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KROMATOGRAFI

Kromatografi kelimesi Yunanca "Chroma" renk ve "Graphein" yazmak kelimelerinden
kaynaklanmistir. Bu teknik, ilk kez 20. ylzyilin baslarinda renkli bitki pigmentlerinin
ayriimasinda kullanilmistir. Kromatografi farkli bilesiklerin farkli fazlarda dagiimasina
dayanir. Daima bir sabit faz (stasyoner faz) ve bir hareketli faz (mobil faz) vardir. Hareketli
faz sabit fazin Gzerinden geger ve ayrilmasi istenen maddeyi de beraberinde surtkler.
Ayrilacak madde bilesenleri sabit fazla farkl derecede etkilesime girer. Sabit fazla
etkilesimi fazla olan bilesenler daha agir, etkilesimi az olan bilesenler ise daha cabuk
hareket ettiklerinden birbirlerinden ayrilir. Sabit faza karsi zayif ilgi gésteren molekdiller
burada daha az tutulduklarindan hizli bir sekilde kromatografik sistemden ayrilarak eliie
olurlar. Diger molekiiler daha sonra elue olurlar. Bilesiklerin ayrilmasinda, sabit faz ile
bilesenler arasindaki etkilesimin dodasina gore farkli kromatografik yontemler
gelistirilmistir. Bu etkilesimler, molekiil buy(kligiine, polariteye, spesifik baglanma
Ozelliklerine veya elektrostatik gekim gliciine dayanabilir.

Toplanan eluentler analiz edilerek ayrilan maddelerin ne oldugu belirlenir. Boylece etkin

bir kromatografik islemde bilesenlerin fraksiyonlar halinde ayrilmasi saglanabilir.

DAGILMA KROMATOGRAFISi

Kromatografik metodlar ayrilan molekiillerin sabit faza baglanmasina veya sabit faz
ile etkilesmesine bagl olarak dagiima ve adsorplama kromatografisi olarak ikiye ayrilir.
Dagdilma kromatografisi ayrilan maddelerin iki sivi faz arasinda dagiimasi ile ilgilidir. Bu tir
kromatografik islemlerde ya iki sivi kullanarak dogrudan ekstraksiyon gerceklestirilir veya
kadit, ince tabaka ve gaz kromatografisinde oldugu gibi kati bir destek malzemesine
emdirilmis veya immobilize edilmis bir madde kullanilabilir. Birbirine karismayan maddeler,
cOzlinurligiine bagh olarak bu iki faz arasinda dadilacaktir. Eder sabit faz kagit
kromatografisinde oldugu gibi filtre kagidi ise, islak filtre kagidi yani seliilozun hidroksil
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gruplarina bagli su molekiillerinden olusan polar tabakayl meydana getirir. Bu islak filtre
kagidinin icinde bulundugu ve polar olmayan organik bir ¢dzliciiden olusan sivi tabaka da
hareketli fazi olusturur.

Molekiillerin bu iki faz arasindaki dagiimi onlarin kagit (izerinde asagi veya yukari
hareketleri ile saglanir. Apolar molekiiller bu sistemde polar olanlardan daha uzaga
gidecektir. Molekiillerin dagilma kromatografisindeki hareketleri Rf degeri ile gosterilir.
Dagilma kromatografi islemleri sabit fazin veya destek malzemesinin tiiriine gére kadit,
ince tabaka ve gaz kromatografileri seklinde uygulanir. Bu kromatografi teknigi kiglik
molekiillerin, o6zellikle amino asit, karbohidrat ve yag asitlerinin ayriimasi ve

belirlenmesinde etkin bir sekilde kullanilir.

KOLON KROMATOGRAFISi
Kolon kromatografisinde, ayrilacak molekiiller bir kati destek ortamina gesitli sekillerde
baglanir. Bu kromatografi isleminde ayrilacak molekiillerle sabit faz arasinda Ozel
etkilesimler olur. Ayrilacak molekdillerin bu etkilesimleri iyonik, dipol-dipol etkilesimleri,
hidrojen baglar veya hidrofobik etkilesmeler seklinde olabilir. Burada kullanilan sabit faza
gore bu uygulamalar adsorplama, afinite, iyon degisimi veya jel filtrasyon kromatografisi

seklinde adlandirilirlar.

Proteinlerin Yiizey Ozelliklerinden Yararlanilarak Yapilan Ayirma Teknikleri
Proteinlerin yiizeyinde bulunan yiiklerin dagilimi ve bu yiike yaklasilabilmesi, yan zincir
olarak amino asitlerde bulunan hidrofob gruplarin miktari ve belirli bir pH da proteinin net
yukii proteinlerin ylizey 06zelliklerini dolayisiyla ¢oziinlrligiini belirler. Bir protein
karisiminda farkl ¢éziindrliige sahip proteinler kademeli ¢oktiirme islemleriyle belirli bir
dereceye kadar saflastinlabilir. Bu protein cézeltilerinin iyonik gticleri, dielektrik sabitleri,
ortamin pH ve sicaklidi ve deterjan igerigi gibi dzellikleri degistirilerek ortamda bulunan
proteinler secimli bir sekilde ¢oktirllebilir. Bunun tersi bir durum uygulanarak da
proteinler ¢6ztinmez bir durumdan ¢6zlndr hale gegirilebilir.

Proteinleri Sekil ve Bilyiikliigiine Dayanarak Yapilan Ayirma Yontemleri



Bu yontemde en fazla jel filtrasyon kromatografisi kullanilir. Ayrica molekdl biyukligu ile
ilgili olarak jel elektroforezi kullanilir. Proteinler cok kiicik bir polipeptit olabilecegi gibi
milyonlarca dalton buyikliginde de olabilir. Proteinler aktif haldeyken genellikle
oligomerler halindedir.

Proteinlerin Net Yiikiine Dayanarak Yapilan Ayirma Yontemleri

Proteinlerin toplam ylkiine dayanilarak yapilan iki tir ayirma yéntemi vardir. Bunlar iyon
degisim kromatografisi ve elektroforezdir. Iyon degistici materyaller yiikli molekiillere
baglanir. Anyon ve katyon degistiriciler olmak lizere iki tiir iyon degistirici vardir. Bir
proteinin net ylki ortamin pH 1na baghdir ve ¢ok disiik pH degerlerinde pozitif, yliksek
pH degerlerinde negatiftir ve izoelektrik noktasinda sifirdir. Izoelektik noktada protein
lzerinde gok fazla ylik vardir ancak pozitif ve negatif ylikler dengelendigi icin net yik 0
dir.

Saflagtinlan bir proteinin yapi ve fonksiyonunun belirlenmesi icin dncelikle karakterize
edilmesi gerekir. Bunlar, proteinin molekil kitlesi veya en azindan alt Unitelerinin
blylkligu (bunlar jel filtrasyon kromatografisi veya SDS-poliakrilamit jel elektrofofezle
belirlenebilir), UV spektrumu(tirozin ve triptofan igerigi), sirkiler dikroizm spektrumu
(ikincil yapr) ve prostetik gruplar belirlenmelidir.

Glikoproteinlerde karbohidratlarin yapi ve miktari belirlenmelidir. Ayrica o proteinin geni
belirlenmemigse N-teminal amino asitleri bulunmalidir. Fonksiyonel proteinlerde bu
fonksiyonu gosterip gostermedikleri belirtiimeli ve enzimlerde detayli kinetik
karakterizasyon yapilmalidir. Sonugta da proteinin (¢ boyutlu yapisi verilmelidir, bunun
icin de proteinin kristallendirilmesi igin gerekli calismalar yapilmalidir.

Proteinlerin Biyoozelliklerine Dayanarak Yapilan Ayirma Yontemleri

Bir proteini saflastirmak igcin en glicli yontem proteinin spesifik biyoafinitesinden
yararlanilarak yapilan islemlerdir. Bu tir ayirmalar (immunoafinite kromatografisi disinda)
sadece spesifik baglanma 6zellifi olan proteinlere uygulanabilir. Immiinoafinite

kromatografisi, tim afinite teknikleri arasinda en spesifik olarak bilinen tekniktir.



