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08 Mayis 2003 Persembe

Kolon Kromotografisi ve diger kromotografi tiirlerinin incelenerek [Co(NHs5)e]Cls'lin

[Co(NHs3)sCl] Cly’den kolon kromotografisi teknidi kullanarak ayrilmasi

Kromotografi

Michail Tswett adl bir rus botanikgisi kompleks bitki boyalari ile galisirken, boyalar
ayirabilecek bir madde aramaya basladi. 1906 yilinda yayinladigi bildirisinde
kalsiyum karbonat kolonu ile bitki pigmentlerini birkag renkli bandlara ayirdigindan
s0z etmis ve bunu kimyasal maddelerin adsorbsiyonu ile agiklayarak bu ayirm
teknigini “kromotografi” olarak adlandirmistir.

Kromotografi kimyasal maddelerin farkli adsorblanma 6zelligine dayanan analiz
ybntemi olarak tanimlanabilir. Kromotografi bugln gok yonll bir analiz yéntemi
olarak kullaniimaktadir. Ayirim(separasyon), tespit (dedeksiyon), ve miktar
belirtimi(kantitasyon ) i¢in uygulanir. Kromotografi yéntemleri ile gok sayida analit
incelenebilir. Gazlar, anorganik iyonlar, aminoasitler, sekerler, lipidler,
vitaminler, drodlar ve steroidler, protein, polisakkarid, niikleik asit gibi
makromolekiiller, siibseliiller(hiicre alt) komponentler ve bakteri gibi
partikilli materyaller .
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Kromotografinin Temel ilkesi

Incelenecek karigim gaz veya sivi bir fazda ¢ézindurillr ve bu faz iginde ézel
olarak segilmis bir destek ortamindan gegirilir. Bu destek ortami “stasyoner faz1”
(durgun faz) olusturur. Numune molekdillerini tagiyan faz ise “mobil faz” olarak
isimilendirilir. Karisimda bulunan maddeler sistemin stasyoner faz ile degisik
oranlarda etkilesime girerler. Stasyoner faz afinitesi fazla olan bir bilesik, daha az
olan bir bilesige gére daha yavas ilerler. Boylece diger maddelerden ayriimis olur.

Kromotografik Yontemlerin Siniflandiriimasi

A. Mobil ve stasyoner fazlarin fiziksel 6zelliklerine gére
Ornegin mobil faz organik bir ¢dziicl ise, stasyoner faz da silikajel destegi
Uzerine 6rtllmUs su tabakasi ise s6zkonusu yéntem sivi-sivi kromotografisi
adini alir. Diger taraftan stasyoner faz yine sivi olup, mobil faz olarak gaz
kullanihyorsa, gaz-sivi kromotografisinden sz edilir.

B. Ayinm Mekanizmalarina Gére Siniflandiriima
Bu siniflandirma ayirim sisteminin dayandigi mekanizma turiine géredir.
Ornegin stasyoner faz partikiiliine bir bilesigin adsorbsiyonu “adsorbsiyon
kromotografisi” olarak isimlendirilir. Ayrica iyon exchange(iyon aligverisi), sivi
partiysen, sterik eksliizyon(eleme) ve afinite(ilgi) kromotografilerinden s6z edilir.

C. Kullanilan Stasyoner fazin Tirtine Gére Siniflandirma
Kullanilan stasyoner faz ince bir destek partikilleri tabakasi ise kullanilan
yéntem “ince tabaka kromotografisi” olarak isimlendirilir. (Thin Layer
Chromatography -TLC) Kagit kromotografisinde ise stasyoner faz kagit lifleri

Uzerine 6rtilmas olan su tabakasidir.
SIK RASTLANAN KROMOTOGRAFiI TURLERI

Klasik Kolon Kromotografisi

Ayrimi gergeklestirmek (izere bir kolon yada en basit sekliyle bir tlp kullanilir. Kolon
kati bir destek materyali ile doldurulur. Ornegin; Kalsiyium Karbonat veya silikajel.
Numune karigimi iceren mobil faz (sivi faz) kolondan gegirilir. Mobil fazin sivi
olmasi nedeniyle bu kromotografiye sivi kromotografisi denir.Ortak nokta, mobil faz
ile stasyoner fazin 6nceden dengelenmis olmasidir. Analitin iki faz arisinda dagilimi

ayrimi saglar. Kolondaki ayirimi takiben, karisim numunenin komponentleri kolon



¢ikisindan teker teker toplanir. Bazi durumlarda stasyoner faz kolon’dan ¢ikarilarak,

ayrilmis olan analit bantlar kesilir ve bir ¢ézlct ile elte edilir.

ince Tabaka Kromotografisi (Thin Layer Chromatography -TLC)

Destek fazinin partikllleri ince bir tabaka halinde cam bir plaka tzerine uygulanir.
Kapiler bir tip kullanilarak numune karigimi tabak tzerinde kenarina paralel bir
¢izgi tzerine uygulanir. Uygulanan numune spotlari kuruduktan sonra plaka az
miktar mobil faz igeren cam bir tank igine alinir. Mobil faz plakanin Gzerinde
yukariya dogru kapiler etki ile tirmanir. Mobil fazin ylzey gerilimi ile viskozite yada
yercekimi gibi yavaslatici kuvvetler denge halindedir. Bazen bir yénde yapilan
ayrima ilaveten plaka 90 derece doéndurulerek ikinci bir ayrim daha yapilabilir.
Kromotografi 6ncesi tank solvent buhari ile doyurulmustur. Islem sonrasi ayrilan
bilesiklerin tanimlanmasi igin bazi standartlar bilinmeyen bir numune ile birlikte

uygulanir.

Kagit Kromotografisi
Islem ybniinden TLC’ye benzer. Stasyoner faz kagit liflerine yayilmig su
tabakasidir. Bazi durumlarda TLC tabakalar da selliloz kaplanmis partikullerden

olusmus olabilir.

Gaz Kromotgrafisi GC

Mobil bir gaz fazin stasyoner bir faz (izerinden gecirilmesi ile gaz halindeki bilesikler
karigiminin ayrimini saglayan bir kromotografi yéntemidir. Kontrol edilmis
kosullarda karigsimin komponentleri buhar basinglarina gére kismen gaz mobil
fazda kismen de stasyoner fazda dagiimis olur. Buhar basinci yiiksek olan bilesik,
buhar basinci dislk olan bilesige gbére daha ¢abuk ellie olur ve digerinden ayrilir.
Gaz kromotografisinde numune igindeki her bir komponent bir pik verir.
“Retansiyon zamani” ya da tutunma zamani numunenin enjeksiyonu ile
dedektdrde pik maksimumunun elde edilis arasinda gegen zaman olup belli bir
separasyon sisteminde belli bir komponent i¢in spesifiktir.

Gaz kromotografisi 6 temel kisimdan olusmustur. Akis kontrolii taslyici gaz
kaynagi, Enjektdr, temperatur kontrollt firinda yerlesmis kromotografik kolon ,
dedektér, elektrometre ve data kaydedici. GC’nin UstlnlUkleri; ylksek ¢ézim glca,
hizli ayinm ve ayni anda kantitasyon yapabilme olasiligidir.

Ek: 1-GC ile yapilan bir analize ait pikler
2-GC calisma prensibinin sematik gosterimi



Yiiksek Performans Sivi Kromotografisi

(High Performance Liquid Chromotography- HPLC)

Normal sivi kromotografisine gére bir karisimdaki komponentleri cok daha iyi ve
verimli bir sekilde ayirabilen bir tekniktir. Yiksek performans denilmesinin nedeni
kolon dizaynindan kaynaklanmaktadir.

Kromotografi ile Yapilan Bazi Ayrim Tiirleri

Adsorbsiyon kromotografisinde LSC adsorban olarak;

Non-polar: Kémdr tozu, polisitiren, divenil benzen,

Asidik polar: Silikajel, Silanol(SiOH),

Bazik polar: Aliimina, Florosil

Adsorbsiyon kromotografisi solvanlarin etkinligine bagh olarak kuvvetli fonksiyonel
grup, sterokimyasal secicilik ve izomerlik gbsterirler. Ancak homolog bilesikleri
ayiramaz. Mono-di, trigliseridler LSC ile ayrilabilirler ancak 1-kaproil-gliserol’iin 1-
steraoil-gliserol’den ayristiriimasi olanaksizdir.

lyon degistirme kromotografisi iyonik yiiklerin tlr(i ve sayisindaki farklilik esasina
dayanir.lyon degistirme kromotografisi ile anorganik iyonlar, asminoasitler,
niikleotidler ve proteinlerin ayirimi yapilabilir. Katyon degistirici rezin(destek
maddesi) negatif yikli olup katyon ayriminda kullanilir. Negatif yakli gruplar
sulfonat iyonlari gibi kuvvetli asidik gruplar olabildidi gibi zayif asidik 6zellikte de
olabilir. Karboksilat iyonlari, karboksimetil, stilfometil, sulfoetil, stlfopropil gruplar
gibi. Anyon degistirici recineler tri etil amino etil TEAE gruplari ya da zayif bazik
gruplar icerebilir. Amin etil AE, dietilaminoetil DEAE, guanid etil GE gibi.

Ek: 1-GC ile yapilan bir analize ait pikler
2-GC caligsma prensibinin sematik gésterimi



