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Kagit, Kolon ve Ince Tabaka
Kromatografisi




Kagit Kromatografisi
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Kagit Kromatografisinin Prensibi

« Kagit kromatografisinde bilesiklerin ayrimi
(separasyonu) hareketli fazda cozunme ile hareketl
faza ve sabit faza olan farkli ilgileri ile saglanir.

« Kagit kromatografisi daha ¢ok bir sivi-sivi
kromatografisi olarak adlandirilir. Kagit
kromatografisinde karisim i¢gindeki bilesenlerin
ayriminda iki temel ozellik etkili olur. Bunlar;

 Kilcal etki ve
« Cozunme ozelligidir.




Kagit Kromatografisinin Prensibi

* Kilcal etki:

 Delikli bir materyal icinde sivinin hareketi yapisma,
tutunma ve yuzey gerilimine bagl olarak sekillenir.

« Sivi filtre kagidinin ¢ekimi, yer cekiminden fazla
oldugu icin yukari dogru hareket eder.

« Cozunme ozelligi:

* Bu deger bir maddenin bir cozucu icerisinde
cozunme derecesini ifade eder.

« COzucu icerisinde cozunen maddeler benzer
ozelliklere sahiptirler. Bu da farkli cozunme ozelligi
olan maddelerin degisik ¢cozucu bilesimleri
kullanarak ayrilmalarina olanak saglar.




Kagit Kromatografisinse Ayirim

« Kagit Kromatografisinde bilesiklerin ayirimi sekilde
gosterilmistir.
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Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)
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Ince Tabaka Kromatografisi

» Ince tabaka kromatografisi, bir "kati-sivi
adsorpsiyon kromatografisidir."

* Bu yontemde sabit faz, cesitli boyutlardaki (20x20,
20x5 ve 5x2 veya mikroskop cami vb) cam plakalar
ustune, ince bir tabaka halinde sivanmis kati
adsorban maddedir.

« Adsorban madde olarak

* Alumina,
» Silika jel,
» Selluloz vb. kullanilabilir.




ITK Prensibi

* Bu yontemde hareketli faz, sabit faz uzerinden
asagidan yukari dogru ilerler.

« Cozucu kilcallik etkisi ile icerisine daldirilan ince
tabaka plakasi uzerinde yurdur.

* Bu islem sirasinda, plakanin alt kesimlerine bir
damlalikla onceden damlatiimis olan karisimi da
farkli hizlarla yukariya surukler.

* Ayirim bu sekilde saglanmis olur.

* Yurume hizi maddenin, kati fazin ve ¢cozucunun
polaritesine baghdir.

* Polar maddeler, cozucu/adsorban madde ikilisinden
daha polar olan ile daha siki etkilesim gosterirler.




ITK’da Ayirim

» [TK'da 6rnegin ulastigi seviyenin, ¢ézicinin en
yuksek seviyesine (solvent front) oranina alikonma
faktoru adi (Retardation factor, Rf) verilir.

» |[TK'da maddelerin ayriminda alikonma faktor(

kullanilir.
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ITK’da Sonuglarin Degerlendirilmesi

« Karisim icindeki maddelerin meydana getirmis
oldugu noktalarin goruntulenmesi icin gesitli
metotlar kullantilir.

* Renksiz benek meydana getiren bilesiklerin gorunur
hale getirmek icin ITK Ureticileri 6zel kabinlerde UV
ISIk (254 nm) altinda parlak yesil floresans renk
yayan cinko tuzlarinin emdirildigi ozel pleytleri hazir
olarak kullanicilara sunmuslardir.

* Bu durumda butun bilesikler parlak yesil fon
uzerinde ¢cogunlukla siyah ve bazen de renk |
benekler halinde gorundurler.




ITK’da Sonuclarin Degerlen

dirilmesi

* Bilesiklerin olusturmus oldugu benekleri gorunur
hale getirmenin diger bir metodu da ITK tablasina

sulfurik asit puskurttukten sonra 1sitma
* Bu sekilde komurlesmis benekler meyc

<tir.
ana gelir.

Ancak bu yontem miktar analizinde kul

aniimaz.




Kolon Kromatografisi
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Kolon Kromatografisi

« Kolon kromatografisi ilk uygulanan kromatografik
yontemdir ve kromatografinin baslangicidir.

« Bu kromatografide sabit faz olarak;

* Silikajel,

« Seluloz,

 Zeolit,

* AlUminyum oksit,

« Kalsiyum karbonat v.b. gibi aktif yuzeyli maddeler,
« Hareketli faz olarak da organik ¢cozuculer kullanilir.




Kolon Kromatografisi Prensibi

« Bu yontemde ayrimi yapilacak karisim uygun bir
cozucude cozulerek bir kolon icine doldurulmus kati
sabit fazdan gedcirilir.

« Kolonda bilesenler sabit faz tarafindan tutulurlar.

« Sonra ayrilacak karisimin ¢ozuldugu ¢ozucu yada
farkli polaritedeki gozucu veya ¢ozucu karisimlar
kolondan gecirilerek bilesenler kolonun altindan ayri
ayri alinir.

« Cozucusu buharlastirilarak saf madde elde edilir.




Kolon Kromatografisinde Ayrim

« Kolon kromatografisinde ayrim $ekilde gosterilmistir.
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Affinite Kromatografisi
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Affinite Kromatografisi Prensibi

» Seciclligi fazla olan bu yontem, kromatografi
tekniklerinin en yenisidir.
* Antijen — Antikor,
* Enzim — Substrat,
» Reseptor — llac gibi oldukga 6zel etkilesimlere
dayanir.
 Bir cesit iyon degisim kromatografisidir.




Affinite Kromatografisi Prensibi

« Sabit fazin ust yuzeyine B maddesine karsi ilgisi
olan fakat diger butun maddelere karsi ilgisiz olan A
maddesi ile adsorbe edilirse (kovalent baglanmasini
saglamak suretiyle) B maddesi A'ya sikica
baglanmasi saglanarak belirgin bir ayirma
gerceklestirilebilir.

« Sonra baska bir element yardimi ile B maddesi sabit
fazdan cozulebilir.

« Bu metotla kompleks karisimlardan belirli bir
maddeyi kuguk miktarlar halinde ayirmak mumkun
olur.




Affinite Kromatografisi Prensibi
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kolona baglanmasi 2
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Ornegi olusturan bilesiklerin
bazilan siki bazilar gevsek olarak
kolon parc¢aciklarina baglanir
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ilk asamda kolona baglanmayan bilesikler yikanarak alimr 4

ikinci asamada
kolona zayif sekilde baglanan bilesikler yikanarak alinir
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Ugiincii asamada
kolona siki sekilde baglanan bilesikler yikanarak alinir
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