Kagit Kromatografisinin Kullanildig1 Yerler
o Bal, dondurma ve meyve sular1 gibi bazi yiyecek ve iceceklerdeki mono ve
disakkaritler, glikoz, fruktoz, galaktoz, arabinoz, maltoz ve rafinoz gibi pek ¢ok
sekerin belirlenmesinde
e (Cesitli biyokimyasal karisimlarinda fosfolipid, aminoasit ve vitamin igeriginin
belirlenmesinde
o Bazi gida ve baharatlarda bulunan fenollerin ayrilmasinda
e Bazi meyve asitleri, yag asitleri ve aminoasitlerin belirlenmesinde
e Kolza yaginin diger yemeklik yaglara katilip katilmadiginin belirlenmesinde
o Tabii ve sentetik sirkede orijin tespitinde
e Cesitli et tiriinlerinde siit tozu bulunup bulunmadiginin tespitinde
o Diizlemsel kromatografi
-Ince tabaka kromatografisi
Ince tabaka kromatografisi, bir kat1 - stvi adsorpsiyon kromatografisidir.
Bu yontemde hareketli fazin sabit faz lizerinden ilerleyisi, asagidan yukar1 dogru olur. Coziicli
kilcallik etkisi ile i¢erisine daldirilan ince tabaka plakasi iizerinde ytiriir.

Yiiriime h1z1 maddenin, kat1 fazin ve ¢oziiciiniin polaritesine baglidir.
Kromatografide polarligin 6nemi

e Polarlik, maddelerin ¢ozeltideki davranigini etkiler.

e Polarlik biiyiidiik¢e, maddelerin adsorptik etkileri de biiyiir.

e Maddeler benzer polarliktaki sivilarda ¢oziinmek isterler.
Polar maddeler Su
Orta polar maddeler (dietil eter- kloroform
Apolar maddeler hegzan
ITK’ de kromagtogram gelistirmek icin ¢dziicii sistemi hazirlanirken polarlik dikkate
almmalidir.
Polar bir bilesen polar bir ¢oziicii sistemiyle gelistirilirse daha biiyiik bir Rf degeri
olugsmaktadir. Boylece madde daha iyi ayrilmaktadir.

T 'Ade kedlamalarm solventlecr ayrilacak Srnek
materyalinin polarite durumuna gore secilmektedir Bu
amacla codzlcluler apolardan polara dogru siralanirlar ve bu
siralamavyva denilmektedir.

Petrol eter—n- hekzan—n- heptan— siklohekzan karbotetrakloriir—toluen—benzen —
diklorometan kloroform—dietileter—etilasetat—piridin— aseton etanol—metanol — su

¢ Kagit kromatografisi ile bir ¢ok yonden benzerlik gdsteren ince tabaka kromatografisinin,
kagit kromatografisinden tek farki, sabit fazdaki farkhhktir.

¢ Kagit kromatografisi yalnizca seliiloza bagimli iken ITK'de sabit faz olarak toz haline
getirilmis ¢ok sayida adsorban kullanilmaktadir, yani 6rnegin 6zelligine gore adsorban
secme imkani vardir.



ITK'de kullamlan adsorbanlar

= silikajel
= aliimina
= celite

= kieselguhr (diatom topragi)
= kalsiyum fosfat

= poliamid
* nisasta
= seliiloz

= seliiloz tiirevleri

***Bazen bu adsorbanlara fluoresans 6zellik veren baska bilesiklerde ilave edilebilmektedir.
Ince Tabakanin Hazirlanmasi:
1.) Plakalarin adsorbantla kaplanmasi
& ITK" de sabit faz olarak kullanilacak adsorbanlar, hamur haline getirilir.
# Bir cam ya da plastik plaka iizerine 0.2-0.5 mm kalinlikta olacak sekilde diizgiince
yayilir ve kagit gibi kullanilir.
(ITK preparatif amaglarla kullanilacaksa bu kalinlik 2mm'ye kadar ¢ikarilabilir.)
# Hazirlanan plakalar kurutularak aktif hale getirilir.

*##*]stenilen aktivite, kurutma siiresi ve sicaklig1 ile ayarlanmaktadir. (cam iizerine siiriilmiis
silika hamuru, 150-200°C'lik bir etiivde kurutularak aktif hale getirilir) ¥***Kat1 fazmn
stirtildigii cam, metal veya plastik  plakalar, genellikle 20x20, 20x10, 20x5 ¢m ebadmdadir.
2.) Ornek ve standartlarin plakaya damlatilmasi
# Hazirlanan plakalarin bir kenarma (2-3 cm) diizgiin bir hat seklinde 6rnek ve standart (0.01-
1ML) bir mikro-pipet yardimiyla damlatilir ve dagilmamasi i¢in hemen kurutulur.
3.) Plakalarin gelistirilmesi
Plaka kapali bir tanka yerlestirilerek ¢oziiciiniin (hareketli faz) iist koseye 2-3 cm kalincaya
kadar yiirtimesi saglanir.
# Plaka hemen kurutulur.
4.)Beneklerin gozlenmesi
Ayrilan bilesikler renksiz ise bir UV lambasi altinda incelemeye alinir
Ayrilan bilesiklerin Rf degerleri belirlenir. Hesaplanan Rf degerleri standart Rf degeriyle
karsilagtirilir. Rf degerleri ayn1 olan bilesenler biiyiik bir olasilikla ayn1 bilesenlerdir. Fakat
bunu kesin olarak kanitlamak i¢in bilesene spektroskopik yontemler (UV, NMR) uygulanir.
***[nce tabaka kromatografisi, cok genis bir kullanim alanmna sahiptir ve ayirma islemi, kati
ve s1v1 fazlar arasindaki adsorpsiyon, desorpsiyon islemleriyle olmaktadir.
ITK’ nin Gida Analizlerinde Uygulamalan

o Siit antibiyotik kalintilarinin tanimlanmasi ve miktarinin belirlenmesinde

e Portakal suyunda aminoasit miktarmin belirlenmesinde

o Bitkisel yaglarda vit E belirlemede

e Tereyaginda gida boyalarinin ve sterollerin belirlenmesinde
e Yumurtada organik civa kalintilarinin belirlenmesinde

e Meyve sularinda glikoz, fruktoz ve sakkaroz miktarinin belirlenmesinde



e Tarmm ilaglar1 kalintilarinin analizinde
Ince Tabaka Kromatografisinin Cesitleri:
) Normal (ascending) ince tabaka kromatografisi (Regular)
b) Coklu yukar1 dogru (Multiple ascending) ITK
¢) Iki yonlii (Two-dimentional) ITK
d) Yatay (horizontal) ITK
e) Yiiksek Performansl ince Tabaka Kromatografisi
ITK'nin Kagit kromatografisine Gore Ustiinliikleri
.)JCok iyi bir ayirma yetenegine sahiptir.

2.)Daha hizli bir yiiriitme saglanir.
3.)Ornege gore degisik sabit fazlar kullanilabilir.

4.)Kagit kromatografisinde yiirlime islemi, kapilar difiizyonla oldugu i¢in, konulan 6rnekte
yayilma daha fazla olurken ITK genisleme olmadigidan ayrisma daha hizli ve daha diizenli
olmaktadir.

5.)ITK’de kullanilan adsorbanlarmn inert olmasi ve bunlarm kuvvetli asit ve bazlara dayanikli
olmalar1 nedeniyle renklendirme daha kolay olur. Ornegin H2SO4 bile renklendirmede
kullanilabilir. Halbuki KK'de bu tiir yakici maddeler kullanilamaz.

7.)Dagilma ve yayilma olmadigidan 6rnek daha giivenli analiz edilir ve bu da daha ileri
seviyede yapilacak analizler i¢in faydalidir. Boylece benekli (ayrilmis madde) bdlge daha
kolay kazmnip alinabilir. Halbuki kagit kromatografisinde daha biiyiik bir alanin kesilip
almmasi gerekir.

8.)Kagit kromatografisinde hassasiyet, 20-40 pg iken, ITK'de bu oran 2-4 ug’ a kadar
inebilmektedir.

9.)Kullanilan drnek miktari, KK'de 1-10 pL iken ITK' bu oran 0.01 ile 1 uL arasinda
degismektedir.

10.)Cok sayida ve farkli 6zellikteki 6rnek ITK ile analiz edilebilir.



