kromatografi, biri genis ylUzeyli ve sabit faz, digeri hareketli olan iki faz arasinda analizi yapilacak
kimyasal bilesiklerin farkli davranmalari temeline dayanan analiz yontemlerine verilen genel isimdir.

e Durucu faz, sivi veya katr; tasiyici faz da, gaz veya sivi olabilir.
Cesitli bilesiklerin durucu ve tasiyici fazlar arasinda farkli davranmalari, bu fazlar tzerinde aldiklari
yollarin da farkli olmasina neden olur. Bu farkh yol alis ise gerek karisimlarin birbirinden
ayrilmasini, gerekse karigsimi olusturan bilesiklerin taninmasi olasiligini yaratir.

o Kromatografik ayriimayi saglayan baslica 4 ana fizikokimyasal mekanizma vardir.

e Bunlar; adsorbsiyon, dagilma, iyon degistirme ve molekliler elemedir.
Degisik kromatografi turlerinde bu mekanizmalardan biri asil etken ise de diger mekanizmalar da
degisen oranlarda kromatografik ayrilmayi etkiler. Bu nedenle, kromatografi turlerinin
siniflandiriimasinda  adsorbsiyon  kromatografisi veya dagilma  kromatografisi  gibi
siniflandiriimalar yerine durucu ve tasiyici fazlarin fiziksel 6zelliklerine gére bélimlendirme daha
uygun olur. Buna gore kromatografi tirlerini dncelikle tasiyici faza goére gaz ve sivi kromatografisi
olmak Uzere ikiye ayiriyoruz. Daha sonraki béliinme de durucu fazin niteligine gore yapilmaktadir:
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INCE TABAKA KROMATOGRAFISIYLE ORGANIK FOSFORLU INSEKTISITLERIN TANINMASI
ITK, cabuk sonug alinmasi ve hassasiyetin fazla olmasi nedeniyle analitik toksikolojide en yaygin
uygulanan yéntemlerden biridir. Cam plaklar; silikagel, aliminyum oksit, sellloz gibi adsorbanlar ile
kaplanir. Bu adsorbanlar, suda stispansiyon haline getirilir; uygun diizeneklerle cam plaklarin (izerine
yayllarak kaplanir. Adsorban kalinhgi, 0.2-2 mm arasinda degisir. Analitik ¢alismalarda en uygun
kalinlik, 0.25 mm olarak bulunmustur. 2 mm’ye varan kalinliktaki plaklar ise, preparatif galismalarda
kullanilir. Plaklarn aktive etmek amaciyla, kaplama isleminden sonra suyu 105-110°C’'ye isitiimis
etlvde suyu uzaklastirilir. Bu sekilde, sivi-kati kromatografi uygulamasi yapilabilir; burada etkin olan
glig, daha ¢ok adsorbsiyondur. Kurutma iglemi, daha duslk sicaklikta yapildiginda suyun timi
uzaklasmayacagd! icgin, ayrilma sirasinda numune, adsorban maddenin tuttugu suyla developman
¢oziiclisli arasinda dagilir ve uygulama, dagilma kromatografisi olarak yorumlanabilir. iTK'da
hassasiyet, 0.1ug’a kadar inebilir.

B) Deneyin Yapilisi:
Organik fosforlu insektisitlerin ince tabaka kromatografisi ile taninmasi
1. Plaklar, silikagel G ile 250 um kalinliginda hazirlanip 105°C’de 1 saat aktive edilir.
2. Numune ve standartlar, plaga uygulanir.
3. Plaklar, hekzan:aseton (4:1) karisimi eklenerek doyurulmus tanka yerlestirilir. Developman ¢ozeltisi,
baslangigtan 10 cm ylkselinceye kadar beklenir, gegen sire kaydedilir.
4. Tanktan c¢ikarilan plaklar oda sicakliginda kurutulur.
5. Kromatogramdaki lekelerin belirgin hale getiriimesi i¢in plaklara renk reaktifi piskarttltr. Mavi zemin
Uzerinde tiyoorganik fosforlu insektisitler viyole renk tonlari verir. Bu rengin belirgin hale gelebilmesi
icin % 1’lik sitrik asit puskurtilerek zeminin mavi rengi giderilir.
6. Kromatogramlarin Rf degerleri saptanarak standartlarla karsilastiriir ve organik fosforlu
insektisitlerin cinsi tesbit edilir.
Renk reaktifi: a) %1 AgNO; (3:1 oraninda su ve aseton karisiminda)
b) %0.5 bromfenol ¢ozeltisi (asetonda)
Kullanilirken 100 mL (a) ¢ozeltisi, 10 mL (b) ¢ozeltisi ile karistirilir.



