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KLINIK B1YOKIMYADA GAZ KROMATOGRAFt METODU

Dr.Kemal Uzkan(x)

OZET
Bu makalede gaz kromatografi metodunda kullanilan
aletler prensip ve igleyig tarzi hakimindan gézden gegiril-
di. Kolonlar ile dolgu maddeleri, hareketsiz ve hareketli

fazlarin tahlil sonug¢larina etkileri agiklandi.

Kimyasal maddelerin separasyonuna etki eden faktdor-
ler, sicaklik derecesi, kolon boyutlari, tasiyici gaz ve
hareketsiz fazlarin nitelikleri belirtildi. Tahlil edile-
cek maddelere gdre seg¢ilerek detektdrlerin ozellikleri ve

cinsleri anlatildzi.
SUMMARY

Gas Chromatography in the Clinical Biochemistry.

In this paper the gas chromatographic system and
various components associated with a chromatograph have been
reviewed . The effect of colomn's dimension,supporting ma-
terials, mobile and stationary phases on the separation re-

sults have been pointed out. The characteristics of the most

commonly used detectors were cited.

Biyokimyada gegitli kimyasal bilegiklerin birbirin-
den ayrilmasi (separasyon) iglemi ig¢in uzuh zamandanberi kul-
lanilan metotlardan bir bdliimi kromatografi genel adi al-
tinda toplanabilir. K&git, ince tabaka ve kolon kromatogra-
fileri en ¢ok kullanilan metotlardir. Oldukga ufak miktarlar-
da nilimuneyle calisma olanagi verirler. Genellikle, kapiler
etki ya da agirliga bagli olarak meydana gelen bir sivi

(solvent) akimi, digardan uygulanan basing ve kismen

(x) Bursa Tip Fakiltesi Biyokimya Kiirsii Bagkani
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maddenin kendi agirligi sonucu, kimyasal bilegikler, bir
yerden Stekine taginirlar. Taginma hizlari farkli olan mad
deler bbylelikle birbirinden ayrilmig olurlar. Kromatogra-
fide baglica iki faz vardir: Hareketli (mobile) solvent fazi
ve kati ortami tabaka halinde kaplayan hareketsiz (stationary)
sivi fazi. Kimyasal bilegigin hareketli faz tarafindan ta-
gimma hizi, iki faz arasindaki b&liiglim (partition)olayina,
kat1 ortamin absorplamasina ve bilegigin molekiil yapisina
bagladir.

Gaz kromatografi (GC veya GLC) metodundaysa hareket-

1li faz gazdan ibarettir. Dolgu maddesiyle doldurulmug bir
kolondan gaz akimi gegirilir. Dolgu maddesi ince toz halin-
de ve kimyasal bakimdan etkisizdir. Bu madde kuru (aktif)
ise gaz kromatografi, bir siviyla 1slatilmig ve ince tabaka
halinde hareketsiz sivi fazi meydana getirilmigse, gaz li-

kid (GLC) kromatografiden bahsedilir. Kolon boyunca ilerle-

yen hareketli faz (gaz) iginde farkli taginma hizi gdsteren
bilegiklerin kolondan g¢ikiglari da farkli zamanlarda olur.
Kolon gikiginda bulunan uygun bir detektdr, kendisine degi-

gik zamanlarda gelen kimyasal bilegiklere kargi elektriksel

sinyaller verir. Bu sinyaller ise amplifikatdrden sonra

kaydediciye aktarilir. Bu gekilde gegitli bilegiklerin ko-

londan gikig anlari saptanmig olur. Ozel yapili detektdrle-

rin geligtirilmesi sayesinde Steki metotlarda heniiz ulagila-
miyan duyarlik dere%elerine (sensitivity), &rnegin 10-12
grama (pikogram) kadar inilebilir. Bu kadar az miktardaki
maddelerin kantitatif Slg¢lmi miimkiin olabilir.

Bir kimyasal bilegigin gaz kromatografi metoduyla
tahlil edilebilmesi i¢in onun harabolma (decomposition)

sicaklik derecesinin altinda iken, yeterli buhar basinci o5~

termesi gereklidir. Bagka deyigle, 1sitildiklari zaman, 18"

rabolmadan Snce buharlagabilen maddeler gaz kromatografijle
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incelenebilirler. Bu 6zellige sahip olmayan maddeler, uy-
gun kimyasal iglemlerle buharlagabilen tiirevlere gevrilebil-

melidirler(l’z).

Buharlagmasi olanaksiz olan maddeler, bazi durumlar-
da, piroliz adi verilen iglemden sonra GLC metoduna uygula-
nabilirler. Piroliz sonucu bir kimyasal bilegik belirli
gsartlar altinda daha kﬁ;ﬁk molekiillere pargalanir. Bu kiiciik
molekiiller buhar (gaz) haline gegerek kromatografide tahlil

edilirler.

Buhar haline ge¢mig olan kimyasal bilegikler 1sitil-
mig kolon icinden tasiyici gaz fazi akimiyla siiriiklenip ge -
gerken, kolonda dolgu maddesi veya onun yiizeyine ince bir
film gibi tabakalanmig sabit sivi faziyla temas ederler.

Her iki faz karsisinda ¢ziiniirliik derecelerine, daha dogru -
su bdliiglim katsayis1 ve fazlara olan affinitelerine gdre

bu fazlar arasinda dagilirlar. Buharlagma yetenegi fazla
olan (volatile) maddeler, hareketli gaz fazina daha fazla
karigir ve buharlasma yetenegi az olanlara gore kolondan
daha 8nce ¢ikarlar. Bir basgka deyigle, az volatil olanlar
kolonda daha uzun siire kalirlar. Daha uzun retansiyon za-
mani gésterirler.

Gaz kromatografide bilegiklerin hareketli ve hareket-

siz fazlar arasinda dagilimina etki eden faktdrleri Ozetle

§u tarzda siralayabiliriz :

a) Kolonda sicaklik derecesi

b) Hareketsiz fazda ¢oziinlirliik veya absorplama ye-

&y

c) Hareketli fazda ¢dziintirliik yetenegi- fazin vis-

kozitesi, akis hizi, kolon boyunca basing diigme orani,
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Gaz kramatografi cihazinda baglica su kisimlar var-

dir: Kolon, detektdr, amplifikatdr ve kaydedici (Sekil: 1).

Nimune
Tagwyict "_{I—Enjektor
gaz L
ééé’,’Kmm
7
__4__4
Dedektor ——— >> ’ ‘
/ - l / Zama;
Amplifikator 7
Atmosfer Kaydedici
SEKIL *1
Kolonlar:

Genellikle kolonlar cam, bakir, gelik, aliiminyum ve-
ya benzeri maddelerden yapilmig ince uzun borulardir. Kapil-
ler denecek kadar ince (0,2-1,0 mm) olabildikleri gibi bir
kag santimetreye kadar genigleyen ve preparatif amaglarla
kullanilan genig kolonlar da vardir. Cok ince kapiller ko-
lonlarda ayrica dolgu maddesine gerek olmadan i¢ cidarlar
¢ok ince bir sivi (hareketsiz faz) tabakasiyla kaplanir.

Klasik dolgu kolonlari adi da verilen ve en gok kul-

lanilan tiplerde gok gegitli dolgu maddeleri kullanilar.
Kolon, biitiiniiyle uygun sicaklikta bir firin iginde bulunur.
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Bir kolonun separasyon yetenegi (resolution),nis-
pi retansiyon ve kolon etkinliji kavramlariyla tanimla-

~

nir 2

Nispi retansiyon (separasyon faktdrii): Bir bile-
sigin kolondan g¢ikis zamaninin baska bir bilegiginkine
oranidir. Ayni anda koloudan g¢ikan iki madde ig¢in sepa-
rasyon faktdri 1 dir. Bunun anlami, bahis konusu mad-
delerin birbirlerinden ayrilmadan kromatogramda tek bir
maksimum egri (péak) gostermeleridir. Nispi retansiyon
hareketsiz faz ve sicaklik derecesiyle ilgilidir. O hal-
de bunlari degistirerek, nispi retansiyon degerini degig-
tirmek ve dolayisiyla maddeleri birbirinden daha iyi
ayirmak miimkiin olabilir.

Kolon etkinligi : Bir kromatografi kolonu ug uca

dizilmig ylizlerce segmentten (plaklardan) olugmug far-
zedilebilir. Teorik olarak diigiiniilen bu plaklardan her-

birinde ayri ayri hareketli ve hareketsiz fazlar vardir.
Analiz edilecek madde karigimi (niimune) buhar halinde
kolona girdiginde, birbiri arkasindan bu teorik plaklar-
dan gecer ve sonuncu plaktan disari gikar. Ilk segmen-
te gelen maude hareketli ve hareketsiz fazlar arasinda
dagilima ugrar, ikinci segmente, degisik konsantrasyonda

olarak hareketli gaz fazi gelir. Burada yenide? dagilim
olur, sonuncuya kadar bu olaylar dizisi siirer gider.

Arkadan gelen ve madde igermeyen, saf tagiyici gaz , kolo—-
na girdiginde birinci teorik segmentte hareketsiz faza

Onceden baglanmig maddelerin bir kismini geri alir, ye-
ni bir dagilim olur. Bundan sonraki segmentlerde de

kolon boyunca sonuncuya kadar bu iglem olur. Hareketsiz
faz iginde coziiniirliik yetenegi fazla olanlar orada uzun

slire kalir ve kolundan geg gikarken, bu yetenegi az

olanlar daha dnce kolonu terkedip detektdre ulagirlar.
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Bir kimyasal bilegigin kolona girdigi an ile
¢iktigl an arasinda gegen zamana retansiyon zaman1i adi

verilir. Maddenin girdigi an,niimunenin kolona enjekte
edildigi andir. Cikig zamani ise kromatogramda maksimum

egrinin (peak) ¢izildigi yerle &lgiiliir.
W= Maksimum efrinin yari yiikseklikte genigligi

(cm.)

t= Retansiyon zamani (dakika) olan bir durumda

kolonun teorik plak sayisi (n),

i (—3—)2 formiiltyle ifade edilir-

t degeri ne kadar biiyiikk, w kiiglikse teorik plak sayisi
o kadar fazla olur. Teorik plak sayisinin fazla olusu
kolonun separasyon yeteneginin iyi oldugunu gdsterir .

(genellikle 1 metre kolon uzunlugu igin 600 den yiiksek

n degeri kolonun kabul edilebilir separasyon etkinligi-
ni gbsterir.)

Kolonun boyu uzadik¢a teorik plak sayisi ve re-
tansiyon zamani da artar. O halde uzun boylu bir kolon
uzun tahlil zamani ve o oranda iyl separasyon elde etmek
demektir.

Analiz edilecek niimunede madde miktarlari kolo-
nun gapiyla orantilidir. Ornegin, 4 mm. yari gapinda
bir kolonda yaklagik olarak 3 mg. lik maddeler, 2-3 mm.
gapindakilerde ise 1 mg. lik maddeler uygulanabilir.
Kolon daraldik¢a separasyon daha iyi olur. Ancak bu
durum detektdr duyarlifinin (sensitivity) yiiksek olmasi-
n1 gerektirir.

Kolonda Dolgu (destek)Maddesi: Dolgu maddesi

miimkiin oldugu kadar fazla ylizeyli olmalidir. Bu amagla

ince toz halinde ve gbzenekli (porous) madde tanecikleri

kullanilir. Taneciklerin benzer bigimli (uniform) ve
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yaklagik 0,2 mm. biiyliklikte olmasi tercih edilir. Gbzenek-

li taneciklerdeki delikler ne g¢ok fazla derin, ne de gok

fazla kiiclik olmamalidir. Cilinki cok derin gbzenek boglukla-
rina giren madde molekiilleri ¢ok uzun bir yayilma yolu iz-

lemek zorunda kalirlar. Gozenekli ylizey, dolgu maddesinin

grami basina yaklasik olarak 1 mz. kadar olmalidir (1 mz/gr).

Gok ince tanecikli tozdan ibaret bir dolgu maddesi,
tasiyicl gaz akigina kargi cok fazla direng gdsterir ve bu-
nu yenmek ig¢in uygulanan gaz basincl sonucu, kolonun girig

ve gikiglarinda ileri derecede basing farki meydana gele-
bilir.

Dolgu maddesi kolonun, hareketsiz sivi fazina, ha-
reketli gaz fazina ve analiz edilen bilegsiklere karsi kim-
yasal bakimdan etkisiz (inerte) olmalidir. (Kieselguhr, Kil,
cam tanecikleri, recine veya benzer preparatlar, celite,
chromosorb, gas-chrom, fire-brick v.b. gok kere kullanilan

dolgu maddeleridir.)

Kolonda sicaklik programlamasi: Kolonun 1sitilmasin-

da amag,analiz edilecek niimune maddelerin buharlagabilme-
sidir. Sicaklik derecesi termostat yardimiyla bilegigin
kaynama noktasina yakin derecede tutulur. Tagiyici gaz

basinci yiiksekliginin kaynama noktasini da yiikselttigini
akilda tutmak gerekir. Bir niimune iginde kaynama derecele-

ri birbirinden farkli bilegiklerin birarada incelenmesi
pekcok giicliikler dogurur. Kaynama noktalari diigiik olanlar
diigiik sicaklik derecelerinde kolondan kolayca ve hizla ge-
cerek separasyona ugrarlar. Kaynama noktalari yiiksek
olanlar ise yavag yavag geger ve kolonun uzunca bir boliimiine
yayilirlar ve birbiri tizerine binerek iyi bir separasyon
gdsteremezler. Bu gibi maddelerin bir kismi kolonun bag-
langicinda enjeksiyon yerinde yogunlagip kalir. Bdyle du-
rumlarda separasyonun iyi olmasi icin analiz siiresince
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sicaklik dogru orantili olarak yiikseltilir. Bu igleme si-

caklik programlanmasi adi verilir. Programlamayla kaynama
noktas1 yiiksek olan ve zor buharlagan maddelerin kolonu hiz-

la gecgmeleri ve birbirlerinden ayrilmalari saglanir.

Sicaklik yiikseldik¢ce kolondaki hareketsiz sivi ta-
bakasinda da buhar basinci yiikselir ve sonug olarak detektd-
re gelen miktar yiikselir, hareketsiz faz kayba ugrar. Bu
kayiplari ikinci bir (referens) kolon ve detektdrle kompanse

etmek gerekir.

Caligma esnasinda sabit sicaklik kullanildiginda

(izotermal sartlarda) hareketsiz sivi fazinda yine bir mik-
tar buharlagma olur. Ancak bu kayip degisken olmadigindan
referens kolona gereksinme olmadan sadece detektdriin sifir
ayari ile kompanse edilebilir.

Gaz kromatograf aletlerinde ¢ok kere 6n 1sitma sis-
temi vardir. Kolonun niimune enjekte edilen ucu ve detektdr

1sitilarak bilegiklerin sogumasi ve buralarda yogunlasgip kal-
malari boylelikle nlenmig olur.

Kolonda Hareketsiz Faz : Sabit sivi fazi se¢iminde

dikkate alinmasi gereken bazi faktdrler vardir. Sicaklik
dolayisiyla meydana gelen buharlasmanin bu fazda azalmaya
neden oldugundan yukarda bahsedilmigti. Sicaklik derecesi
yliksek tutuldukga bu kayip daha fazla olacaktir. Bu nedenle

hareketsiz faz igin kullanilacak sivinin kaynama noktasi

yiksek bir sivi olmasi gereklidir(S‘G)

Sabit fazda kimyasal bilegiklerin ¢bziiniirliik yete-
neklerinin kromatografide, separasyonu etkiledifine igaret
edilmigtir. (Coziiniirliik ise faz ve bilegiklerin polaritesiy-
le ilgili bir olaydir: Polar (molekiillerinde elektrik yiikle-
ri olan) bilegikler igin polar siviler, polar olmayan
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(molekiillerinde elektrik yiikii olmayan) bilegikler iginse
polar olmayan sivilar en uygun sabit fazlari meydana geti-

rirler(a’s).

Sabit faz da tipki onun destegi olan dolgu
maddesi gibi, bilegiklere kargi kimyasal bakimdan etkisiz

olmalidar.

Hareketsiz faz i1sinin etkisi ve lizerinden gegen
hareketli gaz fizinin yardimiyla siirekli olarak, az da olsa
buharlagir, bir tiir sizinti tarzinda kayba ugrar. Kolon
sicakligl yiikseldikge bu kayip artir. Analizden dnce kolonu
bu sartlara gore dengelemek igin caligma derecesinin biraz
{izerinde tutup iginden gaz gegirilerek sizintiy1 siiriikleyip
atmak ve muhtemel kirliliklerden temizlemek uygun olur. Sa-
bit faz ig¢in bir kolona gerekli sivi miktari yaklagik olarak
dolgu maddesinin Z 10-30 u kadardir. Sabit fazin fazla kon-
mas1 kolonun separasyon yetenegini azaltifi gibi, az konma-
s1 da analiz edilecek madde miktarinin azaltilmasini gerek-
tirir(5’6).

Hareketsiz faz olarak en gok kullanilan sivilagabi-
len maddeler polietilen glikol,polipropilen glikol, polia-
mid, apiezon, silicone gibi bile§ik1erdir(7). Bunlar ugucu

olmayan, diigik viskoziteli ve 1siya dayanikli maddelerdir.

Kolondan gegen tagiyici gaz: Hareketli gaz fazinin
akig1 diizenli, viskozitesi az, saf halde olmasi, hem sabit
faza hem de tahlil edilecek bilegiklere kargi kimyasal ba-
kimdan etkisiz olmasi gerekir.

Katarometre tipi detektdr kullaniliyorsa bu fazin
1s1 iletkenligi yiiksek (helyum,vb.) olmalidir. Alevli
iyonlagma detektdrleri igin azot gazi uygundur. Argon gazi
elektron yékalaylcl detektdre baglanmig kolonlarda bagariyla
kullanilir.

Kolonun separasyon etkinligi tagiyici gaz akimiyla
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yakindan ilgilidir. Genellikle 25-100 ml/dakika hizinda
bir gaz akimi kullanilir. Uygun sonuglar alabilmek igin uy-
gun gartlarin ve tasiyici gaz akim hizinin bulunmasi gerek-
lidir. Is1 programlamasi yapilan durumlarda, sicaklik arti-
siyla birlikte kolonda hava direnci artacagi igin tagiyica
gaz basincinda diisme olabilir. Bunu Onlemek igin uygun tar:z-
da basing regiilatdrii kullanilmalidir.

Detektdrler :

Gaz kromatografide kullanilan detektdrler analiz
edilecek bilegiklerin kimyasal yapisina gdre gesgitli tip-

)

lerde yapilmiglardir

a) Alevli lyonlasma Detektdrleri (FID): Bu tip de-
tektorlerde belirli elektriksel gerilimi olan iki elektrod
arasinda devamli bir hidrojen alevi yanar. Kolondan g¢ikan
tagiyici gazla birlikte gelen kimyasal bilegikler bu alevde
yakilarak bir iyon akimi ve dolayisiyla elektrodlar arasinda
bir gerilim farki olugur. Bu tiir detektdrler uygulama alam
en fazla olan ve en c¢ok kullanilan detektdrlerdir. Biitiin
organik (karbon iceren) maddeler (formaldehit, formik asit,
karbonmonoksit ve dioksit disinda) bu tiir detektdrlerle
hassas olarak saptanabilirler. Buharlagabilen inorganik
maddeler ise elektriksel sinyal olusturamaz ve dolayisiyla

bu detektdrlerle saptanamazlar.

b) Katarometre veya Isisal Iletkenlik Detektdrleri
(ICD) : Bu tiir detektdrlerde 1sitilmig platin telden gecen
belirli elektrik akimi, buraya gelen ve tele temas eden ta-
glyicl gdz ve onun igindeki bilegiklerin 1sisal iletkenlik-
lerinin farkli oluguyla deBisiklige ufrar. O halde 1s1sal
iletkenlikleri tagiyici gazdan farkli olan biitiin bileagikler
bu tir detektdrlerde elektriksel sinyaller meydana getirebi-

lirler. Tasiyici gaz olarak helyum kullanildigi takdirde,
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inorganik bilegiklere bu tip detektdrler gok iyi cevap, verir-
ler. Bunlarda detekt&re gelen bilegikler harabolmadiklari
i¢in ¢ikan maddeler bagka tahlil amaciyla bagka detektdr veya

aletlere génderilebilirler.

c) Elektron Tutucu Detektdrler (ECD): Kolondan gi-
kan hareketli gaz fazi, aralarinda belirli bir elektriksel
gerilim olan iki elektrod arasindan geger. Negatif elektrod
tarafindan salinan elektron akimi efer tagiyicl gaz iginde
elektron yakalayici maddeler varsa degigmeler gdsterir. 1s-
te bu degismeler detektdre gelen kimyasal maddelerin gdster—
gesi olurlar. Uygun tarzda amflifikatdrden gegtikten sonra
kaydedici alette maksimum egriler halinde goriilebilirler.
Molekiil yapilarinda halojenler (CI, I, Br...) ve oksijen ige-
ren kimyasal bilegikler, yiliksek elektron affinitesi &zelli-
gine sahip maddeler olarak bu tiir detektdrlerle kolayca sap-

tanabilirler.

d) Termiyonik Detektdrler (TD): Fosforlu bilegikler
icin 6zel olan bu tiir detektdrler, organik fosfor bilegikle-
rinin (8zellikle pestisid ve ensektisidlerin) aragtirilmasin-

da kullanilirlar.

Yukarda anlatilan detektdrlerde olugan elektriksel
sinyallerin amplifikasyonu ve kaydedilmesi prensip bakimindan
6tekiﬁlgﬁ aletlerinden (spektrofotometreler, pH metreler
vb.) fazla farkli degillerdir. Bu nedenle lizerinde durul-

mayacaktir,

Tahlil Maddesinin Alete Verilisgi

Tam ve dogru miktarda niimunenin alete tatbik edil-
mesi 8zel metotlari gerektirir. Kati maddeler (1s1 etkisiy-
le ergime noﬁt351na getirilmig) eritilmig ya da (bir g¢dzelti

i¢inde) ¢oziilmiis halde alete verilirler. Niimune, bir gaz
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akimi icine girecegi igin kauguk bir zardan batirilan ince
bir igneden faydalanilir. GCok kere bir kag mikrolitreden
ibaret olan niimuneyi tam ve dofru miktarda tatbik etmek igin
mikroenjektdrler kullanilir. Niimunenin tamaminin ayni anda
buharlagabilmesi ig¢in enjeksiyon igleminin g¢ok gabuk yap.l-
mas1 gerekir. Gaz kromatografi metodu tibbi biyokimya rutin
gcaligma ve aragtirmalarinda pek g¢ok yerde kullanilabilir.
Lipidler, steroidler, karbonhidratlar ve ilag olarak verilen
birgok kimyasal madde bu metotla incelenebilirler. Aminoa-
sitler ig¢in ancak sinirli gartlarda bu metottan faydalanila-
bilir.
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