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Kromatografi nedir ?

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz olmak uzere birbirleriyle karismayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi, taninmasi ve
saflastiriimasi yontemlerinin genel adidir. Cesitli maddelerin hareketli faz yardimiyla, sabit faz uzerinden, degisik hizlarla hareket etmeleri veya suruklenmeleri esasina

dayanir.

KROMATOGRAFININ SINIFLANDIRILMASI

e Adsorpsiyon kromatografisi
e Dagilma kromatografisi

e lyon degistirme kromatografisi

e Jel filtrasyon(boyut eleme)
kromatografisi

c Adsorpsiyon Kromatografisi

Sivi kromatografisi tarihinde ilk gelistirilen ayirma teknigidir. Bazi
maddelerin kati polar bir maddenin ylzeyine fiziksel olarak
baglanmasiyla gerceklesen bir prosestir. Temel uygulamalari,
organik ¢béziclilerde ¢coziinen farkli polaritedeki maddelerin
ayrilmasidir. HPLC’de kullanilan durgun faz bir kati oldugunda, bu
faz ile sivi mobil faz arasindaki bu denge tipi, adsorbsiyon olarak
adlandirilir. Yaygin olarak kullanilan adsorbanlar silika ve
alumina’dir. Silikanin ytzeyi silanol gruplari ile kaplidir.

& Afinite Kromatografisi

Afinite kromatografisi teknigi, enzimlerin, hormonlarin,
antikorlarin, niikleik asitlerin ve spesifik proteinlerin saflastiriimasi
icin kullanilir. Afinite kavrami iki maddenin birbirine olan baglanma
ilgisini ifade eder. Spesifik protein ile bir kompleks olusturabilen bir
ligand, kolonun dolgu malzemesine baglanir. Ornegin saflastiriimak
istenen bir enzim ise, kolona enzimin substrati dahil edilir. Bir
antikor saflastirilacaksa antikora 6zgl bir antijen kolona dahil edilir.
Ligand ile kompleks olusturabilen protein kolona bagli kalirken
kompleks olusturamayanlar kolondan ayrilir. Daha sonra kolona
bagli olan protein pH ya da tuz derisiminin degistirilmesi ile
kolondan ayrilir [1].

2]

Sekil-1: Afinite kromatografisindeki lic ana adimin gosterimi

& iyon Degistirme Kromatografisi

lyon kromatografisi, iyon degistirme recineleri tarafindan iyonlari
ayirma ve tayin etme metodudur. Anyonlari ayirmak i¢in anyon
degistirme recineleri, katyonlari ayirmak icin katyon degistirme
recineleri kullanilir. Kati bir maddenin yapisinda bulunan iyonlarin,
bu kati maddenin temasta oldugu bir ¢ézelti icindeki ayni cins
yukli olan baska iyonlarla bir dengeye gére degistirilmesi
6zelligine dayanir. Kullanilan bu kati maddeler, ¢ézelti ortaminda
¢6zinmeyen buyik molekilli maddelerdir.

el Filtrasyon Kromatografisi

Boyut dislama veya molekiiler eleme kromatografisi olarak da
bilinen jel filtrasyon kromatografisi, proteinlerin ve diger biyolojik
makromolekdillerin boyutlarindaki farkliliga dayali bir ayirma
teknigidir. Bu teknik; bir veya daha fazla bilesenin izole
edilmesinde, bir bilesigin molekul agirliginin belirlenmesinde,
tamponun tuzdan arindirilmasinda (desalting), protein yapisinda
olmayan kontaminantlarin (DNA, virls) ve protein agregatlarinin
ortamdan uzaklastiriimasinda kullanilmaktadir [3].
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Sekil-2: Jel filtrasyon kromotografisi
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e Kolon kromatografisi

e Gaz kromatografisi (GC)

eYUiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC)

e Dizlemsel kromatografi

e Kagit kromatografisi(PC)

: Kolon Kromatografisi

Bu yontemde ayrimi yapilacak karisim uygun bir ¢c6zliclide
cozulerek bir kolon icine doldurulmus kati sabit fazdan gecirilir.
Kolonda bilesenler sabit faz tarafindan tutulurlar. Sonra ayrilacak
karisimin ¢6zuldGgiu ¢éziicl ya da farkh polaritedeki ¢6zlicl veya
¢6zlclU karisimlari kolondan gecirilerek bilesenler kolonun
altindan ayri ayri alinir. Coézlcisia buharlastirilarak saf madde
elde edilir. Bu kromatografide sabit faz olarak; silikajel, kalsiyum
karbonat v.b. gibi aktif ylzeyli maddeler kullanilir. Hareketli faz
olarak da organik ¢ozuculer kullanilir.

Yuksek Performansli Sivi
Kromatografisi(HPLC)

Yiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) bir sivida
¢6zlinmus bilesenlerin, bir kolon icerisinde bulunan genellikle kati
bir destek Gizerindeki sabit faz ile degisik etkilesimlere girmesi,
kolon icinde degisik hizlarla hareket etmeleri sonucu, farkli
zamanlarda bilesenlerin kolonu terk ederek birbirinden ayrilmasi
temeline dayanir [5].

: HPLC Kullanim Alanlari

ilaclar (antibiyotikler, sedatifler, analjezikler)

Biyokimyasallar (amino asitler, proteinler, karbonhidratlar, lipidler)
Gida maddeleri (suni tatlandiricilar, antioksidanlar, aflatoksinler,
katki maddeleri)

Endustriyel kimyasallar (cok halkali aromatikler, yizey aktif
maddeleri, iticiler, boyalar)

Kirleticiler (pestisitler, herbisitler, fenoller)

Klinik tip (safra asitleri, ilagc metabolitleri, Gre 6zltleri, 6strojenler)
Uyusturucular (uyusturucu ilaglar, zehirler, kan alkoll, narkotikler)

Yiiksek Basinclh
Sivi Kromatografisi
{(HPLC)
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Sekil-3: HPLC gosterimi [6]

Since Tabaka Kromatografisi(TLC)

ince tabaka kromatografisi, adsorbsiyon esasina dayali bir
adsorbsiyon kromatografisi teknigidir. Sabit faz; kati destek
materyali (cam, aluminyum plak) Gzerine ince bir katman olarak
yuklenmis kati adsorbandir. Hareketli faz ise sividir. Bu ydontemde,
cozlcu kilcallik etkisi ile icerisine daldirilan ince tabaka plakasi
Uzerinden yarur [7].
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Rg: Retardation factor
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Sekil-4: ince tabaka kromatografisi
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e Sivi kromatografisi
e Sivi-kati kromatografisi
e Sivi-sivi kromatografisi

e Gaz kromatografisi

e Gaz-kati kromatografisi
e Gaz-sivi kromatografisi

<Gaz Kromatografi(GC)

Sabit bir fazdan mobil faz olarak gaz akimi (He, Azot vb.)
gecirilerek ugucu bilesiklerin adsorbsiyon ve dagilim
farkina goére birbirlerinden ayrilmasini saglayan
yontemdir. Hareketli faz analitle etkilesmez, yalnizca
kolon boyunca molekullerin hareketine yardimci olur.
GC’de, ugucu olan ya da bozunmadan ugucu hale
getirilebilen numunelerin analizleri yapilabilir.

Ornek kolona cok sicak bir kisimdan enjekte edilir ve
buharlastirilir. Helyum ile karismis gaz 6rnegi kolon
boyunca tasiyici gaz yardimiyla hareket eder. Ornekteki
cesitli bilesikler kolon sivisi icinde farkl ¢ézindarluge
sahiptir ve bu bilesikler bir parca soguyarak kolon destek
materyaline deposit olurlar. Bununla birlikte kolon hala
onlari buharlastiracak kadar sicakliga sahiptir. Bilesiklerin
farkli kaynama noktalari oldugu icin bu islem farkli
hizlarda gerceklesecektir. Dolayisiyla ayirmanin
temelinde bilesiklerin kaynama noktalari ve durgun fazla
olan etkilesimlerinin farlihigi vardir. Kolon boyunca bu
islem defalarca tekrar eder. Béylece 6rnek bilesenlerine
ayrilir ve bunlar kolondan farkli zamanlarda cikarlar.
Kolon sonunda ¢ikan gazin bilesimine duyarli bir
dedektorle sinyaller kaydedilir [8].

< Gaz Kromatografisi
Kullanim Alanlan

Biyokimya, biyoteknoloji, petrokimya, farmakoloji

Bitkisel yaglardan sterollerin ayrilmasinda,

Genetik, gida

Adli tip toksikoloji laboratuvarlarinda

Amino asitlerin kalitatif ve kantitatif tayininde

Temiz su, atik su, kati atik ve atik yag numunelerinde
disuk miktarlardaki mineral yag ve hidrokarbonlarin
belirlenmesi amaciyla ayirma ve analiz igin
kullanilmaktadir.
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Sekil-5: Bir GC/MS cihazindan  Sekil-6: GC kromatograsi cihazi
alinan tipik bir karisimin, (a)

GC kromatogrami, (b) 12

numarali pikin kiitle sektrumu

& Dagilma Kromatografisi
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Dagilim, bir karisimdaki maddelerin birden fazla ¢éziici
icerisindeki ¢éztndurlikleri oraninda dagilmasidir. Bu,
¢bzuclinin ve maddenin 6zelliklerine bagli bir
fonksiyondur. Bu kromatografide ayirim ¢ézinarlik
esasina gore karisimin sabit ve hareketli faz arasindaki
dagilimina dayanir. Bu yontemde, sabit sivi faz, yiksek
yuzey alanli gézenekli bir kati destek maddesine
emdirilmistir. Hareketli faz ise sivi veya gazdir. Ayirimi
gerceklestirilecek bilesikler hareketli ve sabit faz
sivilarinda farkh ¢éztunurler. Céztnuarlik farkindan dolayi
bilesikler sistemi dnce veya sonra terkederler.
Coézunurlugl sabit fazda olan bilesikler sistemde daha
uzun sure tutuldugu icin sistemi daha gec terk ederler.




