Kromatografik Yontemler

Kromatografi, tanimlar, teorik temeller
Siv1 ve Gaz Kromatografisi

Cihaz BileSenleri

Kitle spektroskopisi Nasil Degerlendirilir?

& Ders notlari hazirlanirken, Prof.Dr. E. Tutem - Do¢.Dr. K.S. Bagkan ‘in notlarindan faydalaniimistir.
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KROMATOGRAFININ KURAMSAL TEMELLERI

1903 Rus botanik¢i Michail Semenovich Tswett

chroma (renk) + graphein (yazmak) — kromatografi

» —w
Eitki ekstrakts ’

Tswett’in denemesi

Kromatografi, ayrilacak bilesenlerin biri sabit (sabit faz), digeri belirli bir yonde
hareket eden (hareketli faz) iki faz arasinda boliindiigii fiziksel bir ayirma
yontemidir (IUPAC).
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Kromatografik Yontemlerin Tarihgesi

Ik kromatografik calismalar;
Rus botanikgi Tswett (1903)

Kromatografik calismalarin hiz kazanmasi;
Kuhn ve Lederer (1931)

Sivi-Sivi kromatografisinin temeli;
Martin ve Synge (1941)

Ik gaz kromatografisi;
James ve Martin (1950)

Gaz-sivi kromatografisinin gelisimi (1954 ile 1962)

Gaz kromatografisi bir analitik teknik olarak kullaniimasi (1962)
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Hareketli faz, kolon boyunca bilesenleri farkli hizlarla siiriikler. Bu islem eliisyon;
kolondan cikan c¢ozelti ise eliiat olarak adlandirilir.
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{(B+4) analit
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Eliient = hareketli faz = eliisyon ¢ozeltisi



Izokratik eliisyon : Tek bir ¢dziiciiniin kullanildig1 hareketli faz.

Gradient eliisyon : Belirli oranlarda kullanilan farkli polarliga sahip
coziiciilerin kullanildig1 hareketli faz.

" Izoleratile elisyon

Gradient elisyon
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Dedektéar cevabi

Zatnat (dak.)



Kromatografik yontemlerin simiflandirilmasi

Kromatografik yatagin (sabit fazin) sekline gore ;

1. Kolon kromatografisi
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2. Diizlem kromatografisi
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Hareketli (mobil) fazin fiziksel durumuna gore;
1. Gaz kromatografisi (GC)
2. Siv1 (likit) kromatografisi (LC ve HPLC)

3. Stiperkritik-akiskan kromatografisi (SFC)

Ayirma mekanizmalarina (diger bir deyisle, sabit fazin 6zelliginden dogan denge
1slemlerine) gore;

1. Adsorpsiyon kromatografisi

2. Dagilim (partisyon) kromatografisi

3. Iyon-degistirme kromatografisi
(iyon kromatografisi, 1C)

4. Eleme (ekskiilizyon, exclusion) kromatografisi

5. Afinite (affinity,benzesme) kromatografisi



Kolon Kromatografisi

GC, HPLC ve SFC yontemlerinin her ¢t de kolonda gerceklestirilir.

(a) Sample Mobile phase
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(a) A ve B bilesenlerinden olusan bir karisimin kolonda ayrilmasinin gosterimi

(b) (a)’da goriilen eliisyonun farkli basamaklarina karsilik gelen dedektor
sinyalleri (kromatogram)



Sabit fazdaki derigim
>
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t, t; t t,
Kolondaki uzaklik

Kolon boyunca ilerleyen A ve B bilesenlerinin farkli zamanlara karsilik gelen
derisimleri.
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ki bilesenli bir karisimin kromatogrami



Kromatografide A ile gosterilen bir analit i¢in dagilim dengesini siklikla, asagidaki
basit denklemle tanimlayabiliriz:

‘j‘hareketli {—a ‘j"sabit

Bu dengeye ait sabit, K, dagilim katsayist olarak adlandirilir.

Bu denklemde Cg ve C,, analitin, sirastyla sabit ve hareketli (mobil) fazdaki
molar derisimleridir.

Ideal olarak dagilim katsayisi, genis bir derisim araliginda sabittir, yani Cg, Cy,
ile dogru orantilidir.

Bu esitligin uygulandigi kromatografi, dogrusal kromatografi olarak adlandirilir.



Kolon kromatografisinde onemli deneysel buyiukliikler ve bagintilari

Deneysel buytukligiin ismi Semboli Elde edilisi
Tutulmayan tiirtin kolondan ¢ikma

zamani (0lii zaman) ty Kromatogramdan

A ve B bilesenlerinin alikonma

zamanlar1 trea) + Tre) Kromatogramdan

A bileseni i¢in diizeltilmis

alikonma zamani t'rea) Urea) = rea) - tu

A ve B bilesenlerinin pik genislikleri W, , W

Kolon dolgusu (sabit faz) uzunlugu L
Akis hizi (hacimsal akis hizi) F
Sabit faz hacmi Vg

Analitin hareketli ve sabit fazlardaki C,,, Cqg
derisimleri

Kromatogramdan
Dogrudan olcitilerek
Dogrudan olcitilerek

Kolonun hazirlanma
verilerinden

Analiz ve hazirlama
verilerinden



Kolon kromatografisinde onemli turetilmis buiyiiklukler ve bagintilari

Tiiretilmis biiyukligiin ismi  Hesaplanmasi
Hareketli fazin 0= L
ortalama dogrusal hiz1 Ty
Hareketli fazin hacmi Vu=tuy.F
Alikonma faktori K= t. —ty
(Kapasite faktorii) t,
Dagilim katsayis1 (Bilesenin Vi
iki fazdaki derigimlerinin oran1)) K= k ——

Vs
Ayirma faktori (Se¢imlilik a:tR(B) —hy
faktorii) L~

(bagil alikonma)

Diger biiyukliiklerle iliskisi

K=KJs
VM

(. Co
CM

Ky Ky



Tiiretilmis biiyukligiin ismi
Resoliisyon (ayirim)

(iki pikin birbirinden

ayrilma derecesi) ayirim giicii

Kuramsal tabaka sayisi
(kolon veriminin yani
piklerin keskinliginin nicel
olcustudur)

Kuramsal tabaka ytiksekligi

Alikonma zamani

Hesaplanmasi

S

. 2[(tR)B B (tR)A]

W, +Wj

t 2
N :16(—Rj
W

Diger biiyiikliiklerle iliskisi

_\/N a-1 k

4 o l+k,

R

L
N
_16R52H( a jz (1+k )
iU la-1) (k)



Alikkonma Faktori (Kapasite Faktoru, k)

Analitlerin kolonda goc¢etme hizlarini tanimlamak amaciyla yaygin olarak kullanilan
onemli bir bluiyukliktir.

Kapasite faktori (k)’niin 1-5 arasinda bir deger gostermesi idealdir.

Uygun bir kolonun se¢ilmis olmasi halinde k degeri mobil fazin bilesimi
degistirilerek ayarlanabilir.



Ayirma Faktorii (o)

Birbiri ile iliskili iki pikin goreceli alikonmalaria ayirma faktorii (o) denir.

o= tR(B) _tM oLl= kkB

_K
K

tR(A) _tM A

o = 1 1se pikler ayrilmamistir. Mobil faz bilesimini degistirerek veya calisma
sicakligini ayarlayarak o, 2’den bliyiik yapilabilir ve boylece 1y1 bir ayirma
saglanir.



Rezoliisyon (Ayirim, R,)

Rezoliisyon, iki kromatografik pikin birbirinden ayrilma derecesini tanimlayan bir
buytukliktiir.

_ 2[(1}3 )3 o (IR ),4]

RS
W, +W,

Ayirim, kolon etkinligini belirleyen tiim faktorleri igerecek sekilde

formulu ile ifade edilebilir.



Dedektor sinyali
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Uc farkli ayirim degeri icin elde edilen kromatogramlar.



4 N

Kolon Verimi

Kolon verimi; bir karigimdaki bilesenleri kolonun ayirma gucu
olarak tanimlanabilir.

Tabaka Teorisi
Tabaka teorisi, 1941 ylinda Martin ve Synge tarafindan ortaya konmustur.
Kolon verimliliginin, kantitatif olarak belirlenmesinde birbiriyle bagintil iki
terimi icermektedir. Bunlar:
1- Tabaka yuksekligi (H),
2- Teorik tabaka sayisi (N).
*Tabaka yuksekligi (H) genellikle 0,1 ile 0,001 arasinda degisir.
*Teorik tabaka sayisi ise (N) 100 ile 100.000 arasinda degisir.

* Kolon verimi, tabaka yuksekliginin (H) azalmasi ve tabaka sayisinin (N)
artmasiyla artar.

-
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Plaka Yuksekliginin (H) Belirlenmesi

Kromatogragramda elde edilen sonucun bir pik oldugundan bahsetmistik.

Bir Gauss egrisinin esitligine gore degisim gosteren pikin genisligi, standart

sapma (o) ya da varyans (c?) ile tanimlanur.

™~

Buna gore, birim kolon uzunlugu
. ] ] T Analyte profile at
basina dusen genigleme (yani o) i end of packing
-
. P . . T ©Q
kolon verimliginin bir olgusu olarak ., =
. . . £ (L-16) | (L+lo)
kabul edilir ve plaka yuksekligi S gy e
2 :
olarak (H) adlandirilir. § H= /;\\
> I
L
(T 2 Distance migrated ———
H=— w e
L A< L >l
Sample in Detector
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H ve N deneysel olarak, allkkonma suresi (tz)ve pik genisligi (W)
yardimiyla tayin edilebilir.

L

Detector signal —=

JIS
|

Y,
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(N) =16 (32




Kolon Etkinliginin( Performansinin) Optimizasyonu
[yi bir ayirma icin temel biiyiikliikler : a, k ve N (veya H)
Ayirimi 1yilestirmenin en kolay yolu kapasite faktorii ( k)’nii optimize etmektir.

Kk icin mobil faz bilesimi degisimi, farkli bir kolon dolgu maddesi
kullanilmasi (daha az uygun) somm ~100mm
N icin;
kolon uzunlugunu, /ﬂ'\ | i

mobil fazin akis hizini, TN 31 LILLAN

dolgu maddesinin tanecik biyiikligiini, S +7 e
mobil fazin viskozitesini degistirmek . o
a icin azalan tercih edilebilirlik sirasiyla; /\/\ M

pH degisikliklerini de igeren mobil faz bilesimini degistirmek,
kolon sicakligim1 degistirmek,
sabit fazin bilesimini degistirmek,

ozel kimyasal etkilerden yararlanmaktir.
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Artan N

Kolon etkinliginin optimizasyonu.

Artan k

o,

Artan «

k: kapasite faktoru
a: ayirma faktoru
N: tabaka sayisi
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Tabaka Sayisinin Pik Sekline Etkisi, ornek

~N = 1000
. ——— N= 100
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Kolon verimliligini tanimlamakta kullanilan N, kuramsal tabaka sayisi,

o P(1+k,,)?
N = 16RZ| —

formiilii 1le; kolon verimliligini tanimlamakta kullanilan diger biiytklik, H,
tabaka ytiksekligi de

formiilii 1le de hesaplanabilir.

-




Sinyal

1\ J\

5 10 15

20
Zaman (dakika)

t,,= 0,98 dak

Kolon boyu: 20 metre (GC kolonu)

R — 2[(tR)B _(tR)A]
S W, W,

£V
N 216(—Rj
W

H =

L
N

t,= 8,21 dak
w,= 2,01 dak

t,= 16,01 dak
w,= 2,21 dak




.
Ornek

s

Konsantrasyon

Sinyal

Ay G

= C_ A_ Cevap faktord, standart ile analitin (x) duyarhk farkindan
x {s

F

kaynaklanmaktadir. Cevap faktori bulunduktan sonra bilinmeyen maddenin
konsantrasyonu hesaplanabilir.

Ornek: Kromatografik bir diizenekte, 0,0837 M analit ve 0,0666 M standard
varliginda, analit icin 423 ve standart icin de 347 alani 6l¢iimustur.

10,0 mL 0,146 M S ile 10 mL konsantrasyonu bilinmeyen analit karistirilarak toplam 25
mL lik bir analiz ¢ozeltisi elde edilmistir. Bu ¢dzeltiden, analit icin 553 ve standart madde
icin de 582 alanlari 6lglildiguline gore, analitin konsantrasyonunu hesaplayiniz.
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Kromatografide Hiz Teorisi

Kromatografide hiz teorisi van Deemter tarafindan 1956 yilinda One

surtlmuastur. Tabaka teorisinden farkli olarak;

*Faz kalinhg,
*Cozelti difuzlenmesi,
‘Destek buyuklugu,
*Ayirma faktorda,
*Destek porozitesi,

*Hareketli fazin hizi, gibi degiskenleri de ihtiva etmektedir.

Tabaka teorisinde oldugu gibi Gaussian dagilimina gore temellendirilir. Pek

cok ayirma prosesinin dinamigine temel teskil etmektedir.

- /




van Deemter Esitligi

L 2D, 8 kdf

H = 2Ads + T m

Paketlenme terimi
Taslyicli faz terimi
Durgun (sivi) faz terimi
A - Paketlenme sabiti
dp — pargacik gapi
vy - parcaciklar arasi boslugun duzensizlik
sabiti

D, — Bilesigin gaz icindeki difizyon sabiti
D, - Bilesigin sivi igindeki difizyon sabiti
u —dogrusal gaz akis hizi
k — kapasite orani
d; — sivi fazin etkin film kalinhgi
H — Teorik plaka (tabaka) yuksekligi




van Deemter Esitligi

H=A + B/u + Cu seklinde kisaltildiginda,

A - coklu yol veya eddy difiizyonu 2\dp

B - molekuler difizyon QYUDQ
2
C - kutle transferine direng 8 kdi u halini alir.
[ (1 + k)2D|
GC kolunu

Blu icin




4 N

A terimi :

Paketlenme OlgusU ve geometrisinden kaynaklanir.

(1) Slower

difUzyonuyla izah edilir.

Minimum pik genisligi elde etmek igin;
1) Uygun boyutta paketleme,

2) Kucuk capta parcaciklar,

3) Uygun paketleme malzemesi,

4) Kolonda bosluk kalmamasi, gibi hususlara dikkat edilmelidir.

- /
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B terimi :

Mobil fazdaki difuzlenmeden kaynaklanan genislemedir. Akis hizina duyarl
olan bu terim icin, akis artirildiginda difuzyon icin gerekli zaman kisalir.Bu
nedenle akig hizini cihazin ve C teriminin izin verdigi derecede yuksek

tutmak gerekir.

C terimi :

Kutle transferine direngten kaynaklanir. Cozinenin, tasiyici ile durgun faz
arasindaki dengeye ulagmasi igcin zaman gerekir. Ayrica, kalin ve viskoz
durgun fazlar da daha genis C terimine sebep olur. Bunu onlemek i¢in;

1) Ince bir durgun faz kullaniimasi,

2) Viskozitesi dusuk fazlarin tercih edilmesi,

3) AKkig hizinin mumkin oldugunda dusuk tutulmasi (B teriminin izin verdigi

derecede), gerekmektedir.

- /




B/u
Cu

>

Yukarida gosterilen van Deemer plotlari elde edilerek, optimum calisma

sartlar belirlenir.




height of theoretical plate (mm)

254
204
15
optimum
mobile phase
10 velocity Cu
5t \ : A
' B/
0 % u
| | | | | | |
0 20 40 60 80 100 120

mobile phase velocity (mL/min)




Diizlemsel kromatografi

i Bitis cizgisi
Rf=0.85
+— 4P
RA0.6
e
L& R.=D/L
= .E D £
g| RE=03 ~
2
W
E
g
B Baslangig cizgisi
Baslangic eluent seviyesi
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GAZ KROMATOGRAFISI

Gaz-kat1 kromatografisi (GSC)

Kolon ¢eperi

Sabit kah
faz partikdilleri

Gaz-s1vi kromatografisi (GLC)

Kolon ceperi

Sabat
s far

Kolon ¢eperi

Sabit st faz

ile kaplamms
keat destek




Gaz-s1vi kromatografisinin temel kavramlari

Alikonma hacimleri

Gaz kromatografisinde sicaklik ve basincin etkilerini dikkate almak i¢in, bazen
alikonma zamani yerine alikonma hacmini kullanmak daha yararli olmaktadir.

F = kolon i¢inde gazin ortalama hacimsel hizi




Tc (P-Pyo)

1 P

T = Kolon sicakligi (K)
T = Oda sicakligi
F.. = Olgiilen akis hiz1

P = Kolon ¢ikisinda gaz basinci




GAZ KROMATOGRAFISI CIHAZI

iki agamali

Siringa \1»
Dedektor

Hiz dlger

[

Bl

!
|
S
L

Veri
sistemi

A AK1s kLD
basing R otontetes béiliilgu‘ |~ Enjektar
regiilatdrii -
a
= 3¢ T
/'\ -
Ak
diizenleyici
\Ta§1y101
gaz Kolon
thpi

Kolon firin:
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Ornek enjeksiyon sistemi

Ornegin kolona uygun miktarda ve gaz fazinda tek defada verilmesi gerekir.

Siringa ignesi

Kaucuk septum(bdlme)
- Septum

temizleme ¢1kis1 O ml/ mln

1 ml/min rsiieagz—s w
girisi
2 spiteios: () M1/M1In

Isitilmis metal — /
blok % o
Cam kaplama 77 Buharlasma bolmesi

7 / Baslangic firin sicakhiginda (50 °C)
17
1t Kolon
4
Iml/min

Enjeksiyon bolmesinin kesiti
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Kapiler kolonlarla boliinmeli, dolgulu kolonlarla boliinmesiz enjeksiyona olanak
saglayan split/splitless enjektorlerin kullanimi modern cihazlarda ¢ok yaygindir

Siirlandiricilar

2 mL septum
boslugu

49 mL toplam

ak
paaaiy! 46 miL

atiga

e
fIAEA S

1 mL kolon
akisi

{{t

I"Wl

Split/Splitless enjektor

™~
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Kolonlar ve sabit fazlar
Dolgulu kolonlar : 1) Acik borusal (kilcal) kolonlar
2) Duvar kaplh a¢ik borusal kolonlar (WCOT)

3) Destek kapli acik borusal kolonlar (SCOT)

4) Erimis silis acik borusal kolonlar (FSOT)




Ticari gaz kromatografik kolonlarin karsilagtirilmasi

Kolon tipi

FSOT WCOT SCOT Dolgulu
Uzunluk, m 10- 100 10-1000 10-1000 1-6
I¢ cap, mm 0,1-0,53 0,25-0.75 0.5 2-4
Verim, tabaka/m 2000-4000 1000-4000 600-1200 500-1000
;fa‘;ﬁl?m tabaka  90400)x10° (10400)x10°  (6-120)x10°  (1-10)x10°
Ornek miktar1, ng ~ 10-75 10-1000 10- 1000 10-10°
Bagil geri basing Diistik Diistik Diistik Yiiksek
Bagil hiz Hizh Hizh Hizh Yavas
Kimyasal inertlik  Eniyi > Enkoti
Esneklik Var Yok Yok Yok




Polidimetilsiloksan

R " R ) R

| | |

Si— O— Si— O+—S1— R
| | |

R R R
b _/

Polictilen glikol

HO-CH,-CH,-(O-CH,-CH,) -OH



Gaz-S1ivi Kromatografisinde ¢ok kullanilan sabit fazlar

Sabit Faz Ticari Ad1 Polarite Yaygin Maksimum
Uygulamalar Sicaklik (°C)
%100 Dimetil polisiloksan OoV-1 Apolar Genel amagl 320
CH, SE-30 kullanim.
N Hidrokarbonlar,
O_T' poliaromatikler,
CHy = " PCB’ler.
Difenil, dimetil polisiloksan OV-3 %5 Genel amagli, 320
Oov-17 Diisiik yiksek 300
© CH, SE-52 0035, %65 | sicakliklarda 370
iﬂ “— | ‘m Orta kullanima uygun.
*EO Si O Ti %65, %35 | Pestisitler
© Jx% IL CH, J 100-X% Orta
%14 Siyanopropilfenil-%86 dimetilsiloksan Orta EPA 608 ve 8081 280

CN
H,C

L Ll
%O 7 JM% © LT' L as06

CHj3

yontemlerinde
belirtilen organik
klorlu pestisitlerin
ayrilmast.

Nem ve oksijen ile

bozulmaya duyarli.




Gaz-S1vi Kromatografisinde ¢ok kullanilan sabit fazlar

%80 Bissiyanopropil-%20 Siyanopropilfenil OV-275 Yiiksek Serbest asitler, 275
polisiloksan ¢oklu doymamis
yag asitleri,
CN CN alkoller.
(\/ (\/ Su ve metanol gibi
_ _ polar ¢oziiciilerden
~I;»O—S| J [O S } kacinilmali.
K/\BO% 20%
CN
Arilenler R’ye bagh | Yiiksek sicaklik, 300-350
Ry R, olarak diisiik sabit faz
|r | . / \ | polarite kayb1
IL O_Sl' T' yukaridaki
R — n gibi
2 Ra degisir.
Karboranlar R’ye bagh | Yiiksek sicaklik, 430
olarak dusiik sabit faz
polarite kaybi
yukaridaki
gibi
degisir
Poli(etilenglikol)(Karbovaks) (Carbowax Yiiksek Alkoller, 250
20M) Aldehitler,
Ketonlar,
O—CH,CH, Ksilen gibi
n aromatik
izomerlerin

ayrilmasi




4 Gaz kromatogramlarina sicakhk etkisi

(a) 45 °C’da izotermal,
(b) 145 °C’da izotermal,
(c) 30 °C’dan 180 °C’ye

programlanmis

l (a)
1
2 4
}t N\
Ld-/ N ..ﬂi\‘_
| | |
0 10 20 ||
.14*5 e
F 6
1 i |
() (V] 20 >0
1O

) J :, LJ\J—UUL

o |
Zaman, dakika
| t | | |

0 60° an® 120° 15° 1]0°

Swcakhk, °C




/ GC de Kullanilan Dedektorler

Bir gaz kromatografisi dedektorii
kromatografik islem uygulanan bir
karisimdaki bilesenleri sliratle ve hassasiyetle
algilayabilen bir aygittir. Dedektor kisa bir
periyot icinde algilama giiciinii
gosterebilmelidir. Ayrica dedektoriin dogrusal
ve muntazam algilamalar yapabilmesi ve uzun
stire kararliligini1 koruyabilmesi istenir. 400 oC
gibi sicakliklarda ¢alisabilmeli, her tiir analite
benzer cevap vermeli, genis bir dogrusal
calisma araligina sahip olmali ve numuneyi
par¢alamamalidir. En ¢ok kullanilan 4 tip
dedektor tipleri: termal iletkenlik (TCD), alev
iyonizasyon (FID), azot-fosfor (NPD), ve
Qlektron yakalama (ECD) dedektorleridir.

= Alev iyonlasma dedektorii (FID)

= Termal iletkenlik dedektorii (TCD)

= Elektron yakalama dedektorii (ECD)

= Atomik emisyon dedektorleri (AED)

= Kiikiirt Kemiliiminesans dedektorii (SCD)
= Termiyonik dedektorler (TID)

= Alev fotometrik dedektor (FPD)

= Fotoiyonlagsma dedektorii (PID)

= Kiitle spektrometresi (MS)*

= Fourier dontisiimlii infrared spektrometresi

(FTIR)




4 GC Dedektorleri ve Algilama Limitleri N

Dedektor Tipi Uygulanabilir Ornekler Algilama
Termal iltkenlik (TCD) evrensel 500 pg/ml

Alev iyonizasyon (FID) hidrokarbonlar 1 pg/s
Nitrojen fosfor (NPD) N, P iceren drnekler P: 1072, N: 107" (g/ml)
Elektron yakalama (ECD) [ halojenli hidrokarbonlar 5 fg/s

Atomik emisyon (AED) element secici 1 pg
Fotoiyonizasyon (PID) gaz ve buhar bilesikler 0.002-02 pg/L
Kltle spektrometre (MSD) | ayarlanabilir érnek 0.25-100 pg

Alev 1yonlasma dedektoriinde (FID) analit, hidrojen ve hava ile karistirilip yakilir. Bu
esnada karbonlu bilesikler alevde iyonlasarak, elektrik potansiyeli varliginda 1012 A
gib1 bir akim akim gegmesine sebep olurlar. Sinyal biiytikliigii, karbon sayisiyla
dogru oranlhdir. Kiitle duyarh bir dedektor olan FID, karbonil, alkol, halojen ve amin

gibi gruplar hemen hemen hi¢ iyon vermediklerinden bunlara kars1 duyarli degildir.

\Ayrica, CO,, NO, ve SO, gibi yanmayan gazlara da duyarlik gostermez. /




4 N

Termal Iletkenlik Dedektorii, (TCD) GC de ilk olarak kullanilan dedektordiir. Dedektdre ulasan
gazin, analit tarafindan iletkenliginin degismesine dayanan bu yontemde, Pt veya W gibi bir tel
isitilarak, etrafindan gegen gaz nedeniyle iletkenliginde meydana gelen degisim olgiiliir. He ve
H, gazlari, 1s1 iletkenlikleri yiiksek oldugundan, duyarlik acisindan tercih edilir. Pek ¢ok
organik ve inorganik tirler i¢in uygundur. Numuneyi, FID den farkli olarak par¢alamaz. Kilcal

kolonlar, bu dedektor ile kullanilmamasi dezavantajidir.

Elektron Yakalama Dedektort (ECD) Halojen igeren maddeler i¢in se¢imli tayin imkani sunar.
Ozellikle pestisiler i¢in yaygin kullanilir. Azot gazi tastyicisinda gerceklesen ve iki elektrot
arasina uygulanan potansiyel ile {iretilen akim, organik madde varlifinda diiser. Ozellikle

elektronegatif fonksiyonel gruplara kars1 duyarli bir dedektor sistemidir.

Kiikiirt Kemiliiminesans Dedektorii (SCD) Son zamanlarda gelistirilen bu dedektoriin
temelinde, bazi kiikiirtlii bilesiklerin ozonla verdikleri tepkime yatar. Tepkime 1le tireilen 151n
siddeti, kiikiirt miktariyla oranhidir. Takip eden bir FID dedektor kullanilarak, SCD den ¢ikan

gazlar dogrudan yeniden analizlenebilir. Merkaptanlar gibi kiikiirtlii bilesikler i¢in duyarlidir.

- /




Alev iyonlasma dedektoru (FID)

Alev Degistirilebilir
tyvonlagma — toplaytci
dedektdru

~—___Toplayict
tutucu

Yalitkan
Toplayict

sistem
somunu

H,-hava alevi

Topraklanmiy }
jet B

Ficin i¢ cepert
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Kolon
Ctkis ucu




Termal iletkenlik dedektorii (TCD)
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AKig girigi

Termal iletkenlik dedektoriiniin (a) dedektor hiicresi, (b) cift kanalli hiicre diizenegi



Elektron yakalama dedektori (ECD)
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GUC Grnek ginsi
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GC dedektorlerinin duyarhhik ve dogrusallik araliklarinin karsilastirilmasi

MS (SIM)
|

AED

NPD (P)

FPD (P)

TCD

ECD

1015 ¢ 1012 ¢

107 ¢

106 g

\




GC/MS
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Spray ayirici




SIVI KROMATOGRAFISI (LC)

(1) Yiksek basing¢li s1iv1 kromatografisi (HPLC)

(2) Adsorpsiyon veya sivi-kati kromatografisi
(3) Dagilim kromatografisi
(4) Iyon kromatografisi

(5) Boyut eleme veya jel kromatografisi

(6) Affinite kromatografisi
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Adsorpsiyon kromatografisi

ghreme)

Negatif fonksiyonel
grup igeren sabit faz

® Biiyiik net pozitif vitk
© Net pozitif yitk J
© Net negatif yitk .
® Biiyiik net negatif yitk

Iyon kromatografisi Jel filtrasyon kromatografisi
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ligand-protein kompleksi c P
\ ﬂ =~ S ligand bagh sabit faz

o spesifik protein
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serbest proteinler - a - _
J > R > serbest proteinler
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Affinite kromatografisi




Sabit faz polar (silika)

: | Mobil faz apolar
f“k..:l:[).-' i

Ornek
Normal faz kromatografisi
Sabit faz apolar (C18)
f A
Ornek

Ters faz kromatografisi




Mol kiitlesi
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Si1vi kromatografisinin uygulamalari
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Omnek giris
sistemi
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Pompa

HPLC sistemi
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Gradient HPLC sistemi




Pompalar
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Pompa Ozellikleri

Akis hiz1

Standart analitik kolonlar i¢in 0.1-10 mL/dakika

Mikrobor kolonlar i¢in 0.01-0.2 mL/dakika

Preparatif calismalar i¢in kullanilan kolonlarda 50 mL/dakika

5000 psi’a kadar basing altinda, istenen akis hizin1 saglayacak kapasiteye
sahip olmalidr.

Tuz, tampon ve diisiik kaynama noktal1 ¢oziiciiler i¢eren hareketli faz
bilesenlerine uyumlu olmalidir.
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Enjeksiyon Uniteleri

/&
: &
/ (e

enjekstyonu

(b) Ornegin

[
\

Harelketl faz

Ornek haznesi
gt
Kromatografik kolon

(a) Omek haznesinin
doldurulmasi

Enjeksiyon valfi




Kolonlar

Mikrobor analitik kolonlar,
Standart analitik kolonlar

Preparatif kolonlar

Cam
P -l

!ll? —




Ters faz dolgu maddeleri

Oktadesil - %“&S'Wcm
Oktil - ‘:35'0'5‘%'3":

. . . CH,
Dimetil - _"SI-U_SIiCHs

Normal faz dolgu maddeleri

Styanopropil - —:‘,St-n—slwcu

Aminopropil - —:SI-O—SIW NH,




Dedektorler
Absorbans Dedektorleri
Filtreli

Monokromatorlia

Diyot serili
IR

Floresans Dedektori

Kirma Indisi Dedektorii

Elektrokimyasal Dedektorler

Kiitle Dedektori

Elektrik 1letkenlik Dedektori

sma 2
sensdn
Alas hiicrest
Slitler
__..rI
I Optik ag
[s1ma
kavnag

Monokromatorli dedektor

[stma
sensor
Shit
Az hitcresi
Isma I Optik ag
kaynag

Diyot serili dedektor




Absorbans dedektori hiicresi




elektrotlar i g
- PTFE izolasyon

hareketli faz7 m— —p hareketli faz

g | Sy e diCiye

toprak Dedektor
prax | Elektronikler
e— —p- Dilgisayara

Elektrik 1letkenlik Dedektoru




IS referans elektrot

elektrodu
| referans ve
(b) —_— yvardimci
elektrotlar ¢ozelti
p N I icidedir
L J IS elektrodu
- |
(] yardimc elektrot
L y 4_I_7 referans
(c) —> elekirot ¢ozelti
yardimei icidedir
1 elektrot
(a) IS elektrodu

(a) Bir elektrokimyasal dedektér, (b), (c) farkli elektrod konfigiirasyonlari

Elektrokimyasal Dedektor




L.C Dedektorlerin Performans Karsilastirmasi

LC Dedektor Kiitle LOD, aralik Min Kiitle LOD

Absorbans

Floresans
Elektrokimyasal
Kirma indisi
lletkenlik

Kitle Spektroskopisi
FT-IR

[Sik sagma

Optikge aktiflik
Element secici

Fotoiyonlagma

100 pg — 1 ng

1—10pg

10 pg — 1 ng
100 ng — 1 pg

500 pg—1ng
100 pg — 1 ng
1 pg

10 pg

10 pg
10 fg

100 fg
10 ng
500 pg
I'pg
100 ng
500 ng
I ng

10 ng

Spge ing




Dedektor

UV -goriiniir bolge

Floresans

Kirma indisi

Iletkenlik

Elektrokimyasal

Kiitle spektrometresi
(MS)

-

Analitler

Kromoforlardan
herhangibiri

Floresans ozelligi
olan bilesikler

Hareketli faza gore farklhi
kirma indisi degerine sahip
bilesikler

Yiiklii ve polar bilesikler
Yiikseltgenmis veya indirgenmis
bilesikler, 6zellikle biyolojik

ornekler

Bilesiklerin biiytik bir
kismi

Coziicii gereksinimleri

UV safliginda, calisilan
dalga boyunda UV
absorpsiyonu olmayan
cOziiciiler

UV safliginda, calisilan
dalga boyunda UV
absorpsiyonu olmayan
cOziiciiler

Gradient eliisyonda

kullanilamaz

Hareketli faz iletken olmalidir

Hareketli faz iletken olmalidir

Ucucu ¢oziiciiler ve ugucu
tamponlar kullanilmalidir.

/ LC (HPLC) de kullanilan dedektorlerin kullanim alanlar1 ve ozellikleri A

Yorumlar

Dereceli bir se¢imlilik.
HPLC uygulamasi igin
elverislidir.

Yiiksek se¢imlilik ve
duyarlilik. Genellikle
tiirev bilesiklerin

analizinde kullanilir.

Gergekte tiniversal bir
dedektor olup duyarliligi
sinirhdir.

Iyon degisim metodlan
icin miikemmeldir.

Cok duyarl ve se¢imli

Yiiksek duyarliliga sahip
ve analitik cihazlar
icinde 2nci derecede
giicliidiir. Tecriibeli
operatorlere ihtiyag

vardir. /




LC/MS

Iyonlagma Gerilimi

TR O M

TR !

: m > fyonlasma ve
Mobil faz akisi ——s buharlasma
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Sislestirici gaz

Kurutucu gaz
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Kiitle Spektroskopisi Ornekleri

Ornek - 1
42 M/Z abund
87 3.2

? 29, 3 55 88 1.5
& 89 0.1
T 70
3 87
© 17 \

1 ||‘ |, ‘II' H 1] l..

10 20 30 40 50 60 70 80 | 90
M/Z




/Rings + Double bonds =X-1/2Y +1/2Z + 1

X=#C &Si
Y =# H & halogens
Z=#N&P

CgHy icin doymamiglik sayisi -1 dir. Bu ise imkansizdir.

C,O daise 7 gikar ve karbon sayisindan bile fazla olan doymamislik

imkansizdir.

Bu durumda C, olasi bir yapi degildir. C, de ayni sekilde, mumkun olamaz.

Bu durumda, C; ve daha kuguk karbon sayilari arastiriimaldir.

™~

87 ve 89 ancak N ve P gibi elementler
iceren molekiller icin mumkun bir
Mol kutlesidir. 88 oldugu durumda ise

C, Hve O gibi elementler bulunabilir.

rel. | Norm
mie abund| abund NF Cs Ce &5
A 88 1.5 100 | 66.7 60
A+1 89 0.1 5.1 6.7 5.5 6.6 7.
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5 karbon icin, karbonlar 60 iyon eder. Kalan 28 iyonu dusunursek;

= H,g , mumkun olmaz

= N, , olabilir ama C/N orani ¢ok kuguk

v' ' H,,0 , mimkdin

C:H,,0 igin doymamiglik testi yaparsak =X -"2Y + 722 + 1
=5-12.72+0+1
=0
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kutleleri

Yapidan kopan
fragmant iyonlarinin

™~

17 OH 18 H,0
29 C,H.,CHO Yapidan kopan
31 c:-| ;H fragmant molekillerin 90  ©GHa+ H0
2 katleleri 46 CH,CH,OH
42 C;H,, C,H,O I
55 C,H-,
70 CsH,,
57
42
: =03 o9 33
: *
5
> 0 18 88
8 17 g
||| L, ||| H i .
10 20 30 40 50 T
M/Z /




CH,

15

abundance

CH,;+CH, + CH, - CH, ‘- OH 1-pentanol appears
7117 to be a reasonable
57 31 solution
43 45
29 59
73 57
42 46
29. 31 55 33
T 88
17 ;’
Ly I M | |, | 1] | ’ 1] ¢
10 20 30 40 50 60 70 80 90

M/Z




Ornek - 2
M/Z abund
81 3.8
84 82 2.7
o 83 6.3
_§ 58 84 100.0
= 85 5.1
§ 32 39 45 86 4.4
>
3 ‘ 69
@ .|. L il ...I. T | P Y |
0 60 80 100
mass!charge

Molekul iyon piki 86 olamaz ¢unku izotoplarin dogal bollugunu da dugsunmeliyiz.

85 veya 84 ihtimal dahilinde olarak goruluyor.

-
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Bir karbon atomunun %1,1 i A+1 deki iyona sebep olur. Bu nedenle, C;
icin bolluk orani % 5,5 olur ki spektrumun verdigi oran ancak 5,1 kadardir.

Bu durumda, C, ve alti karbon sayilari mumkundur.

rel. | Norm
mie abund| abund NF S C, Cs

A 84 100 | 100 1 36 48 60

A+1 85 5.1 5.1 3.3 4.4 5.5

A+2 | 86 44 | 44

™~
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Cl
Br

Mass RB Mass RB Mass RB Class
15.9949 100 17.9992 0.2 A+2
31.9720 100 329715 0.8 33.9679 44 A+2
34.9989 100 36.9659 32.5 A+2
78.9183 100 80.9163 98 A+2

Molecular ion 84
4 carbon -48
1 sulfur -32

Mass remaining

4 (mostlikely 4 H)

Potential formula: C,H,S

™~




" C,H,S

Rings + Double bonds =X -1/12Y +1/2Z + 1
=4-4/2+0+1 =3

M/Z Logical losses

58 26
52 39
45 , 45
a0 84 52
3 * 58
&
T 58 26
2
[ 30 39 45
) .
2| 2. = G
B . |% 69
g ..III Is ||I II|||_|I| II Ll I III II
0 20 40 60 80
mass/charge

CZH 2
CSH3
CHS
C,H,
C,H,S
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