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: Kromatografl bir karlglmdakl |k| ya da daha
fazla bilesenin, hareketli (tasiyici) bir faz
yardimiyla, sabit (durgun) bir faz arasindan
degisik hizlarda hareket etmeleri esasina
dayanir. Kromatografik yontemlerle,
kimyasal ve fiziksel ozellikleri birbirine ¢ok

Lwwyakin bilesenlerden olusan karisimlari,
~__timdyle, kolayea ve kisa stirede ayirmak

““olanaklidir .

—




= ilk kez Rus botanikgi
MOB)
tarafindan gelistirilen bir
yontemdir. Tsvett bu
yontemi bitki
pigmentlerinin renkli
bilesenlerini ayirmakta
kullaniimistir.Kullandigi
renkli bandlar

I vermisti.



-Uygulama Blglmme Gor'e

———Su“ﬂ?ms’éTRmma‘rogmfl ——
Kagit kromatografisi
Ince tabaka kromatografisi (TLC)
Kolon kromatografisi
Gaz kromatografisi (GC)

ﬁ Yiksek basingl sivi hiamaTagM
~ Siperkritik akiskan kromatografisi




2-Ayrilma Mekanizmalarina Gore

f Adsorpsuyo‘n‘kf'oma’rogr'aflsn

Dagilma kromatografisi
Iyon degistirme kromatografisi

Jel filtrasyon (Molekiiler eleme)
kromatografisi -

ﬁgif‘?q 0grafisimm T —
atografisi -




3-Faz Tiplerine Gore
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Sivi-Kati kromatografisi
Sivi-Sivi kromatografisi
Gaz kromatografisi

_Gaz-Katr kromatografisi

——
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= saflastiriilmasinda S|kI|kIa kuIIan|I|r

Kolon, biyomolekulleri secici
adsorblayan bir maddeyle (kati porlu
matriks) doldurulur = SABIT FAZ

biyomolekul karisimi kolona verilir.
HAREKETLI FAZ

Tampon ¢ozelti (MOBIL FAZ) ile

= yikanan kolon tarafindan,
adsorbe edilmeyenler -G )
\dsorbe edilenler - daha gec

= kolonu terkeder.







* Basluca Ra‘rl dolgwmaddeJrem (SGbIT faz)sunlar'dur'
~ + Silika jel: Genellikle nétiir ve asidik yapidaki bilegikler
igin uygundur.

» Alumina: Genellikle notir ve bazik yapidaki bilesikler igin
uygundur.

- Selliloz: Genellikle biyokimyasal maddeler igin uygundur.
Hareketli faz gorevini istlenecek ¢aziiciler;

heksan, Kloroform (kansorojen), Metanol, Petrol |
_ , Metiles Etanol, Be nSGT"orH?"E_
, Karbon
aklorur(kansoro Jen) n-Butanol Izopropanol olabilir.




hexanes added
< 1o top of column

i —

————————

unumuzde ise ¢gogunlukla silika jel ve
the solvent

a— has flowed this alumina
o8 e frdown kullaniimaktadir.




'_ 5|'h'|=a jel Iaborafu#apgftammda uretllen

_:_gun,l_uk hayatta besinlerin, bitkisel urunlerin,
deri esyalarin, klmyasal boya ve

bozulabilecek gogu seyin nemini alarak
bozulmasini engelleyen bir sodyum
silikattir.Madde buyuk kumsu %2
yapidadir,nemle beraber renk degistirir. Bu | -:r'f:. ’
madde gunluk hayatta ilaclarin yanina V'V
konularak nemini alir ve béylece L
bozulmasini engeller ayn zamanda ¢ogu
bazli sanayl urunu vegidabu
o[ korun _, oksik olmamak

N O -
V U -
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aciga cikaran bir reaksiyona girmez. —



http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sodyum_silikat&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Sodyum_silikat&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Toksik

. ndaki dolgu maddesi ve
- metoduna gore gruplandirilir:

I.Jel filtrasyonu =» buyukluk
i.lyon degisim = yuk

&mite baglanma

—



ayrilmasi esasina dayanir e —

- Kolon, jel bencuklar ile doldurulur = kati matriks

Biyomolekul karigsimini iceren tampon, kolondan gegirilir

Kuguk molekuller,jel boncuklar arasindaki bosluklara
girer,kolondan gec cikarlar.

Buyuk molekuller,jel boncuklar arasindaki bosluklara
giremez ve kolondan hizli bir bigimde suruklenerek once

Mmaﬁ veya degisiklige
| amasi istenmeyen protein ya da enzim gibi biyolojik

molekullerin birbirinden ayriimasi icin kullantlir.
Bu yontem ile polimerlerin molekul agirhigi dagilimi da tayin
edilebilir




S0 lllt+l'[lil{t ar

jel _— kiiciik L —
hﬂncuklar muleku]]er elient volumu
hityiik "'~x

molekiiller',

"l

Avantaj: Buyuk miktarda biyomolekul karisimi
saflastirilabilir
Dezavantaj: Yavas ayirma yapar.




— Iyo'n deg|§|m|4<at| Faddede ¢ bulunan deg|§ebllen e

~ —iyonlarla,-gozeltide bulunan ayni yuklu lyonlarin
degistirilmesidir.

= [norganik iyon degistiriciler: En ¢ok kullanilanlari
zeloit denilen silikat yapilardir(Na2,Al2, Si4, O12).
Ornegin; Na degisebilir iyon ¢ozeltide bulunan
I\/Ig+2 Mn+2, Fe+2 ile yer degistirir.

anik iyon degistiriciler: anyon degistirici ve
atyon d tirici recineler ola lye ayrrh'r-Gahﬁ—

apida sabit yuklu
(+) ISe anyon deglgthl recinedir.
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Cl- ve I- karisiminin nitrat
baglanmis anyon
degistirici RNO3 ile
bilesenlerine ayrilmasinda
gecerli dengeler asagidaki
bicimdedir:

Cl- + RNO3 “RCI + NO3

I- + RNO3 —— RI + NO3

RNO3 : Anyon Degistirici
R: CozUnmeyen Matriks
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- Enzim, hormon,vb spesifik proteinlerin saflastiriimasinda
= “kullanilir.Kolonun dolgu maddesine,spesifik protein ile
kompleks yapabilen bir ligand baglanir.

" Seciciligi fazla olan bu yontem,kromatografi tekniklerinin
en yenisidir.

ukca spesifik etkilesimlere d
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ﬁ—:atds‘o'iﬁ[anmalarr esasma“dayamr oketli
....adsorban Uzerinde sivi olarak hareket ederB|Ie$enIer
~  birbirlerinden kati ylizeye olan farkli derecede ilgileri
nedeniyle ayrilirlar. Adsorpsiyon denge sabiti buyuk olan
bilesen yuzeyde daha uzun kalirken, kuguk olan daha kisa
surede kalmakta, hic adsorplanmayan bilesen ise kolonda
hic geciktiriimeden hareketli faz ile tasinarak disari
cikmaktadir. Yuzeye adsorplanan bilesenler ise yuzeyle
ﬂe;smelerine bagl olarak farkli kalma surelerinde kolonu

rk etmektedi iyon kromatografisi, polarliklari
e en olusan karigsimlarin ayrilmasinda lIyi

sonug verir.




> Yiritoeh Cazich

Ince KumTabakasi

“4~—— Adsorban

Kum
Cam Yano

 Kiskag

elil ? K aolon bromotocraficsi anarats

Temel Prensip

Ayrilacak karigimin cozeltisi
dikkatlice, kullamlacak ¢éziiciivie 1slatilmig
adsorbanla stk bir sekilde dolduruilmus
dikey kolonun en iist lnsmmdan uvgulamr.

Ayrigacak  karigim adorbana
aktarilana kadar yavas ve dikkatli bir
seiilde Fkullanilacak olan  saf ¢oziici
eklenir.

Karisim absorbanda ilerlemeye
baslayinca daha ¢ok c¢éziicii eklenerek
isleme devam edilir. Coziicii kolon boyunca
ilerlericen  karigimdali  bilegikleri de
beraberinde tasir. Bu bilegikler, kolondaki
adsorblanmalarina ve desorblanmalarina
baglh olarak kolonda farklh hizlarda

ilerlerler.

e e - e ———
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DENEYIN YAPILISI

Deneyde Metil orany ve metilen mawisi kansiminin kolon kromatografis: yontema 1le

ayrilmasi incelenecektir.
Denevde Kullamilacak Arac, Gerec ve Malzemeler:

*  Aliimina,

* FEtanol (%093).
* DMetil orang.

¢ Metulen mavisi
o Cam Kolon.

¢ Cam vini,

 FErlen







Denevin uygulanmasi

1-2 mg metil orany ve 5 mg metilen mavisi 2.5 ml etanol icinde cozilerek ayrilacak karisim
cozeltist hazirlanir. Kolonun dolgu maddes: (aliimina) hareketl: faz olarak kullanilacak etonol

ile dovurulur.

Hazirlanan metilen mawvisi ve metil orany kansim ¢ézeltisinden vaklasik 20 ml e, adsorbanla

siki bar sekilde deldurulmus dikey kolonun en st kismundan uygulanir ve etonel ilavesi ile

viiriitme 1slemine baslanir.

Kolon bovunca metilen mavisinin metil oranydan daha hizli ilerledigi gézlemlenince daha cok
etanol eklenerek isleme devam edilir. Kolondan gelen toplama kabinda metlen mavis:

bariktirilir, ¢dzelt: renksiz bir hal alincava kadar 1sleme devam edilir ve metilen mavisi ayrilir.

Metl oranj. kolon dolgusu tarafindan ¢ok daha fazla adsorblandig: icin, viritiict ¢dzeltivi
daha polar bir ¢cézelnu ile degistirerek deneve devam edilir. Bu sebepten avrima hunisindek:

etanol saf su ile degistirilerek 15leme devam edilir

Metil orany tamamen kolondan temizlenene kadar saf su ilavesine devam edilir. Denevin

sonunda metil orany da avrilir ve avri kaplarda ik farklh bovava sahip olunur.




I —————

~ bagldir. Bu faktorler sdyle siralanabilir.
o —
= Adsorban secimi -

= Cozucunun polaritesi
= Kullanilacak kolonun boyu ve ¢api




— Adsorbani cdzmemelidir.

_a_,

= Adsorban ve ayrilacak maddelerle reaksiyon
vermemelidir.

= Ayrilacak maddelerin desorpsiyonu igin.iyi bir
seciciligi olmalidir.
= Ayrilacak maddeleri yeteri kadar cozebilmelidir.
ﬁmdan uzak ilmek |W

sina sahip olmalidir.
= Toksik olmamali ve ucuz olmalidirlar.
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= Sablt Faz: Cam bir levha uzerlne‘lnce bir

‘__.—-—

tabaka halinde ve homojen olarak yayilan
silikajel, seluloz ve turevleri, nisasta,
poliamid ve aluminyum oksit gibi organik ve
inorganik maddeler

eketli faz: Aseton, metanol

o

, hekzan gibi -

24



= Hareketli faz; SlVL(asetonltnI metanol etanol, tetrahldrofuran 1) ——
... asetat, su gibi solventler)

= Sabit faz: Cok kucuk kati parcaciklar (kolonun dolgu maddeleri olan
silisyum dioksit, aluminyum oksit, gozenekli polimer ve iyon degistirici
recineler gibi),
orn. C-18 kollonlari

= Dedektorler:
- Fluoresans Dedektor: Aflatoksinler (AFM1 dahil), fumonisinler
T TTT—

‘Ve Okratoksin A (OTA) anallzlerlnde
- UV vey . alizinde

Inler Kutle dedektoru (MS/Mass Specrometer)
lle de LC-MS veya LC-MS/MS sistemi seklinde analizi yapilir
(kutle dedektorleri diger dedektorlerden daha pahalidir)

~

= Ekstraksiyon: Immuno Affinite kolonlar (IAK)
25



| —'H'?Eké‘ﬂl faz’Hudrqemazot ve helyum g|b| gazlardan olusur

= Sabit faz: Sivi veya kati olabilir ve ¢ok kucuk kati parcaciklardan (kolonun
dolgu maddeleri olan silisyum dioksit, aluminyum oksit, gozenekli polimer ve
iyon degistirici recgineler gibi) olusmaktadir.

= ki tip: Gaz-kati kromatografi (GSC) ve gaz-sivi kromatografi (GLC)

= Gaz-sivi kromatografi daha fazla kullanim alani bulmus ve prensip olarak
analitin gaz halindeki hareketli faz ile bir katinin yluzeyine tutturulmus durgun
sivi faz arasinda dagilimi Gzerine kurulmustur. Numune (analit) buharlastirilir
matografik kolonun girisine enjekte edilir. Inert bir hareketli gaz fazi ile =
on yapilr. Diger kromatograﬂk yontemlerit e gaz faz a%!'mm-—
lekulleri ile e _ )

boyunca tasimaktir.

Ikotoksinlerin analizinde GC’ye Mass Spectrometry (MS) dedektoru
baglanarak mikotoksinler atomlarina kadar parcalanabilmekte ve boylece
Olcumleri yapilabilmektedir.
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