KROMATOGRAFIK
YONTEMLER




f romatografi

Kromatografiyi (adsorbsiyon
kromatografisi) Rus botanikci
Mikhail Tsvett 19o0’li yillarin
basinda bitki pigmentl{zri lizerine

Yaptlgl arastirmalar sirasinda

cesfetmisgtir.

Tsvett bu yontemi bitki

igmentlerinin renkli g e
Bi esenlerini ayirmakta Unlu Botanikei kalsiyum
kullanmigtir. Kullandig1 kolonda ~ karbonat (adsorban) ve petrol
renkli bandlar olustugundan, bu eteri/etanol karigimini (eluent)

ayirma yontemine kromatografi  kullanarak (bugun adsorbsiyon
adini vermistir. kromatografisi olarak bilinen

= yontem) bitki pigmentlerini
Kromatografi sozcugu yunanca (klorofiller ve karotenoidler)
chromatus = renk ayirmistir.

graphin = yazmak sozcuklerinden
turetilmistir.
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Kromatografi nedir?

Kromatografi, bir karisim ornegindeki coziinmis
yapilarin (biyomolekiiller) iki fazda (sabit ve hareketli
fazlar) farkli dagilimlarina dayanan fiziksel bir ayirma
yontemidir.

Kromatografi, kalitatif ve kantitatif analiz amaciyla
yapilan ayirmalarda siklikla kullanilan ve oldukca
duyarli (sensitif) bir tayin yontemidir.
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Kromatografide iki temel faz bulunur

Sabit (durgun, duragan) faz: Uzerinde ayrilma isleminin
yapildigi faz olup molekiiller i¢in destek ortami gorevi gorir
(kolon, kagit, ince tabaka vs)

Hareketli (mobil) faz (yiiriitiicii): Molekiillerin ytiriimesini
saglayan fazdir(organik coziiciiler).

Hareketli faz, sabit fazin icinden gectikce coziinmiis molekiiller
iki faz arasinda dagilirlar. Sabit faza ilgisi fazla olanlar hareketli
faza ilgisi az olanlara oranla sabit fazda daha uzun siire kalirlar.
Hareketli faza ilgisi ytliksek coztinmiis molekiiller daha hizli gog
ederek, sabit faza ilgisi cok olan molekiillerden ayrilirlar.
Hareketli fazin fiziksel veya kimyasal 6zelliklerinin
degistirilmesiyle sabit faza kuvvetli bir sekilde baglanmis olan
coziinmiis molekiller de yerlerinden ayrilirlar.



romatografinin Siniflandiriimasi

( KROMATOGRAFIK METODLAR )
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Ayrilma Mekanizmalarina Gore Kromatografi

Kromatografik teknikler, uygun ortamlar saglanarak
molekiillerin adsorblanma, ¢6ztinme, yiik, buytikliik,
sekil, kiitle ve affinite (spesifik ilgi) gibi 6zelliklerindeki
farkliliklara gore ayrilmasini saglayan fiziksel bir analiz
metodudur.

1. Adsorpsiyon kromatografisi

2. Dagilma (paylasim, partisyon) kromatografisi

3. Iyon degistirme kromatografisi

4. Jel filtrasyon (Molekiiler eleme) kromatografisi
5. Afinite kromatografisi
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Adsorbsiyon Kromatografisi

Molekiillerin, mangal komiri, aliminyum oksit ve
hidroksi apatit gibi inorganik adsorban maddeler
tarafindan fiziksel kuvvetlerle (Van der Waals
kuvvetleri, hidrofobik etkilesmeler, iyonik etkilesmeler
ve hidrojen baglariyla) tutulmalari esasina dayanur.

Tutulan bu molekiiller daha sonra uygun cozicilerle
serbest birakilarak digerlerinden ayrilir.
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Jel FiItrasyonu

Karisimdaki molekiillerin,
molekiil biiytikliiklerine gore
ayrilmasi esasina

dayanur.

Kullanilan jeller:
polisakkarid ve poliakrilamid
polimerleri.

Molekiiller, belirli konsantrasyonlarda hazirlanabilen ve bir kolon
icerisine doldurulan sisirilmis (hidrate) jel tarafindan ayrilir.
Hidrate jelin konsantrasyonu, ayrimi yapilacak olan molekilin
buiytikligiine gore secilir. Ayrilacak molekiller por denilen
gozeneklerde tutulur, diger molekiiller atilir. Tutulan
molekillerin daha sonra uygun bir tampon veya sivi (hareketli faz
yardimi ile kolondan ayrilmalar1 saglanarak tuplere alinir.




Kigtik moleki.iller,j|e| boncuklar
arasindaki bogluklara girer,

"}~ kolondan geg gikarlar

~cam kolon
jel boncuklar

- Buyiik molekiiller, llel boncuklar
~ arasindaki bosluklara takilmaz,
kolondan once ¢ikarlar
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Dagilma (Partisyon) Kromatografisi

Dagilma kromatografisinde; maddeler sivi olan sabit faz ile sivi veya
gaz olan hareketli faz arasinda dagilir.

Birbiriyle karismayan iki fazdan olusan bir faz sistemi icine konulan
madde bu fazlardaki ¢cozunturliigtine bagh olarak iki faz arasinda dagilir
ve dengeye ulasir. Boyle bir sistemde maddelerin dagilmasi sabit olup
dagilma katsayisi ile ifade edilir ve Kd ile gosterilir. Boylece Kd
degerleri birbirinden farkli olan maddeler kromatografik sistem
icersinde farkli hizlarda ilerleyerek birbirlerinden ayrilirlar.

K;= C1/C2 C1 : Maddenin 1. fazdaki derisimi

(2 : Maddenin 2. fazdaki derisimi
Faz tiplerine gore partisyon kromatografisi

e S1v1-s1vi
e Sivi - gaz kromatografisi sekinde ayrilir.



lyon Degistirici Kromatografi

Iyonik tiirden molekiillerin biiyiikliik ve yiik farkliliklarindan hareketle
bir karisimda ¢oziinmiis maddelerin ayrimini gerceklestiren bir
kromatografi cesitidir.

Sabit fazi, silikatlar veya seliiloz tiirevleri tastyan bir recine olusturur.
Recine suda ¢oztinmez. Recinede bulunan anyonik veya katyonik
gruplar, ayrilmasi planlanan pozitif veya negatif gruplar1 baglar. Daha
sonra uygun pH'da bir tampon yardimi ile baglanan gruplar
uzaklastirilip degisik tiiplerde toplanabilirler.

Recineye tutunan (ayrilacak) maddenin yiikiine gore iki gesittir:

e Katyon degistirici kromatografi: Regineye eksi (-) yiikli gruplar [RCOO-,
karboksilmetil (CM)-seliiloz] bagl olup karigimdaki katyonlar:1 baglar.

* Anyon degistirici kromatografi: Recineye art1 (+) ytikli gruplar
[kuaterner amonyum: RNH4*, Dietil amino etil (DEAE)-seliiloz] bagli olup
karisimdaki anyonlar1 baglar.
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Affinite kromatografisi

Antijen-Antikor, Enzim-Substrat, DNA-Histon,
Reseptor-Hormon gibi oldukea spesifik (6zgiil)
etkilesimlere dayanir.

Seciciligi en fazla olan yontemdir.

Kolonun ytlizeyine (sabit faza) veya kolondaki dolgu
maddesine (dekstran, poliakrilamid, seliiloz vb),
ayrilacak olan maddeyle spesifik kompleks yapabilen
bir ligand baglanir:



-_. spesifik protein
seliiloz + @ = @

-
sepharoz DNA histon
dekstran IsG

protein A
antibody antijen

antijen antibody

substrat enzim

kosubstrat enzim

Konkavalin A glikoprotein
reseptor hormon




Ligand-protein kompleksi

I I l Tampon akisi

Spesifik protein

J‘; ; Ligand-protein kompleksi

A

; > Diger proteinler

Serb_est Ligand bagl boncuk
proteinler




Uygulama Bigimine Gore Kromatografi

Dizlemsel kromatografi
 Kagit kromatografisi
- Ince tabaka kromatografisi (TLC)
Kolon kromatografisi

.« Gaz kromatografisi (6C)
o Likit (Sivi) kromatografisi (LC) (HPLC)
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Dizlemsel kromatografi

Sabit faz (diizlem seklinde olan) olarak kagit; cam veya
plastik plaklar tizerine yayilmuis jel vb. tabakalarin
kullanildig1 kromatografi cesididir.

Sabit fazin cesidine gore ikiye ayrilir:
- Kagit kromatografisi
- Ince tabaka kromatografisi (TLC)



Kagit Kromatografisi

Sabit faz olarak kagit, hareketli faz olarak biitanol vb.
organik coziculerin kullanildig1 kromatografi
cesididir.

Artik pek kullanilmayan bir tekniktir.
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Numune ve standart sabit faza
(kromatografi kagidina) tatbik edilir.

Sabit faz, icinde belli diizeyde hareketli

faz bulunan tanka yerlestirilir
(6rneklerin uygulandigi noktanin
altinda).

Belli bir siire hareketli faz ytrattlir
(kapiler etki ile).

Hareketli faz sabit faz tizerinde
ilerlerken sabit faza uygulanmis
maddeleri beraberinde siirtikler (go¢
ettirir).

Her bir maddenin sekli, buytkliag,
sabit faz ve hareketli faza ilgisi farkl
oldugundan gog hizlar1 da farkl olup
boylece bilesenler birbirinden ayrilir.
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A1 S yilridiigi seviye
L] &
. . | Sekil ve buyukluklerine
L4 gare aynimig molekiller
| B |
a- Yirutici smw

Maddelerin kromatografi esnasinda belirli
kosullarda katettikleri yol herbir madde igin
karakteristiktir. Go¢ hizinin dl¢lsu olarak
alikonulma faktoru (Retard faktor = Ry)
kullanilr.

R = xX(maddenin katettigi yol) <1
"7 y(yuritiiciniinkatettigi yol)
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Ince Tabaka Kromatografisi

Bazi adsorban (alumina, silika jel, selliiloz, sefadeks
vb.) maddelerin bir cam veya plastik plak tizerine
yayilmasi ile elde edilmis tabakalarin sabit faz olarak;
organik bazi ¢oztiiciilerin ise hareketli faz olarak
kullanildig1 kromatografi cesididir.

Uygulama sekli kagit kromatografiye benzer. En
onemli fark sabit faz olarak kagit yerine ince tabaka
kullanilmasidir.
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"KOLON KROMATOGRAFISI

Cam, plastik veya metal bir kolon iginde bulunan kati
veya sivi bir sabit(duragan) faz ile sivi veya gaz mobil
fazdan (bir ¢oziicl veya tampon veya tasiyici gaz)
olusur.

Bu tekniklerde (kullanilan kolona bagli olarak)
ayirma mekanizmalarinin hepsi gegerlidir.

Hareketli fazin 6zelligine gére ikiye ayrilir
» Gaz kromatografisi (GC)

Gaz-kat1 kromatografisi

Gaz-sivi1 kromatografisi

o Likit (Sivi) kromatografisi (LC) (HPLC)
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liskili terimler

Eltisyon: Bir kolondan ¢oziicii (hareketli faz)gecirerek
¢coztinmius bilesenlerin sabit fazdan tasinmasi veya
sokiilmesi iglemi.

Eltuent: Sabit faz tarafindan alikonan (tutunan)
bileseni hareket ettirmek icin kullanilan ¢ozict.

Eluat: Eltisyon islemi sonucu elde edilen ilgili bileseni
iceren fraksiyon(kisim).



KOLON KROMATOGRAFISI

Mobil faz Ornek karisimi

ELUENT iceren kolon uygulama
\

kolondaki
duragan faz

e

Z
l Kromatogram
ELUATE

Kromatogram:




~Gaz Kromatografisi (GC)

Hareketli faz olarak gazin kullanildig1 bir kromatografi
cesididir.

Ucucu olan veya u¢ucu forma donistiiriilebilen
bilesiklerin ayrilip tayin edilmesinde kullanilir.

Sabit faz olarak, icerisi degisik maddelerle doldurulmus cam
veya metal kolonlar kullanilir.

Hareketli faz, He, Ar, Ne veya N2 gibi tasiyic1 bir gazdir.

Diger kromatik yontemlerden farkli olarak hareketli faz
ayrilacak olan maddelerle etkilesmez sadece maddeleri tasir
bu ytizden tasiyici gaz adini alir.



Sabit fazin kati ve sivi olusuna gore ikiye ayrilir:

Gaz-kat1 kromatografisi: Sabit faz silikajel, alimiina ve
aktif komir gibi adsorbanlardir.
Mekanizma=adsorbsiyon

Gaz-s1v1 kromatografisi: Porlu madde etrafina
kaplanmis ytliksek 1s1da buharlagsmayan sividir.
Mekanizma =partisyon
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Yontemin uygulanmasinda
cok gelismis otomatik Kolon
cihazlar kullanilir.
Kolon boyunca degisik
hizlarla yuratulen ucucu
maddeler, dedektorde
verdikleri pikler yardimiyla
degerlendirilirler. Taslyici gaz . | Bilgisayar |
tanki ve reglilatsr ~ Enjektor

Dedektor

Gaz kromatografisi cihazini olusturan bilesenler:

Mobil faz kaynagi olan silindir ve gazin sistemdeki akisini diizenleyen
regiilator (akis kontrol aygit1),

Numune enjeksiyonunun yapildigi kisim (enjektor)
Isitma bolimai (firmn),

Ayirma kolonu,

Dedektor,

Bilgisayar




YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFiSi

(High Performance Liquide Chromatography, HPLC)

HPLC, bir karisimdaki bilesenlerin s1vi hareketli
fazda ¢coztinmeleri ve yiiksek basin¢ altinda
kromatografi kolonundan(¢api ¢ok kiiciik dolgu
maddesi icerir)gecerken ayrilmalari prensibi ile
calisan bir tekniktir.



(HPLC), yaygin olarak kullanilan analitik tekniklerden
bir tanesidir. Klinikte bir cok test icin referans
yontem olarak onerilmektedir.

HPLC cihazi, diger sivi kromatografisi tekniklerinden
kolon giris ve ¢ikiglar1 arasinda olusturulmasi gereken
yuksek basin¢ nedeniyle farklilik gosterir.

Bu teknikte bilesenler, ilk olarak ¢ozgende coziiniir ve
daha sonra yliksek basing altinda cok kiiciik capta
dolgu maddesi (um diizeyde) iceren kromatografi
kolonundan ge¢meye zorlanur.




Stvi kromatografisinin 6zel bir uygulamasi olan
HPLC'de, sabit faz olarak kullanilan dolgu maddesinin
tanecik boyutunun kiiciiltiilmesi sonucu hareketli
faz ile etkilesen sabit faz ytizey alan1 biiytir ve boylece
kolonun etkinligi arttirilmis olur. Cok siki olarak
doldurulmus kolondan hareketli fazin belirli bir hizla
gecebilmesi icin basin¢ uygulanmasi gerekir
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"HPLC Cihazinin bﬁe§enleri

A

Pompa A\ Kolon

Dedektor

Enjektor
Hareketli faz ]

rezervuarl

Solvent Rezarvuari (Coziicii tanki): Hareketli faz(lar) icin depo gorevi gorur.
Pompa: Yiiksek basing saglar.

Enjeksiyon Sistemi: Numunelerin cihaza verildigi kisim

Kolon: Sabit faz1 igeren ve bilesenlerin ayrildigi kisim (paslanmaz celiktendir)

Dedektor: UV/VIS, Diod array, Floresans dedektorleri, Elektrokimyasal
dedektorler, Refraktif indeks dedektorleri ve Kiitle Spektrometrisi dedektorleri

Bilgisayar



iiksek Basincli Sivi Kromatografi
(HPLC)

= 0

Mobil faz Atk
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Kagit Kromatografisi ile
Aminoasitlerin Analizi

~ (Deneysel Islem)
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Deneysel Kisim

d. Kromatografi kagidinin hazirlanisi: Bir kromatografi kagidi
alinir. Kursun kalemle alt kenarindan (kagit tizerinde sivinin yiirtime
yoniini gosteren ok yukar: gelecek sekilde) 3 cm ytikseklikte bir ¢izgi
cizilir. Bu ¢izgi tizerinde orneklerin damlatilacagi yerler 3 cm araliklarla
belirlenir. Bu noktalar tizerine her bir standart ve 6rnek i¢in bir adet
olmak tizere 1 cm capli daireler c¢izilir. Kagidin hazirlanisi sirasinda elin
temasiyla olusacak kirlilikler istenmeyen lekeler olusturacagi icin
kagidin hazirlanisi sirasinda ciplak elle temastan kacinilmalidir.

A M )
N A =
T e

3cm 1cm

Kromatografi kagidi



b. Orneklerin uygulanmasi: Kagit iizerinde cizilen 1 cm
capl dairelerin merkezine, daireyi agsmayacak sekilde 10 pL
aminoasit standart ¢ozeltisi (0,2 M) veya 6rnek (serum,
idrar vb) yavas yavas, gerekirse kurutularak damlatilir.
Hangi noktaya hangi standardin ve 6rnegin konuldugu
bilinmelidir.

c. Yuriitme islemi: Standart ve ornekler uygulandiktan
sonra kagit rulo sekline getirilerek icerisinde ytiksekligi 1,5
cm kadar olan yiirtitiicii sivinin [butanol-asetikasit-su
karisimi (12/3/5)] bulundugu kapakli kromatografi
tanklarina yerlestirilir. Yaratiica sivi kagidin boyunu
asmayacak sekilde kagit tankta 6-18 saat bekletilir.



d. Degerlendirme: Kromatografi tankindan ¢ikarilan
kagit diiz bir zemine yayilarak uygun bir boya
(genellikle ninhidrin) ile boyanur.

Kagit tizerinde ortaya ¢ikan aminoasidlere ait lekeler
iki sekilde degerlendirilir.

e Kalitatif degerlendirme

e Kantitatif degerlendirme
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/Kalitatif Degerlendirme

Maddelerin kromatografi esnasinda belirli kosullarda katettikleri yol
herbir madde icin karakteristiktir. GO¢ hizinin ol¢tisti olarak
alikonulma faktora (Retard faktor = R;) kullanilir. Ry, belirli kosullarda
maddenin katettigi mesafenin ¢6ziiciintin (yuratiict sivi) katettigi
mesafeye oranidir. Rynin sayisal degeri her zaman 1'den kiiciiktiir.
Baslangic cizgisinden itibaren yuritiict sivinin kagit boyunca aldigi yol
(y) ve amino grup asit lekelerinin merkezinin baslangic ¢izgisine olan
uzaklig: (x) olg¢tlir.

Re=x/y

formiiliinden herbir standart ve numune icin R; degerleri bulunur. R

degerlerinin karsilastirilmasi ile numunedeki aminoasitlerin cinsi
kalitatif olarak belirlenir



P —

Kantitatif Degerlendirme

Leke, buyukliik ve koyuluk yonunden,
fotodansitometrik olarak (pikler ¢izilerek) veya leke
kesilip uygun bir ¢oziicti ortamina alindiktan sonra
spektrofotometrik olarak degerlendirilebilir



