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KL!N!K B1YOK!MYADA GAZ KROMATOGRAF! METODU 

Dr.Kemal Ozkan(x) 

öZET 
Bu makalede gaz kromatografi metodunda kullanılan 

aletler prensip ve işleyiş tarzı bakımından gözden geçiril

di. Kolonlar i-le dolgu maddeleri, hareketsiz ve hareketli 

fazların tahlil sonuçlarına etkileri açıklandı. 

Kimyasal maddelerin separasyonuna etki eden faktör

ler, sıcaklık derecesi, kolon boyutları, taşıyıcı gaz ve 

hareketsiz fazların nitelikleri bolirtildi. Tahlil edile

cek maddelere göre seçilerek detektörlerin özellikleri ve 

cinsleri anlatıldı. 

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

sul ts halte been pointed out. The characteİ:istics of the most 

commonly used detectors were ci ted . 

Biyokimyada çeşitli kimyasal bileşiklerin birbirin

den ayrılması (separasyoq) işlemi için uzun zamandanberi kul

lanılan metotlardan bir bölümü kromatografi genel adı al

tında toplanabilir. Kagıt, ince tabaka ve kolon kromatogra

fileri en çok kullanılan metotlardır. Oldukça ufak miktarlar

da nümuneyle çalışma olanagı verirler . Genellikle, kapiler 

etki ya da agırlıga baglı olarak meydana gelen bir sıvı 

(solvent) akımı,· dışardan uygulanan basınç ve kısmen 
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maddenin kendi agırlıgı sonucu, kimyasal bileşikler, bir 

yerden ötekine taşınırlar. Taşınma hızları farklı olan mad 

deler böylelikle birbirinden ayrılmış olurlar. Kromategra

fide başlıca iki faz vardır: Hareketli (mobile) solvent fazı 

ve katı ortamı tabaka halinde kaplayan hareketsiz (stationary) 

sıvı fazı. Kimyasal bileşigin hareketli faz tarafından ta

şınma hızı, iki faz arasındaki bölüşüm (partition)olayına, 

katı ortamın absorplamasına ve bileşigin molekül yapısına 

baglıdır. 

Gaz kromatografi (GC veya GLC) metodundaysa hareket

li faz gazdan ibarettir. Dolgu maddesiyle doldurulmuş bir 
kolondan gaz akımı geçirilir. Dolgu maddesi ince toz halin-

de ve kimyasal bakımdan etkisizdir. Bu madde kuru (aktif) 
ise gaz kromatografi, bir sıvıyla ısıatılmış ve ince tabaka 

halınde hareketsiz sıvı fazı meydana getirilmişse, gaz li

kid (GLC) kromatografiden bahsedilir. Kolon boyunca ilerle

yen hareketli faz (gaz) içinde farklı taşınma hızı gösteren 

bileşiklerin kolondan çıkışları da farklı zamanlarda olur. 

Kolon çıkışında bulunan uygun bir detektör, kendisine de~i

şik zamanlarda gelen kimyasal bileşiklere karşı elektriksel 

sinyaller verir. Bu sinyaller ise amplifikatörden sonra 

kaydediciye aktarılır. Bu şekilde çeşitli bileşiklerin ko

londan çıkış anları saptanmış olur. Özel yapılı detektörle

rin geliştirilmesi sayesinde ö~eki metotlarda henüz ulaşıla

mıyan duyarlık dere~elerine (sensitivity), örnegin 10-ız 
grama (pikogram) kadar inilebilir. Bu kadar az miktardaki 

maddelerin kantitatif ölçümü mümkün olabilir. 

Bir kimyasal bileşigin gaz kromatografi metoduyla 
tahlil edilebilmesi için onun harabalma (decomposition) 

sıcaklık derecesinin altında iken, yeterli buh'ar basıncı gös

termesi gereklidir. Başka deyişle, ısıtıldıkları zaman, ha

rabolmadan önce buharlaşabilen maddeler gaz kromatografiyle 
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incelenebilirler. Bu özellige sahip olmayan maddeler, uy

gun kimyasal işlemlerle buharlaşabilen türevlere çevrilebil

melidirler(l,Z). 

Buharlaşması olanaksız olan maddeler, bazı durumlar

da, piroliz adı verilen işlemden sonra GLC metoduna uygula

nabilirler. Piroliz sonucu bir kimyasal bileşik belirli 
• 

şartlar altında daha küçük moleküllere parçalanır. Bu küçük 

moleküller buhar (gaz) haline geçerek kromategrafide tahlil 

edilirler. 

Buhar haline geçmiş olan kimyasal bileşikler ısıtıl

mış kolon içinden taşıyıcı gaz fazı akımıyla sürüklenip ge -

çerken, kolonda dolgu maddesi veya onun yüzeyine ince bir 

film gibi tabakalanmış sabit sıvı fazıyla temas ederler. 

Her iki faz karşısında çözünürlük derecelerine, daha dogru -

su bölüşüm katsayısı ve fazlara olan affinitelerine göre 

bu fazlar arasında dagılırlar. Buharlaşma ye tenegi fazla 

olan (volatile) maddeler, hareketli gaz fazına daha fazla 

karışır ve buharlaşma yetenegi az olanlara göre kolondan 

daha önce çıkarlar . Bir başka deyişle, az volatil olanlar 

kolonda daha uzun süre kalırlar. Daha uzun r e t ans iyon za

manı gösterirler. 

Gaz kromategrafide bileşiklerin hareketli ve hareket
siz fazlar arasında dagılırnına etki eden faktörleri özetle 

şu tarzda sıralayabiliriz : 

a) Kolonda sıcaklık der~cesi 

b) Hareketsiz fazda çözünürlük veya tlbsorplama ye-
tenegi 

c) Hareketli fazda çözünürlük yetenegi- fazın vis

kozitesi, akış hızı, kolon boyunca basınç düşme oranı. 
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Gaz kramatografi cihazında başlıca şu kısımlar var- · 

dır: Kolon, detektör,"· amplifikatör ve kaydedici (Şekil: 1) · 

Ta~uyıcı 
gaz 

De dektör 

Kolonlar: 

NÜmune 

Atmos~r 

w 
Zaman 

l<aydedici 

ŞEKİL .. \ 

Genellikle kolonlar cam, bakır, çelik, aliLminyum ve

ya benzeri maddelerden yapılmış ince uzun borulardır. Kapil

ler denecek kadar ince (0,2-1,0 mm) olabildikleri gibi bir 

kaç santimetreye kadar genişleyen ve preparatif amaçlarla 

kullanılan geniş kolonlar da vardır. Çok ince kapiller ko

t .onlarda ayrıca dolgu maddesine gerek olmadan iç cidarlar 

çok ince bir .sıvı (hareketsiz faz) tabakasıyla kaplanır. 

Klasik dolgu kolonları adı da verilen ve P.n çok kul

lanılan tiplerde çok çeşitli dolgu maddeleri kullanılır. 
Kolon, bütünüyle uygun sıcaklıkta bir fırın içinde bulunur. 
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Bir kolonun separasyon yetenegi (resolution),nis
pı r~tansiyon ve kulon etkinliJ i kavramlarıyla tanımla
nır( .) ' 4) 

Nispi retansiyon (s.eparasyon faktörü): Bir bile

ş igin kolondan çıkış zamanının başka bir bileşiginkine 

oranıdır. Aynı anda kolondan çıkan iki madde için sepa

rasyon faktörü 1 dir. Bunun anlamı, bahis konusu mad

delerin birbirieFinden ayrılmadan "kromatogramda tek bir 

maksimum egri (peak) gösterme leridir. Nispi retansiyon 

hareketsiz faz ve sıcaklık derecesiyle ilgilidir. O hal 

de bunları degiştirerek, nispi retansiyon degerini degiş-
• 

tirrnek ve dolayısıyla maddeleri birbirinden daha iyi 

ayırmak mümkün olabilir . 

Kolon etkinligi : Bir kromatografi kolonu uç uca 

diziimiş yüzlerce segmentten (plaklardan) oluşmuş far
zedilebilir. Teorik olarak düşünülen bu plaklardan her-

birinde ayrı ayrı hareketli ve hareke tsiz f azlar vardır. 

Analiz edilecek madde karışımı (nümune) buhar halinde 
kolona girdiginde, birbiri arkasından bu t eorik plaklar-

dan geçer ve sonuncu plaktan dışarı çıkar. 11~ segmen

t e gelen maude hareketli ve hareketsiz f azlar arasında 
da~ılıma ugrar, ikinci segmente , degişik konsantrasyonda 
ol arak hareketli ga z fazı gelir. Burada yeniden dagılım 
ol ur , sonuncuya kadar bu olaylar dizisi sürer gider . 
Arkadan gelen ve madde içermeyen, saf taşıyıcı gaz , kolo
na girdi~inde b i rinci teorik s egmentte hareketsiz faza 

önceden baglanmış maddelerin bir kısmını geri alır, ye

ni bir da~ılım olur. Bundan sonraki s egmentlerde de 
kolon boyunca sonuncuya kadar bu işlem olur. Hareketsiz 

faz . içind~ çözünürlük yetenegi fazla olanlar orada uzun 

süre kalır ve kolundan geç çıkarken 1 bu yetenegi az 

olan l ar daha önce kolonu t erkedip de t ektör e ulaşırlar. 
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Bir kimyasal bileşi~in kolona girdi~i an ile 
çıktı~ı an arasında geçen zamana retansiyon zamanı adı 
verilir. Maddenin girdi~i an,nümunenin kolona enjekte 
edildi~i andır. Çıkış zamanı ise kromategramda maksimum 

e~rinin (peak) çizildi~i yerle ölçülür . 

W:;; Maksimum e~rinin yarı yükseklikte genişli~i 

(cm.) 

t~ Retansiyon zamanı (dakika) olan bir durumda 

kolonun teorik plak sayısı (n), 

formü lüyle ifade edilir(7). 

t de~eri ne kadar büyük, w küçüks e t eorik plak sayısı 
0 kadar fazla olur. Teorik plak sayısının fazla oluşu 
kolonun separasyon yetene~inin iyi oldu~unu gösterir . 
(genellikle 1 metre kolon uzunlu~u için 600 den yüksek 
n de~eri kolonun kabul edilebilir s eparasyon etkinli~i
nı gösterir.) 

Kolonun boyu uzadıkça teorik plak sayısı ve re
tansiyon zamanı da artar. O halde uzun boylu bir kolon 
uzun tahlil zamanı ve o oranda iyi separasyon elde etmek 

demektir. 

Analiz edilecek nümunede madde miktarları kolo

nun çapıyla orantılıdır. Örne~in, 4 mm. yarı çapında 

bir kolonda yaklaşık olarak 3 mg . lık maddeler, 2-3 mm. 

çapındakilerde ise 1 mg . lık maddeler uygulanabilir. 

Kolon daraldıkça separasyon daha i yi olur . Ancak bu 

durum detektör duyarlı~ının (sensitivity) yüksek olması

nı ger ektirir. 

Kolonda Dolgu (destek)Maddesi: Dolgu maddesi 
mümkün oldu~u kadar fazla yüzeyli olmalıdır • . Bu amaçla 

ine~ toz halinde ve gözenekli (porous) madde tanecikleri 

kullanılır. Taneciklerin benzer biçimli (uniform) ve 

- 144 -



Burs a Tıp Fakültesi Dergisi 
Sayı 3 . Yıl 2 . 1975 

yaklaşık 0,2 mm. büyüklükte olması tercih edilir. Gözenek

li taneciklerdeki delikler ne çok fazla derin, ne de çok 

fazla küçük olmamalıdır. Çünkü çok derin gözenek boşlukla
rına giren madde molekülleri çok uzun bir yayılma yolu iz-

lemek zorunda kalırlar. Gözenekli yuz·ey, dolgu maddesinin 

gramı başına yaklaşık olarak 1 m2. kadar olmalıdır (1 m2/gr). 

Çok ince tanecikli tozdan ibaret bir dolgu maddesi, 

taşıyıcı gaz akışına karşı çok fazla direnç gösterir ve bu
nu yenmek için uygulanan gaz basıncı sonucu, kol~nun giriş 

ve çıkışlarında ileri derecede basınç farkı meydana gele

bilir. 

Dolgu maddesi kolonun, hareketsiz sıvı fazına, ha

reketli gaz fazına ve analiz edilen bileşiklere karşı kim

yasal bakımdan etkisiz (inerte) olmalıdır. (Kieselguhr, Kil,. 

cam tanecikleri, reçine veya benzer preparatlar, celite, 

chrornosorb, gas-chrom, fire-brick v.b. çok kere kullanılan 

dolgu rnaddeleridir.) 

Kolonda sıcaklık programlaması: Kolonun ısıtılmasın

da arnaç,analiz edilecek nümune maddelerin buharlaşabilme

sidir. Sıcaklık derecesi termostat ya~dımıyla bileş igin 
kaynama noktasına yakın de r ecede tutulur. Taşıyıcı gaz 

basıncı yüksekliginin kaynama noktasını da yükselttigini 
akılda tutmak gerekir. Bir nümune içinde kaynama derecele-

ri birbirinden farklı bileşiklerin birarada incelenmesi 
pekçok güçlükler dogurur . Kaynama noktaları düşük olanlar 

düşük sıcaklık derecelerinde kolondan kolayca ve hızla ge

çerek separasyona ugrarlar. Kaynama noktaları yüksek 
olanlar ise yavaş yavaş geçer ve ko lonun uzunca bir bölümüne 

yayılırlar ve birbiri üzerine binerek iyi bir separasyon 
gös teremezler. Bu gibi maddelerin bir kısmı kolonun baş
langıcında enjeksiyon yerinde yogunlaşıp ' kalır. Böyle du
rumlarda separasyonun ~yi olması için analiz süresince 
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sıcaklık doğru orantılı olarak yükseltilir . Bu işleme sı

caklık programlanması adı verilir. Programlamayla kaynama 
noktası yüksek olan ve zor buharlaşan maddelerin kolonu hız-

la geçmeleri ve birbirlerinden ayrılmaları sağlanır. 

Sıcaklık yükseldikçe kolondaki hareketsiz sıvı ta

bakasında da buhar basıncı yükselir ve sonuç olarak detektö

re gelen miktar yükselir, hareketsiz faz kayba uğrar. Bu 

kayıpları ikinci bir (referens) kolonV-edetektörle kompanse 

etmek gerekir. 

Çalışma esnasında sabit sıcaklık kullanıldığında 

(izoterrnal şartlarda) hareketsiz sıvı fazında yine bir mik
tar buharlaşma olur. Ancak bu kayıp değişken olmadığından 
referens kolona gereksinme olmadan sadece detektörün sıfır 
ayarı ile kompanse edilebilir. 

Gaz kromatograf aletlerinde çok kere ön ısıtma sis

temi vardır. Kolonun nümune enjekte edilen ucu ve detektör 

ısıtılarak bileşiklerin soğuması ve buralarda yoğunlaşıp kal

maları böylelikle önlenmiş olur. 

Kolonda Hareketsiz Faz : Sabit sıvı fazı seçiminde 

dikkate alınması gereken bazı faktörler vardır. Sıcaklık 

dolayısıyla meydana gelen buharlaşmanın bu f~zda azalmaya 

neden olduğundan yukarda bahsedilmişti. Sıcaklık de recesi 

yüksek tutuldukça bu kayıp daha fazla olacaktır. Bu nedenle 

hareketsiz faz için kullanılacak sıvının kaynama noktası 

yüksek bir sıvı olması gereklidir(S, 6) 

Sabit fazJ'a. kimyasal bileşiklerin çözünürlük yete

neklerinin kromatografide, separasyonu etkilediğine işaret 

edilmiştir. Çözünürlük ise faz ve bileşiklerin polaritesiy
le ilgili bir olaydır: Polar (moleküllerinde elektrik yükle

ri olan) bileşikler için polar sıvılr r, polar olmayan 
,. 
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(moleküllerinde elektrik yükü olmayan) bileşikler içinse 

polar olmayan sıvılar en uygun sabit fazları meydana geti

rirler(4,S). Sabit faz da tıpkı onun deste~i olan dolgu 

maddesi gibi, bileşiklere karşı kimyasal bak~mdan etkisiz 

olmalıdır. 

Hareketsiz faz ısının etkisi ve üzerinden geçen 

hareketli gaz fızının yardımıyla sürekli olarak, az da olsa 

buharlaşır, bir tür sızıntı tarzında kayba u~rar. Kolon 

sıcaklı~ı yükseldikçe bu kayıp artır. Analizden önce kolonu 

bu şartlar? göre dengelemek için çalışma derecesinin biraz 

üzerinde tutup içinden gaz geçirilerek sızıntıyı sürükleyip 

atmak ve muhtemel kirliliklerden temizlemek uygun olur . Sa

bit faz için bir kolona gerekli sıvı miktarı yaklaşık olarak 

dolgu maddesinin % 10-30 u kadardır . Sabit fazın. f~zla kon

ması kolonun separasyon yetenegini azaltıgı gibi, az konma

sı da analiz edilecek madde miktarının azaltılmasını gerek-
. . (5 ,6) 

tırır . 

Hareketsiz faz olarak en çok kullanılan sıvılaşabi

len maddeler polietilen glikol,polipropilen glikol, polia

mid, apiezon, silicone gibi bileşiklerdir(?). Bunlar uçucu 

olmayan, düşük viskoziteli ve ısıya dayanıklı maddelerdir. 

Kolondan geçen taşıyıcı gaz: Hareketli gaz fazının 

akış ı düzenli, viskozitesi az, saf halde olması, hem sabit 

f aza hem de tahlil edilecek bileşiklere karşı kimyasal ba

kımdan etkisiz olması gerekir. 

Katarometre tipi detektör kullanılıyorsa bu fazın 

ısı ile~kenligi yüksek (helyum,vb.) olmalıdır. Alevli 

iyonlaşma detektörleri için azot gazı uygundur. Argon gazı 

elektron yakalayıcı detektöre baglanmış kolonlarda başarıyla 

kullanılır. 

Kolonun separasyon etkinligi taşıyıcı gaz akımıyla 
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yakından ilgilidir. Genellikle 25-100 ml/dakika bizında 

bir gaz akımı kullanılır. Uygun sonuçlar alabilmek için uy

gun şartların ve taşıyıcı gaz akım hızının bulunması ger ek

lidir. Isı programlaması yapılan durumlarda, sıcaklık artı

şıyl a birlikte kolonda hava direnci artacagı ıçın taşıyıcı 

gaz basıncında düşme olabilir. Bunu önl emek ı çın uygun tarz

da bas ınç regülatörü kullanılmalıdır. 

net ektörler 

Gaz kromategrafide kullanı lan detektörler analiz 

edilecek bileş iklerin kimyasal yapısına göre çeşitli tip
(7) 

lerde yapılmışlardır . 

a) Alevli 1yonlaşma netekt ör leri (F1n) : Bu t ip de

t ektörlerde belirli elektriksel ge r i l imi olan iki e l ektrod 

arasında devamlı bir hidrojen alev i yanar. Ko l ondan çıkan 

taş ıyıcı gazla birlikte gelen kimyasal bileşikler bu alevde 

yakılarak bir iyon akımı ve dolayı s ıyla e l ektrodlar arasında 

bir gerilim farkı o luşur. Bu tür detekt örler uygulama alanı 

en faz la olan ve en çok kullanılan detektör lerdir. Bütün 

organik (karbon içe r en) maddeler (formaldehit, formik asit, 

karbonmonoks it ve clicksit dış ında) bu tür de t ektörlerle 

hassas ol arak saptanabilirler. Buharlaşabilen .inorganik 

madde l er i se e l ektrikse l sinyal oluş turamaz ve dolayısıy l a 

bu detektörl erle saptanamazlar. 

b) Kat~rometre veya I s ı sal lletkenlik netektörleri 

(Ten): Bu tür detektörl erde ısıtılmış platin telden geçen 

bel irli elektrik akımı, buraya ge l en ve t ele temas eden t a

ş ıy ıcı g~z ve onun i ç i ndeki bileşikl erin ısısal ile tkenl ik

l e rinin farklı oluşuyla degişiklige ugrar. o halde ısısal 

ile tkenlikler i taş ıyıc ı gazdan farklı o l an bütün bil eşikler 

bu t ür de t ektörlerde e l ektriksel s inyal l er meydana getirebi

lirler . Taşıyıcı gaz ol ar ak he l yum kullanıldıgı t akdirde, 
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inorganikbileşiklerebu tip detektörler çok iyi cevap,verir

ler. Bunlarda detektöre gelen bileşikler harabolmadıkları 

için çıkan maddeler başka tahlil amacıyla başka detektör veya 

aletiere gönderilebilirler. 

c) Elektron Tutucu Detektörler (ECD): Kolondan çı

kan hareketli gaz fazı, aralarında belirli bir elektriksel 

gerilim olan iki elektrod arasından geçer. Negatif elektrod 

tarafından salınan elektron akımı eger taşıyıcı gaz içinde 

elektron yakalayıcı maddeler varsa degişmeler gösterir.· !ş

te bu degişmeler detektöre gelen kimyasal maddelerin göster

gesi olurlar. Uygun tarzda amflifikatörden geçtikten sonra 

kaydedici alet te maksimum egriler halinde görülebilirler. 

Mol~kül yapılarında halojenler (Cl, 1, Br ... ) ve oksijen içe

ren kimyasal bileşikler, yüksek elektron affini~esi özelli

gine sahip maddeler olarak bu tür detektörlerle kolayca sap

tanabilirler. 

d) Termiyonik Detektörler (TD): Fosforlu bileşikler 

için özel olan bu tür detektörler, organik fosfor bileşikle

rinin (özellikle pestisid ve ensektisidlerin) araştırılmasın~ 

da kullanılırlar. 

Yukarda anlatılan detektörlerde oluşan elektriksel 

sinyalıerin amplifikasyonu ve kaydedilmesi prensip bakımından 

öteki ölçü aletlerinden (spektro~otometreler, pH metreler 

vb.) faz la farklı degillerdir . Bu nedenle üzerinde durul

mayacaktır, 

Tahlil Maddesinin Alete Verilişi : 

Tam ve dogru miktarda nümunenin alete tatbik edil

mesı özPl metotları gerektirir. Katı maddeler (ısı etk~siy

le ergime noktasına getirilmiş) eritilmiş ya da (bir çözelti 

içinde) çözülmüş halde alete verilirler. Nümune, bir gaz 
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akımı içine girecegi için kauçuk bir zardan hatırılan ince 

bir igneden faydalanılır. Çok kere bir kaç mikrolitreden 

ibaret olan nümuneyi tam ve dogru miktarda tatbik etmek için 

mikroenjektörler kullanılır. Nümunenin tamamının aynı anda 

buharlaşabilmesi için enjeksiyon işleminin çok çabuk yap.l

ması gerekir. Gaz kromatografi metodu tıbbi biyokimya rutin 

çalışma ve araştırmalarında pek çok yerde kullanılabilir. 

Lipidler, steroidler, karbonhidratlar ve ilaç olarak verilen 

birçok kimyasal madde bu metotla incelenebilirler. Aminoa

sitler için ancak sını~lı şartlarda bu metottan faydalanıla

bilir. 
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