3.3. KRISTALIZASYON

Organik reaksiyonlar sonucunda elde edilen kati organik bilesikler genellikle saf degildirler.
Safsizlik iceren bu organik kimyasal bilesiklerin saflastirilmasi genellikle uygun ¢6ziicli veya
¢oziicii karigimlarindan kristallendirilerek yapilir. Ancak safsizligi fazla olan ham {irlinlere
direkt kristalizasyon islemi uygulanamaz. Ciinkii baz1 safsizliklar kristallenme hizin1 disiiriir,
hatta kristal olusumunu tamamen Onleyebilirler, boylece O6nemli miktarda madde kaybi
olabilir. Bu nedenle kristalizasyondan once ekstraksiyon veya distilasyon gibi 6n saflastirma

islemleri uygulanmalidir.

3.3.1. Kristallendirme Islemi
Katilarin kristallendirilerek saflastirilmalart uygun ¢oziicii veya karisimlardaki farkl
¢oziiniirliik 6zelliklerine dayanir. Kristalizasyon igleminin safhalar1 su sekildedir:
1. Saf olmayan maddenin uygun ¢6ziiciide kaynama noktasi veya kaynama noktasina yakin

bir sicaklikta ¢oziilmesi.
2. Sicak ¢ozeltinin ¢éziinmemis madde veya tozlardan stiziilerek ayrilmasi.
3. Sicak ¢ozeltinin sogumaya birakilip, ¢6ziinmiis maddenin kristalizasyonunun saglanmasi.
4. Kristallerin ¢oziicli fazindan siiziilerek alinmasi ve kurutulmasi.
Olusan kristallerin kurutulduktan sonra safliklari, erime noktasina bakilarak kontrol edilir, saf
degilse ¢oziicl ile yeniden kristallendirilir. Bu isleme rekristalizasyon denir. Erime noktasi
sabitlesene dek bu isleme devam edilir.

Kristallendirme ile safsizliklarin ayrilmasi su sekilde olur:

Ornegin A maddesi igindeki safsizlik B maddesi olsun (Genelde bir maddede %5 kadar
safsizlik oldugu kabul edilir). Secilen belli bir ¢oziiciide ve belli bir sicaklikta A’nin ve B nin
¢Oziniirliikleri Sa ve Sg olsun. Bu durumda 3 olasilik s6z konusu olabilir;
1. Safsizlik saflagtirilacak maddeden ¢ok ¢oziinebilir. Sg > Sa
2. Safsizlik saflastirilacak maddeden az ¢Oziinebilir. Sa > Sg
3. Coziintirliikleri esit olabilir. SA = S
Gortildiigii gibi birinci olasilikta kristallendirme ile saf A elde edilebilir bu durumda safsizlik
ana ¢oOzeltide kalacaktir.
ORNEGIN: 100g lik bir A maddesinin 15°C da 100 ml lik uygun bir ¢oziicii igindeki
¢ozliniirliigii Sa = 109/100 ml ve Sg= 5g/100 ml dir. Bu madde kristalizasyon teknigi ile

saflastirilirsa ;



100 g da (A) 5 g safsizlik (B) , 95 g A maddesi vardir. 15°C da 100 ml ¢o6ziiciide B’nin

tamami ¢oziiniir, A’nin ise 10 g’1 ¢ozinilir; buna gore 85 g A maddesi saf olarak

kristallendirilebilir.

3.3.2. Kristalizasyonda Kullamlacak Céziiciiniin Ozellikleri
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Saflastirilacak maddeyi yiiksek sicaklikta ¢ok, diisiik sicaklikta az ¢ozmelidir.
Saflastirilacak maddenin iyi olusan kristallerini vermelidir.
Saflastirilacak maddenin kristallerinden kolayca ayrilabilmeli ve K.N. ‘1 diislik olmalidir.

Saflastirilacak madde ile reaksiyon vermemelidir.

. Ucucu, yanic1 ve toksik olmamali, kolay bulunabilmelidir.

Kristalizasyonda c¢ok kullanilan c¢oziiciilerden bazilar1 sunlardir: Su, eter, aseton,

kloroform, metanol, karbontetrakloriir, etilasetat, etanol, benzen, petrol eteri vs. Yanici

ozellikteki eter, aseton, metanol, etanol, etilasetat, benzen, petrol eteri gibi ¢dziiciiler

kullanilirken 1sitma ¢iplak alevde yapilmamalidir, su banyosu kullanilmalidir.

Kristallendirme isleminde en ¢ok kullanilan c¢oziiciiler ve 6zelliklerini asagidaki tabloda

gosterilmistir:

Coziicii K.N. Ozellik

Damitik su 100 Uygun olan her yerde kullanilir
Dietileter 35 Yanici

Aseton 56 Yanici

Kloroform 61 Yanmaz, buharlar1 zehirli
Metanol (% 99) 64.7 Yanici, zehirli
Karbontetrakloriir 77 Yanmaz, buharlar1 zehirli
Etilasetat 78 Yanici

Metanol (Teknik, % 95) 77.8 Yanici

Etanol 78 Yanici

Petrol eteri 40-60 Yanici

Asetik asit 118 Keskin kokulu

Eter fazla ugucu oldugu i¢in kabin kenarlarindan yukariya dogru tirmanir, bu nedenle

kristallendirme islemlerinde miimkiin oldugunca kullanilmamasi gerekir. Ayrica eter kisa

stirede uctugu i¢in madde kabin dibinde tortu olarak kalir. Karbonsiilfiir de hava ile parlama

noktasi diisiik karisimlar verdigi i¢in miimkiin oldugunca kullanilmamalidir.



Kristalizasyonda ¢6ziicii se¢ilmesi, gogunlukla deneysel olarak tespit edilir. Pratikte 0,1 g
madde 1 ml solvan ile 1sitilmadan ¢6ziiniiyorsa veya 0,1 g madde 3 ml solvanla 1sitilarak
¢Oziinmilyorsa uygun degildir.

Kristallendirilecek madde bir ¢6ziiciide ¢cok kolay, bir baska ¢oziiciide ¢cok az ¢oziinliyorsa
1yi bir kristalizasyon islemi i¢in ¢6ziicii ¢iftleri kullanilabilir. Ancak bu iki ¢oziicliniin birbiri
ile karisabilir olmas1 gerekir. Bunun i¢in 6nce madde c¢ok ¢oziindiigii ¢oziiciide ¢oziiliir ve
daha sonra maddenin az ¢oziindiigii ¢oziicii sicak olarak azar azar ilave edilir. Hafif bulaniklik
meydana gelince ilk ¢oziicliden ¢ok az ilave edilip, sogukta kristallenmeye birakilir. Alkol-su,
benzen-petrol eteri, aseton-petrol ecteri en ¢ok kullanilan ¢6ziicti ¢iftleri arasinda yer
almaktadir. Teorik olarak ¢oziicli se¢iminde 2 6zellikten yararlanilir;

1. Bir madde kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin benzer oldugu ¢oziiciide ¢ok ¢oziiniir.

2. Polar bir madde polar bir ¢oziiclide, apolar bir ¢oziiciiden daha c¢ok ¢oziiniir. Polar
bilesikler suda ¢ok ¢oziiniir. Ozellikle hidrojen bagi yapiyorlarsa sudaki ¢dziiniirliikleri
daha da artar. Karboksilik asit, alkol, amin ve amid iceren organik yapilar i¢in sudaki
¢ozlinlirliik fazladir. Bunun yanisira organik maddelerin tuzlar1 da suda kolay ¢oziiniir.
Tiim hidrokarbonlar ve alkil halojentirler ise suda ¢dziinmezler. Eter, benzen gibi nonpolar
solvanlar, noniyonik bilesiklerin bir¢ogunu cozerler. Genel olarak organik bilesiklerde
hidrokarbon kismi arttikga yani C sayis1 arttikca sudaki ¢oziiniirliikleri azalip, nonpolar
solvanlardaki ¢6ziintirlikkleri artar. Yine molekiil agirligr arttikga sudaki ¢oziiniirlik azalir.
Ancak bunun istisnalar1 da vardir. Ornegin nonsiibstitiie amidler siibstitiie amidlere oranla
suda daha az ¢oziiniirler. Cilinkii nonsiibstitiie amidlerde H kopriileri araciligi ile bir
assosiyasyon meydana gelir, bu da sudaki ¢oziiniirliigli disiiriir. Yine yapiya halojen
sokulmasi da sudaki ¢oziiniirliigii azaltan bir diger etkendir. Su, formik asit, asetik asit,
metanolii polar solvanlara, benzen, aseton, kloroformu da apolar solvanlara 6rnek olarak

gosterebiliriz.

3.3.3. Kristalizasyon Teknigi

Kimyasal bilesik i¢in uygun bir ¢oziicii bulunup ¢ozelti kaynama noktasina ulagilana dek
isitilir. Kaynamakta olan ¢ozelti so§umaya birakilmadan once hizla siiziilmelidir. Bunun i¢in
genellikle pilili siizge¢ kagidi ve genis kisa boyunlu bir huni kullanilir. Genis ve kisa boyun
¢ozeltinin soguyup, kristallerin olugsmasin1 ve tikaniklik yaparak siizmede giigliikk ¢ikmasini
onler. lyi bir siizme ile siizge¢ kagidinda kristal kalmaz. Siiziilen ¢dzeltinin iizeri saat camu ile
kapatilarak sogumaya birakilir. Olusan kristallerin biiyiikliigii sogutma islemine baghdir. Hizli

sogutma ile kiigiik, yavas sogutma ile biiylik kristal olusumu saglanir. Biiyiik kristaller dnemli



miktarda solvan igerirler. Kiigiik kristaller de ise birim yiizey hacim artacagi i¢in daha fazla
safsizlik adsorblayabilirler. Bu nedenle, sogutma genellikle orta 1sida yapilmalidir. Olusan
kristaller siizge¢ kagidindan veya vakumda Biihner Hunisi kullanilarak stiziilir. Kurutma

islemi, agik havada, erime noktasi altinda, sabit etiivde veya vakum desikatoriinde yapilabilir.

3.3.4. Kristalizasyonda Karsilasilabilecek Giigcliikler

1. Renk giderme: Ham {iriin renkli safsizliklar igerebilir. Bu safsizliklar kristaller tarafindan
adsorblanabilecegi i¢in renkli ve kirli kristaller elde edilir. Bunlar aktif komiir gibi
safsizliklar adsorblama  kabiliyetindeki ~ maddeler  kullanilarak ~ ortamdan
uzaklastirilabilirler. Cozeltiye ham iriiniin agirhiginin %1-2’si kadar aktif komiir ilave
edilip kaynatilir. Adsorbsiyon giicii fazla olan komiir genellikle biiyiik molekiillii olan
safsizliklar1 kolaylikla adsorblar ve ¢dzeltinin rengini giderir. Aktif komiir fazla miktarda
kullanilmamalidir, aksi takdirde esas madde de adsorblanir ve verim diiser. Cozelti
stizlilerek aktif komiirtinden ayrilabilir.

2. Kristallenme gii¢liigli ve yag halinde ayrilma: Kristalizasyonda madde yag halinde
ayrilmig ise (bu durum c¢abuk sogutma veya ¢Ozeltinin derisik olmasindan
kaynaklanabilir) 1sitilarak c¢oziiliir, daha sonra tek fazli berrak ¢ozelti yavas yavas
sogutulur veya yag halinde ayrilmayi onlemek icin sogumakta olan ¢ozelti kuvvetle
karistirtlir boylece yag taneleri olugsa bile biraraya gelmeleri Onlenir ve kristallenme
saglanir. Bazen de doymus c¢oOzeltilerden kristallenme baslamaz, bu durumda
kristallenmeyi baslatmak i¢in asagidaki islemler uygulanir;

Ast kristali ilave etmek
Cam bagetle kasima
Cok diistik sicakliklara dek sogutma yapmak

Cozeltideki ¢oziicii miktarini biraz ugurmak

3.3.5. Kristalizasyonda Siizme islemi
Bir karisgimda sivi fazi kati fazdan ayirmak icin uygulanan isleme siizme denir. Iyi bir
kristallenme 1ile saflastirma ancak siizme isleminin kusursuz olarak yapilmasina bagh
oldugundan, stizme ¢ok dikkat gerektiren bir islemdir Kristallendirme sirasinda siizme islemi
cogunlukla 2 kez uygulanir:

Kristallenme baslamadan 6nce hazirlanan sicak ¢ozeltinin siiziilmesi,

Kristallenme tamamlandiktan sonra kristallerin ana ¢ozeltiden siiziilerek ayrilmasi.

1. Kristallenme baslamadan 6nce hazirlanan sicak ¢cozeltinin siiziilmesi:




Sicak ¢ozeltilerin siiziilmesi sirasinda 1s1 kaybi elden geldigi kadar onlenmelidir. Aksi
takdirde sicaklik diismesi ile ¢oziiniirliik azalacagindan siizge¢ kagidinda ve huni borusunda
kristaller meydana gelir, bunlar slizmeyi gliglestirir. Sogumay1 6nlemek i¢in hizli siizmek,
huniyi ve siizge¢ kagidim1 kaynar c¢ozelti sicakligina kadar 1sitmak ve buharlasmay:1 elden
geldigi kadar 6nlemek gerekir. Bu kosullar1 saglamak i¢in akis borusu kesik huni ve pilili
stizgec kagidi kullanilir. Huni, ¢oziicii ile 1slatilmis siizge¢ kagid ile beraber iistiine saat cami
konarak i¢inde biraz saf ¢Oziicii bulunan bir beher iizerine oturtulur ve beher alttan 1sitilir.
Sonra beher i¢indeki saf ¢oziicii baska kaba aktarilarak ayni beher i¢ine hemen siizme yapilir.
Huniyi 1sitma islemi, siiziilecek ¢6zeltinin kendisi kullanilarak da yapilabilir veya beher veya
erlen i¢indeki ¢dzeltinin iizerine konarak da sitilabilir. Boylece, huni geri sogutucu gorevini
goriirken 1sin1r, bundan sonra ¢dzelti 1sinmis olan bu huniden derhal siiziiliir.

2. Kristallenme tamamlandiktan sonra kristallerin ana cozeltiden suiziilerek ayrilmasi:

Kristallerin ana ¢ozeltiden ayrilmasi islemi, adi siizme ile yapilmayip, daima vakum
uygulanarak yapilir. Vakum musluga takilmis bir tromp ile saglanir. Bu islemde vakum
pompast kullanilmamalidir, ¢ilinkii siiziintiiniin buhar basinct yiiksek oldugundan ¢oziicii
buharlasir ve vakum pompasimin yaginda ¢oziinerek buhar basincini artirir. Vakum hem
stizmeyi hizlandirir, hem de kristallerin ana ¢6zeltiden tamamen ayrilmasini saglar. Fazlaca
madde c¢oziilecekse Biihner Hunisi ve Nuge Erleni kullanilir. Huniye gore siizge¢ kagidi
kesilip huniye yerlestirildikten sonra, dnce tromp calistirilarak vakum yapilir, sonra siiziilecek
madde huniye dokiilmeye baslanir. Siizme isleminde yavas emis, hizli emisten daha etkilidir,
cliinkli hizli emiste cok ince taneler siiriiklenerek siizge¢ kagidini {izerine yapisirlar ki bu
durum kagidin gecirgenligini azaltir. Siizme sonucunda siizge¢ kagidi lizerinde kalan
kristallerin lizerinde bir miktar ana ¢ozelti tutunmustur, bu durum saf ¢oziiciiniin az bir
miktar1 ile yikanarak giderilir. Nuce Erleni’ne damlayan ¢oziici bittigi an vakum Kesilir.
Hunide kalan kisim bir pens yardimiyla, siizge¢ kagidi ile beraber saat cami iizerine alinir
veya huni agiz kismi saat camu iizerine gelecek sekilde ters ¢evrilerek konur, huninin boru
kismina bir lastik hortum takilarak, kristaller bir saat camui tizerine tiflenir.

Stizgec kagidi ile reaksiyona girecek ¢ozeltilerin siiziilmesinde (derisik asidik veya bazik
ozellikteki maddeler icin) siizge¢ kismi cam tozlarinin sinterlestirilmesi ile yapilmis cam
stizgecler kullanilir (Gooch Krozesi). Pahali malzeme olduklarindan, kullanilmalarinda 6zel
dikkat gosterilmeli, fazla vakum yapilmamali ve temizleyici olarak kromik asit ¢ozeltisi
kullanilmahidir. Az miktardaki maddelerin siiziilmesinde porselen Biihner Hunisi yerine,

delikli porselen plakali siizgegler kullanilir.



UYGULAMA

Saf Olmayan Asetanilidin Kristalizasyonu

0.5 g kirli asetanilid tartilir, izerine ¢6ziinebilecegi kadar distile su konur kaynayana dek bek
alevinde 1sitilir, bir spatiil ucu aktif kémiir ilave edilir, pilili siizge¢ kagidindan siiziiliir.
Siizlintii kristallenmek tizere pencere kenarina birakilir. Olusan kristaller Bithner Hunisi’nden
veya diiz slizge¢ kagidindan siiziiliir, etiivde veya oda 1sisinda kurutulur ve tabanca tiip
yardimi ile erime noktas: (E. N.) tayini yapilir. Her maddenin sabit bir erime noktasi vardir.
Deney sonucunda bu degere ulasilamamigsa saflagtirma islemi tekrar yapilir.

E. N. tayini i¢in kilcal borunun bir ucu kapatilip, diger tarafindan bir miktar madde
konur, kilcal boru termometreye baglanir ve tabanca tiipe konur. Tabanca tiipiin i¢ine sivi
vazelin, gliserin, siv1 parafin gibi kaynama noktast (K. N.) yiiksek ve 1s1y1 homojen olarak
dagitabilecek maddelerden biri konur ve tabanca tiip bek alevinde alttan 1sitilir.

Asetanilid: CeHsNHCOCH3
Asetanilid E.N.: 113-115°C

Sorular

1. Kristallendirme isleminde safsizliklarin ayrilmasi nasil yapilabilir, yaziniz.

2. Kristalizasyonda kullanilacak ¢6ziiciiniin 6zelliklerini siralayiniz.

3. Kristalizasyonda renkli {iriiniin renginin giderilmesi ve yag olusumunun 6nlenmesi i¢in

neler yapilabilir?



3.4. KROMATOGRAFI

Kromatografinin ilk kez 1900’lerin basinda Rus-Italyan botanik¢i Mikhael Tsvet tarafindan
gelistirildigi ve kullanildig1 kabul edilir. Tsvet, cam bir kolonda, CaCOs adsorbani iizerinden
bitki ekstresinin petrol eterli ¢ozeltisini gecirmis ve kolonda sari, yesil bantlarla bir ayirma
isleminin oldugunu goérmiistiir. Bu alandaki ilk yaymlarin Rusca olmasi nedeni ile diger
arastirmacilarin ilgisini ¢ekerek gelisme saglamasi 1930’lu yillar1 bulmustur.

Kromatografi, bir karisimi olusturan farkli kimyasal maddelerin, birbiri ile karismayan
iki faz arasindaki dagilim dengelerine veya farkli etkilesmelerine dayanarak birbirlerinden
ayrilmalarini saglayan bir yontemdir. Diger bir tanim ile kromatografi, bir karisimdaki farkl
kimyasal maddelerin, iki ayr1 faz arasinda adsorbsiyon, ¢oziiniirliik, kapillarite, iyon 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 saflastirma yontemidir. Bagka bir ifade ile ayrilan maddelerin teshislerini ve
miktar tayinlerini miimkiin kildig1 i¢in kromatografi, kalitatif ve kantitatif tayin yontemidir.
Kromatografik yontemlerin hepsinde ortak olan nokta:

Stasyoner faz: Sabit (durgun) faz ........................... kat1 veya sivi,

Mobil faz: Hareketli faz...................cooiiiil. s1v1 veya gaz olabilir.

Karigimi (numune) olusturan komponentler: Karistmi (numune) olusturan komponentler,
birbiri ile karismayan bu iki faz (stasyoner-mobil) arasinda farkli go¢ sergiler ve bdylece

birbirlerinden ayrilabilirler.

3.4.1. KROMATOGRAFIK ANALIZLERIN SINIFLANDIRILMASI
3.4.1.1. DAYANDIKLARI PRENSIPLERE GORE SINIFLANDIRMA
a- Adsorbsiyon kromatografisi

b- Dagilma kromatografisi

c- Iyon degistirici kromatografi

d- Iyon ¢ifti kromatografisi

e- Molekiiler eleme kromatografisi

f-  Affinite kromatografisi

g- Elektro kromatografi



a- Adsorbsiyon Kromatografisi:
Adsorbsiyon, kat1 bir madde ile sivida ¢ozilinen bir bilesik arasindaki yiizeysel etkilesmedir.
Burada stasyoner faz adsorbsiyon kapasitesi yiiksek bir kat1 (Al20s, Silicagel), mobil faz ise
gaz veya ¢cogunlukla oldugu gibi sividir. Adsorbsiyon olayinda rol oynayan baglar;
e Van-der-Waals baglari
e Dipol-dipol etkilesim giicii
e Hidrojen bagi
e Iyonik baglar
e Kelat baglari
e nadiren de irreversible (geri doniisiimsiiz) kovalan baglardir.
Bu tiir kromatografinin temel ilkeleri sunlardir:
a- Doymus hidrokarbonlar hemen hemen hi¢ adsorblanmazlar, bu nedenle ¢ok hizli go¢
ederler. Doymamis hidrokarbonlarin adsorbsiyonu c¢ifte bag sayist 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 olusturulmas: ile adsorbsiyon affinitesi
artar. Fonksiyonlu gruplar arasinda soyle bir siralama yapilabilir.
-CH3 —» -O-alki — C=0 — -OH —» -COOH
—» polarite, adsorbsiyon artar

Ornegin ¢oziicii olarak benzen kullanilirsa, eterler ve esterler kromatografi plaginda;

plagin iist kisimlarinda, keton ve aldehitler nisbeten ortasinda, alkoller bunlarin asagisinda ve

asitler ise baslangicta kalir. Boylece ayirma bilesiklerin polaritelerine gore olur.

—1—> Hidrokarbonlar
—T > Eter ve esterler
— > Aldehit ve ketonlar

] > Alkoller

> Karboksilli asidler

I
|

Y

Baslangic (start)



c- Eger bir molekiilde bir ¢ok siibstitiient varsa adsorbsiyon affinitelerinin kabaca birbirlerini
etkiledigi sdylenebilir. Ozellikle sterik etkinin aromatik halkalardaki fonksiyonlu gruplar

yoniinden 6nemi vardir.

b- Dagilma Kromatografisi:
Dagilma kromatografisinde genellikle her iki faz da sividir. Bu nedenle sivi-sivi
kromatografisi de denmektedir. Stasyoner faz g¢ogunlukla mobil fazdan daha polardir
(cogunlukla su) ve kat1 bir destek (kieselguhr, seliilloz vb.) {izerine ince bir film tabakasi
halinde adsorbe ettirilmistir. Mobil faz ise stasyoner fazdan daha az polar ve onunla
karigmayan bir baska sividan ibarettir. Sivi-s1v1 kromatografisinde bazen stasyoner fazin daha
az polar olmas istenir. Bu kromatografi sekline “ters faz sivi-sivi kromatografisi” denir. Bu
yontem homolog seri maddeleri birbirinden ayirmak i¢in oldukca 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 6zellikteki veya gaz
olan maddenin kromatografik ayirimi saglanmaktadir.

Dagilma kromatografisinde Nerst’in dagilma katsayis1 gegerlidir. Nerst’e gore; “bir biri
ile karigmayan iki s1ivi madde karisiminda ¢6zilinen iigiincii bir maddenin iki ayri sivi fazdaki

konsantrasyonunun birbirine orani sabittir.”

K=Cs/Cm K : Dagilma (partisyon) katsayisi
Cs : Stasyoner fazdaki konsantrasyon
Cm : Mobil fazdaki konsantrasyon
K degeri biiyiik 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 kat1 maddelere; iyon degistiriciler denir. Iyon degistiriciler inorganik
veya organik olabilirler. Inorganik olanlara 6rnek olarak kil ve zeolit verilebilir. Organikler
ise analiz islemlerinde sik kullanilirlar ve “iyon degistirici regineler” olarak adlandirilirlar.
Iyon degistirici recineler, iyonlasabilen gruplar iceren polimer bilesiklerdir ve gogunlukla
kiigiik kiirecikler veya graniiller seklinde bulunurlar. Katyon degistirici regineler ve anyon

degistirici regineler olmak lizere ikiye ayrilirlar. Katyon degistirici reginede, polimerin regine



boliimii anyonik karakterdedir ve polimere ait katyon c¢ozeltideki baska bir katyon ile yer
degistirir. Anyon degistirici recinede ise recine boliimii katyonik karakterdedir. Iyon
degistirici regineler genellikle stiren ve divinil benzen kopolimerleridir. Iyon degistirici
kromatografide stasyoner fazi regine olusturur. Mobil faz ise sadece sividir. Bu yontemde;
analizlenen ¢ozelti, mobil ve stasyoner faz arasinda iyonik denge kurallarina gére dagilim

gosterir.

d- Molekiiler Eleme Kromatografisi :

Bu yontem makro molekiillerin ayrilmasi i¢in kullanilir. Stasyoner faz ile mobil faz ayn1 yap1
ve bilesimdedir. Bu yontemde stasyoner faz i¢in destek gdrevi 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 ¢dzeltisinin 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 karisimda bulunan fenoller veya nitro bilesikleri ile poliamid stasyoner faz
arasinda hidrojen baglar1 olusur ve bdylece adsorbsiyon gerceklesir. Burada mobil faz ¢ogu

kez s1v1, nadir olarak da gazdir.

3.4.1.2. UYYGULAMA TEKNIGINE GORE SINIFLANDIRMA
Kromatografik yontemler farkli uygulama teknikleri ile zengin bir analiz alani olarak
goriilebilir.
A- Yiizey (planar) kromatografi Ai- Ince tabaka kromatografisi
Az- Kagit kromatografisi
As- Preparatif kalin tabaka kromatografisi

Aus- Elektrokromatografi (elektroforetik kromatografi)



B- Kolon kromatografi  Bi- Kolon (siitun) kromatografisi
B2- Gaz kromatografisi
Bs- Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
Bs- Kapiller elektro kromatografi

A: - Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

ITK bir fizikokimyasal ayirma yéntemidir. Hizli sonug vermesi, iyi bir rezolusyon (ayirim)
saglamasi ve ekonomik uygulama avantajlar1 nedeni ile 6nemli bir yere sahiptir. Stasyoner faz
olarak en cok kullanilan adsorbanlar silicagel, aluminyum oksit, kieselguhr, seliiloz ve
tiirevleri ile poliamidlerdir. ITK’de stasyoner faz olarak kullanilan adsorban madde cam,
plastik ya da aluminyum plaklar iizerine ince bir tabaka halinde ve homojen kalinlikta
kaplanir. Plaklarin kaplanmasi i¢in adsorban madde, 1 : 1,5 oraninda distile su ile genis agizl
bir balonda hava kabarcigi1 olusmamasina 6zen gostererek, homojen bir karisim elde edinceye
kadar iyice karistirilir. Uzerine yaklasik 0,5 oraninda daha distile su ilave edilir ve tekrar
karigtirthir. Tim bu karistirma siiresi 90 sn.’yi ge¢memelidir. Bu sekilde hazirlanan
slispansiyon yayma aleti yardimiyla plak iizerine tatbik edilir. Hazirlanan plaklar 110 °C’lik
etivde 30’ tutularak aktive edildikten sonra kullanilir. Aktivasyon oOnemlidir. Ciinki
adsorbanin i¢erdigi nemin ayirma iizerinde 6nemli bir etkisi vardir.

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

sabiti biiylik bir maddenin polaritesi fazla ve buna bagli olarak da eliisyon etkisi yiiksektir.

Coziicii 20 °C’deki € (dielektrik degismezi)
n-hekzan 1.890
Heptan 1.924
Siklohekzan 2.023

CCls 2.238
Benzen 2.284
CHCl3 4.806

Eter 4.34
Etilasetat 6.02 (25 °C)
Piridin 12.30 (25 °C)
Aseton 20.70 (25 °C)
Etanol 24.30 (25 °C)
Metanol 33.62

Su 80.35



Bilinmeyen bir madde i¢in baslangicta benzen veya kloroform segilebilir. Madde startta
kaliyor ise kullanilan solvana daha giiclii eliie eden ikinci bir solvan ilave edilir. Aksine
madde hizla go¢ ediyor ve fronta yakin siiriikleniyorsa daha zay1f bir eliian se¢ilmelidir.
Developman olayni etkileyen bazi faktorler bulunmaktadir. Bunlar:

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

b- Mobil fazi olusturan solvanin polaritesi: Mobil faz solvani ne kadar polar ise madde
molekiilleri ile stasyoner faz arasindaki bag o kadar zayiflar. Yani madde plak {izerinde o
kadar ¢ok siirtiklenir.

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.
Kromatografik analizlerde kullanilan bazi terimler sunlardir:

Solut: Bilesenlerine ayrilmak istenen maddeler karisimi (numune).

Start: Solutun stasyoner faz ilizerinde tatbik edildigi nokta.

Front: Mobil fazin stasyoner faz lizerinde ulastig1 uzaklik.

Developman : Ayrilacak maddeler karisiminin uygun bir ¢oziiciideki ¢ozeltisi kiiglik
damlalar seklinde plak {izerine uygulanir ve bu plak, uygun bir ¢oziicli sistemi (mobil faz)
iceren, siki kapatilmis bir tankin i¢ine yerlestirilir. Mobil faz adsorban iizerinde kapiller
hareketle yiikselirken karisimdaki maddeler de birbirinden ayrilir. Buna plagin 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 baska daha iyi ayirim saglayabilen

dereceli, ¢ift yonlii ve dairesel developmandan da yararlanilmaktadir.

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

Numunenin uygun ¢oziiclideki ¢ozeltisi adsorbanla kapli plagin yan kenarindan 1 cm ve
alt kenarindan 1,5 cm uzakta olacak sekilde plak iizerine uygulanir. Lekeler aras1 uzaklik 10

mm den az olmamali ve lekelerin caplart 3-5 mm olmalidir. Bu sekilde plagin alt kenarindan



1,5 cm uzaklikta bir dogru iizerinde olacak sekilde ¢ozeltiler, kapiler cam borularla plaga
uygulanir.
Hazirlanmis olan plak, doyurulmus tank igine yerlestirilir ve tabaka iizerinde mobil fazin
yiikselmesi (maddeler karigtminin birbirinden ayrilmasi islemi yani developman) sona
erdikten sonra plak tanktan ¢ikarilir. Front sivri uglu bir kalem ile isaretlenir.
Burada 6nemli olan, numune ¢ozeltisi ile referans karisim daima plak iizerinde yan yana
uygulanmasidir. Aksi takdirde yani referans ¢ozelti tatbik edilmemis ise yorum yapilamaz
veya yan yana degillerse hatali yorumlara gidilebilir.
Herhangi bir sentez ortami kromatografik olarak incelendiginde, asagida yer alan bilgilere
ulasilabilir.
a- Reaksiyon ilerlemiyor (kromatogramda sadece baslangic maddelerine ait lekeler mevcut
ise)
b- Reaksiyon zaman i¢inde ilerliyor (kromatogramda hem baslangic maddeleri hem de iiriine
ait lekeler varsa)
c- Baslangi¢ maddesi veya maddeleri bitmis ya da tamamen {iriine doniigmiis,
d- Bir ara iiriin iizerinden sonu¢ maddeye gegis soz konusu vb.

Yukarida anlatildigi sekilde ayirimi saglanan madde veya maddelerin taninmasi bir
baska 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 isinlarina tutulduklarinda floresans gosretiyorsa kromatogramda
lekelerin belirlenmesi basittir. Aksi halde maddelerin bir kimyasal reaksiyonla renkli
tirevlerinin olusturulmasi isleminden yararlanilarak kromatograma bir belirte¢ piiskiirtiiliir ve
madde lekeleri belirgin hale getirilir. Baz1 durumlarda biyolojik yontemlerle de lekeler ortaya
cikarilabilir.

Maddenin tanmmast igin; goriilebilir hale getirilmis lekelerin orta noktasi ile start
arasindaki uzaklik hassas olarak bir milimetrik cetvel ile oOlgiiliir. (A). Bu uzaklik start ile

front arasindaki uzaklik olan developman mesafesine (B) oranlanir.
Rf (Resolusyon faktdrii), bir maddenin bir ITK plaginda pozisyonunu belirleyen belli

kosullarda sabite olabilen bir veridir.



Rs = start ile lekenin orta noktasi arasi uzaklik (A) Daima Rf< 1 dir.

start ile front aras1 uzaklik (Developman mesafesi) (B)

Belli kosullar altinda, bir bilesigin Rf degeri fiziksel bir sabitedir ve bilesige ait diger

ozelliklerinin de belirlenmesi ile maddenin taninmasina yardimci olur. Yalniz mutlak bir Ry

degerinden sz etmek dogru olmaz. Ciinkii sartlara bagh olarak degisiklik gdsterebilir.

Rt Degerine Etki Eden Faktorler:

Adsorban Kalitesi: Adsorban partikiil bliytikligii 6nemlidir. Ancak bu developman siiresini
etkilerken R degeri iizerinde etkisi yoktur.

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

Tabakanin 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 Rf degerinin artmasina
veya azalmasina neden olabilir.

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

Sicakhik: Adsorbsiyon kromatografisi, Dagilma kromatografisine oranla sicakliktan daha az
etkilenir. Genellikle sicaklikla R degerlerinde artma gozlenir. (18-38 °C arasinda onemli
degil)

Tank atmosferi: Tank veya kiivet atmosferi Onceden solvan sistemi ile doyurulursa
developman siiresi kisalir. Doymamis atmosferde Rf degeri yiikselir.

Uygulama teknigi: Tanka yerlestirilen kromatografi plagimin egimi az da olsa Rf’i
degistirebilir. Ancak ¢ikan, inen veya yatay teknikle farkli R¢” lere ulagilir.

Adsorbanin solvan buharlarim pre-adsorbsiyonu: Dagilma kromatografisi teknigi igin
onemlidir. Rt degerlerinde diismeye neden olur.

Developman boyutu: Mesafe arttik¢a Rt biraz artar.

Yan maddeler (second substances) : Ozellikle adsorbsiyon tekniginde Rt ’i degistirir.



ITK’nin Avantajlar:

1- Kullanilan temel aletler oldukga basit ve ekonomik,

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

3- Lekelerin belirlenmesi i¢in korrosif reaktifler kullanilabilir,

4- Birgok uygulama i¢in kesin ve tekrarlanabilir sonuglar verir,

5- Cok degisik adsorban kullanma olanagi sunar,

6- Yiiksek Performansl ince Tabaka Kromatografi (HPTLC) sistemi ile
a- Densitometrik kromatogram taramasi,

b- Kantitatif hesaplama ve sonuglarin yazdirilmasi miimkiindiir.

A:; - Kagit Kromatografisi
Baglangicta cok 6nemli bir analiz yontemi olmasina ragmen (6zellikle polar-hidrofil bilesikler
i¢in) bugiin biiyiik 6l¢iide yerini ITK ne birakmustir.

Genelde siizgec kagidina adsorbe ettirilen maddelerin, uygun bir ¢6ziicli yardimi ile kagit
tizerinde farkli olarak hareket etmeleri esasina dayanan bir ayirma yontemidir. Silizgeg
kagitlar1 yapilarinda dogal olarak bir miktar su icerirler. Bu nedenle bu yontem sivi-sivi
dagilma kanununun gegerli oldugu bir kromatografidir. Kagida uygulanan maddelerin
birbirlerinden ayrilmalar1 kagit tizerinde hareket eden ¢oziicii ile kagidin igerdigi su arasindaki
dagilma farkina baghdir. Burada stasyoner (durgun) faz : su molekiilleridir, kagit sadece
destek gorevi goriir. Mobil faz ise bir ¢oziicli ya da ¢oziiciiler karistmindan ibarettir.

Kagit kromatografisi ve ITK uygulama ydniinden benzerdirler. Hem ITK hem de kagit
kromatografisinde bilinmeyen maddenin tanisin1 yapabilmek tizere 3 ayr1 ¢ozelti hazirlanir.

- Analizlenecek maddeyi i¢eren ¢ozelti,

- Standart (referans) maddeyi iceren ¢ozelti,

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

R¢— _Re ) — 1 ——»  Numune referans ile ayn1 maddedir.
Rf ()

ITK ve Kagit krolmatograﬁlerinden yararlanarak Rm degeri de hesaplanmaktadir.

Rm = log ( - 1) formiilii ile gosterilir.

R¢



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

* Cikan yontem: Solvan sistemi asagidan yukariya dogru verilir.

* Tek yonlii ve ¢ift yonlii kromatogafi

* Sirkiiler kromatografi

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

Cikan yontem ise en ¢ok tiip teknigine gore uygulanir. Burada yine 6zel kromatografi
kagidi seritler seklinde kesildikten sonra, madde ¢ozeltisi alt kenarin yaklasik 1 cm yukarisina
tatbik edilir. Boyutlar1 belli bir cam tiip i¢ine uygun solvan sistemi koyulduktan sonra kagit
serit bu solvan sistemi yani mobil faz ile temas edecek sekilde tiip i¢ine yerlestirilip agzi
sikica kapatilir. Bu sekilde karigimdaki maddelerin ayirimi saglanmis olur.

Kagit kromatografisinde de sonuglarin degerlendirilmesi i¢in yine R degerinden yararlanilir.
Rr 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 Rt degerleri kagit kromatografisinde daha giivenilirdir.

As - Preparatif Kalin Tabaka Kromatografisi

ITK nin esasina dayanan diger bir kromatografik yéntemdir. ITK 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 siirliklenme sonucu olusan bantlar bir spatiille ayr1 ayr1 kazinarak
alinir,uygun bir solvanla ekstre edilir, siiziiliir. Sivi kisim ugurulduktan sonra kalan madde

temiz ve uygun bir ¢dziiciide ¢oziilerek kristallendirilir.

B1- Kolon (Siitun) Kromatografisi
Ayrilacak karisimdaki maddelerin, bir cam boruya doldurulmus ¢ok ince parcaciklar
halindeki bir adsorbana karsi farkli adsorbsiyon degismezlerine sahip olmalarina dayanir.
Cam borudaki adsorbana stasyoner faz, ayrilmak iizere siituna konan maddeler karigimini
iceren ¢Ozeltiye solut, solutun siitun i¢inde ilerleyip adsorbe ve desorbe olmasini saglayan
taze ¢oziiciiye 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 i¢in;
* Yiiksek fakat segici bir adsorbsiyon giiciline sahip olmasi,
* Yiizey alaninin biiyiik (ince parcalara boliinmiis, partikiil cap1 ¢ok kii¢iik) olmasi gerekir.
Kolon kromatografisinde stasyoner faz olarak en ¢ok selliiloz, silicagel, aktif magnezyum
silikat, aktif aliminyum 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 ¢oziicii 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
karigtirmak suretiyle hava kabarciklarinin olusmasi 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 siizgeg
kagidi yerlestirilir. Organik sivi seviyesinin siizge¢ kagidindan en az 4-5 cm yiikseklikte
olmasina dikkat edilerek numunenin mobil fazdaki ¢ozeltisi bir baget yardimiyla siitunun
kenarindan dikkatlice ilave edilir. Muslugun damlatma hiz1 ayarlanir. Ustten devamli sekilde
taze ¢oziicii ilavesi ile, solutun sutun iginde ilerlemesi saglanir. ITK ile gdzlenerek toplanan

farkl1 madde fraksiyonlar1 elde edilir. Ayrilacak maddelerin yapilarina gore gerektiginde



¢dziicii karisimlari ile eliisyona devam edilebilir. Islem son fraksiyonun ITK da higbir leke

vermedigi noktada bitirilir.

3.4.1.3. FAZ TIPLERINE GORE SINIFLANDIRMA

1- S1vi Kromatografisi a- Sivi/ kat1 kromatografisi (LSC)
b- Siv1 / stvi kromatografisi (LLC)

2- Gaz Kromatografisi a- Gaz / kat1 kromatografisi (GSC)
b- Gaz / s1vi kromatografisi (GLC)

Tablo 3.1. Kromatografik yontemlerin 6zetlenmesi

Stasyoner faz Mobil faz Uygulama sekli Dayandig fiziksel prensip

Adsorbsiyon (kat1 faz iyon

Kati S1vi ITK, Kolon K. Degistirici regine ise iyon
Degisimi)

Sivi S1v1 ITK, Kolon K., Kagit K., | Dagilma

HPLC
Kati Gaz Gaz / Kat1 krom. Adsorbsiyon
Sivi Gaz Gaz / Stvi krom. Dagilma

Kiral Bilesiklerde Enansiyomer Ayirimi:
(+) ve (-) enantiomerlerin esit orandaki karisimina rasem sekli denir. Enantiomerlerin polarize
15181 cevirme agist disinda diger fizikokimyasal oOzellikleri aymidir. Enantiomerlerin
¢Ozliniirliikleri birbirinin ayni oldugundan rasem bilesiklerin rezoliisyonu (enantiomerlerine
ayirma islemi), diger karigimlarin ayrilmasi kadar basit degildir. Genelde, enantiomerlerin
diastereomer tuzlara doniistiiriilmesi ile fizikokimyasal 6zelliklerinde olusturulan farklarla
ayirimlar1 kolaylastirilmaktadir. Kromatografik ¢alismalarda da bu amagla uygulanan bazi
yontemler asagida yer almaktadir. Yine bu yontemlerde de esas amag, diastereomer tuzlarin
olusturulmasidir.

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 Ayirim:

Akiral stasyoner fazda; CMA ile karisim maddelerinin (rasem sekli) reaksiyonu sonucu
olusan diastereoizomer tiirevlerinin ayrilmasi saglanir. Burada mobil faza kiral karsit iyon
(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.

Laboratuvar Uygulamalar:

1- ITK Uygulamast:

Laboratuvar c¢aligmalar1 esnasinda kafein, teofilin ya da kafein + teofilin numuneleri
referanslarla karsilastirilarak numune teshis edilir. Solvan sistemi olarak, aseton : kloroform :
n-butanol : amonyak (30 : 30 : 40 : 10) kullanilir.

2- Kolon (Siitun) Kromatografisi Uygulamasi:
Laboratuvar ¢aligmalari esnasinda, gentian violet, eosin B.A., dimetil yellow ve naftol
green’den olusan numune karisiminin, 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 siniflandirimiz.

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

4. Rr degerine etki eden faktorleri siralayimiz.



