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Kromatografi Tarihgesi

Kromatografi, Yunanca chroma (renk) ve graphein
(yazmak) sézcuklerinin birlesmesiyle olusmustur.

1850°'li  vyillarda  Schonbein ilk defa kagit
kromatografisini uygulamistir.

1903 vyilinda Goppelsroeder kagit parcaciklarini
kullanarak alkaloid, boya, sit, yag ve sarapta
analizler yapmistir.

Bilimsel anlamda ise ilk kez 1903 vyilinda Rus
botanikci Michael Tsvett tarafindan renkli bitki
pigmentlerini ayirma amach kullanilmistir. Daha
sonralari, cesitli cok bilesenli numunelerdeki
bilesenlerin  ayrilmasi  ve  saflastirilmasinda
kullanilmaya baslanmistir.

Gunumuzde kromatografik analiz yontemleri, bir
karisimi olusturan turlerin ayri ayri belirlenmesi
(nitel-kalitatif analiz) ve karisimi  olusturan
bilesenlerin miktar tayini (nicel-kantitatif analiz)
islemlerini hayata geciren ve en cok kullanilan aletli
analiz yontemlerinden olmustur.

Rus Botanikci Michael Tsvett



Kromatografi tekniginin temelinde li¢ ana unsur yer alir.

1-Sabit faz: Kromatografide, bir kolon icerisine veya duz
bir ylizeye tutturulmus faza, sabit faz ( hareketsiz faz;
durgun faz; stasyoner faz) denir. Bu faz daima bir “kat”
veya bir kati destek Gzerine emdirilmis bir sivi
tabakasindan” olusur.

2-Hareketli faz: Sabit fazin lGzerinden veya arasindan
gecen faza ise hareketli faz (sturukleyici faz, mobil faz)
denir. Bu faz daima bir “sivi” veya “gazdan” olusur.

3-Sabit faz, hareketli faz ve karisiminda yer alan
maddeler arasindaki etkilesimin turi: Kromatografi de
“yuzey tutunmasi veya adsorpsiyon” ile “coztunurluk”
olgulari temel etkilesim tirlerini olustururlar.
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Table Kromatografik yontemlerin simiflandiriimasi




Genel Siniflandirma  |Hareketli faz Sabit faz Mekanizma

Kau iizerine adsorplanmis sivi| Dagilma

Gaz Kromatografisi
Kau Adsorpsiyon

Kau iizerine adsorplanmis sivi

Dagilma

Kau Adsorpsiyon
Sivi Kromatografisi | Sivi

lyon degistirici recine lyon degisim

Polimerik jel Jel gegirgenlik
Siiperkritik Akigkan | Siiperkritik Kan Dagilma

Kromatografisi akiskan

Tablo  Etkin olan mekanizmaya gire kromatografik yintemlerinin simflandirilmas:



Kromatografi Cesitleri

1-Ayrilma Mekanizmalarina Gore :
a) Adsorpsiyon kromatografisi
b) Dagilma kromatografisi
c) lyon degistirme kromatografisi
d) Jel filtrasyon (Molekiiler eleme) kromatografisi
e) lyon cifti kromatografisi
f) Afinite kromatografisi
2-Uygulama Bi¢imine Gore :
a) Duzlemsel kromatografi
Kagit kromatografisi
ince tabaka kromatografisi (TLC) —
b) Kolon kromatografisi
Gaz kromatografisi (GC)
Yiksek basinch sivi kromatografisi (HPLC)
Superkritik akiskan kromatografisi
3- Faz Tiplerine Gore:
a) Sivi kromatografisi
Sivi-Kati kromatografisi
Sivi-Sivi kromatografisi
b) Gaz kromatografisi
Gaz-Kati kromatografisi
Gaz-Sivi kromatografisi



1-Ayrilma mekanizmalarina gore siniflandirilmasi

1.Adsorpsiyon kromatografisi: Kati veya sivi molekiillerin, sivi veya gaz molekiillerini ¢ekim kuvvetleri
yardimiyla ylzeyde tutmasina adsorbsiyon denir. Burada so6zi edilen adsorbsiyon fiziksel
adsorbsiyondur. Zayif Van der waals, elektrostatik cekimler ve dipol-dipol etkileGimlerine dayanir,
tersinirdir.

Bu kromatografi mekanizmasinda sabit faz aktif yizeyli bir katidir. Katilar ylizey enerjilerini azaltmak
amaciyla cevrelerindeki maddeleri kendilerine dogru cekerler ve bunlari ylzeylerinde tutarlar. Bu tur
kromatografide kariGimin bileGenlerine ayrilmasi, sabit kati fazin tutucu kuvvetiyle, hareketli fazin itici
kuvveti arasindaki yariGa baghdir. Sabit faz ylzeyine az tutunan bileGen, hareketli fazla daha c¢ok
etkileGeceginden kolonu daha 6nce terk edecektir. Diger yandan sabit faz ile cok etkileGen bir bileGen
ise kati ylizeyine daha kuvvetlice tutunarak hareketli faz tarafindan daha az suriklenecek ve kolonu
daha gec terk edecektir. geker, niGasta, seliloz, kalsiyum karbonat, magnezyum silfat, aliimina, silika jel
ve kil gibi bircok madde adsorban kati faz olarak kullanilabilmektedir. Hareketli faz olarak ise alkol,
aseton, kloroform gibi bitin organik coziculer kullanilabilir. Sabit ve hareketli fazin secimi, ayirimi
yapilacak bileGiklerin polaritesine kimyasal 6zelliklerine bagh olarak yapilir. Genelde polar maddeler igin
polar ¢ozucller apolar maddeler icin apolar ¢ozliciler kullanilir,
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1-Ayrilma mekanizmalarina gore siniflandiriimasi

2. Partisyon (dagilma) kromatografisi: Dagilim, bir kariGimdaki maddelerin birden
fazla ¢ozucu icerisindeki ¢oézinurlikleri oraninda dagilmasidir. Her madde, fiziksel ve
kimyasal oOzelliklerine, yapisinda bulundurdugu fonksiyonel gruplara goére farkl
cOzunurluge sahiptir.

Bu kromatografide ayirim c¢ozinurlik esasina gore kariGimin sabit ve hareketli faz
arasindaki dagilimina dayanir. Bu yontemde, sabit sivi faz, yliksek ylizey alanh gézenekli
bir kati destek maddesine emdirilmiGtir. Hareketli faz ise sivi veya gazdir. Ayirimi
gercekleGtirilecek bileGikler hareketli ve sabit faz sivilarinda farkli c¢ozindrler.
Cozunurluk farkindan dolayr bileGikler sistemi Once veya sonra terk ederler.
Cozunurligu sabit fazda olan bileGikler sistemde daha uzun sire tutuldugu icin sistemi
daha gec terk eder. Bu mekanizmanin etkin oldugu kromatografik yontemlerde; sabit
faz genellikle hidrofilik (suyu seven), hareketli faz ise hidrofobik (suyu sevmeyen) dir.
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1-Ayrilma mekanizmalarina gore siniflandiriimasi

3. iyon degistirme kromatografisi:

Benzer yukli iyonlarin tersinir sekilde yer
degistirmesine iyon degisimi denir. lyon
degisimi; sabit fazin ylizeyinde kimyasal baglarla
baglanmis yukli gruplarin hareketli faz ile
suriklenen karisimda bulunan ve kendileriyle
benzer yuke sahip gruplarla yer degistirmesi
uzerine kurulmus bir mekanizmadir. Bu vyer
degistirme istendigi anda geri
dondurulebilmektedir. Boylece degiGtirilebilir
iyon tasilyan maddelerin (asitler, antibiyotikler,
aminoasitler, alkoloidler  vb.) ayrilmasi
saglanmis olmaktadir.

Elisyon: Bir kromatografik kolona vyiklenen
numunede bulunan kimyasal bilesenlerin,
hareketli bir faz yardimiyla kolondan dedektore
ulastiriilmalari islemidir. Bu mekanizmanin etkin
oldugu kromatografi ydontemine iyon degistirme
kromatografisi denir. sehir kullanim sularinin
temizlenmesinde ve yumusatilmasinda bu
kromatografi mekanizmasi etkin bir sekilde
kullanilmaktadir.
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Kiiciik molekiiller jeldeki
gozeneklere girer, hareketli tampon
+— ile jel arasinda denge meydana gelir.

Bu nedenle kolonu ¢ok yavas bir
sekilde terk eder.

Bilyilk molekiiller jeldeki gbzeneklere
s« girmez, hareketli tampon ile hizl bir
; sekilde kolonu terk eder.

Sekil Jel filtrasyon mekanizmasi
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Sekil iyon ¢ifti kromatografi mekanizmas:
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1-Ayrilma mekanizmalarina gore siniflandiriimasi

6. Afinite kromatografisi:

Afinite, molekullerin birbirine duydugu
ilgiyi ifade eder. Afinite kromatografisi, ise
molekillerin bu ozelliklerinden
faydalanilarak yapilan ayirma ve
saflastirma islemlerine verilen genel addir.
Afinite  kromatografisi,  bioteknolojide
yasanan gelismelere paralel olarak onemi
hizla artan ve biomakromolekillerin
ayirma-saflastirma islemlerinde kullanilan
bir tekniktir. Bu teknikte,
biomakromolekiulleri taniyan ve ligand adi
verilen molekuller kati bir destek Uzerine
tutturulur ve biomolekuller ile
etkilesmeleri saglanur.
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2-Uygulama alanlarina gore siniflandirilmasi

1. Kagit kromatografisi:

Filtre kagidi bir siviy1 hareketsiz hale getirirken diger sivi
da kagit boyunca hareket eder. Kagit kromatografisinin
temeli bu prensibe dayalidir. Kagit kromatografisi, mikro
miktarlarda organik ve anorganik maddelerin ayirim ve
tayininde kullanilir.

Kromatografide kullanilan kagidin bilesimi ¢ok saf olmali,

icerisinde safsizliklar bulunmamalidir.
Kromatografide kullanilan baslica kagitlar;

Standart kagitlar, hizli akis kagitlari, preparatif kagitlar,
karboksil kagitlar, asetilenmis kagitlar, iyon degistirme

kagitlari

Kagit kromatografisi cesitleri:

* yukari dogru kagit kromatografisi
e asagidogru kagit kromatografisi

. iki yonla kagit kromatografisi



KAGIT KROMATOGRAFISI:

Kagit kromatografisinde 3 temel
boliim mevcuttur:

¢ kagit (sabit faz)

4 kiivet (kromatografi ortami)
¢ hareketli faz (solvent)

Kagit kromatografisinde bir filtre kagidinin ucuna bir miktar
numune eklenir. Numune sig bir ¢ozicl iceren kaba, zemine
dik bir sekilde yerlestirilir ve kagidin yalnizca bir kenarinin
dogrudan ¢ozucl ile temas ettig¢inden emin olunur. Cozlcl
kilcal hareketle kagit boyunca yuikselir. Bu sirada
numunedeki bilesenleri de ¢6zer ve kendisi ile birlikte
hareket ettirir. Kullanilan kagit, gézenekli seltiloz tabakadir ve
sellloza baglanan polar molekuller daha yavas hareket
ederken, polar olmayan molekiller daha hizli hareket eder.

Cam kromatografi

ortami B

™\ Selliloz
kagt
Solvent

Yrdtdcl
solvent

Kagit kromatografisinde birbirinde ¢oziinmeyen iki sivi kullanilir. Bunlardan birisi

genellikle sudur.



KAGIT KROMATOGRAFISI:

Rf DEGERI (ALIKONMA FAKTORU):

Her maddenin hareketli fazla striklenmesi farkhdir.
Numunede bulunan bilesimler farkh ylirime veya
hareket hizlarina gore hareketli faz icerisinde ilerlerler.
Buna suriklenme derecesi veya alikonma faktori
denir ve Rf ile gosterilir.

Yarime hizi, Rf degeri ile ifade edilir ve bilesigin
yirime mesafesinin, ¢ozlicinin ylrime mesafesine
oranindan hesaplanmaktadir. Rf degeri 0 ile 1
degerleri arasindadir. Rf Degeri Hizlh yiridyen
komponentler icin blyuk, daha yavas yuruyenler icin
klguktar.
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Sekil  Rfdegerinin hesaplanmasinin gosterimi

Bilesigin nygulama noktasmdan 1tibaren aldig vol Aoadde

Cozictiniin oryjinden 1tibaren aldig vol



Ince tabaka kromatografisi

ince tabaka kromatografisi, bir “kati-sivi adsorpsiyon kromatografisidir”.

Bu yontemde sabit faz, cesitli boyutlardaki “cam plakalar Ustline, ince bir tabaka halinde
sivanmis kati adsorban maddedir. “Adsorban madde olarak kolon kromatografisinde
kullanilan tim katilar (alumina, siliko jel, selliiloz vb.) kullanilabilir. Bu yontemde hareketli
fazin sabit faz Gzerinden ilerleyisi, asagidan yukari dogru olur. Cozucu kilcallik etkisi ile
icerisine daldirilan ince tabaka plakasi tGzerinde yurur.

Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

SWika e\ (Saon faz)

Own devece polav




