KROMATOGRAFI ISLEMI

A ve B maddelerinden olusan karigim, sabit fazla birlikte kolonun baslangi¢ bolgesine
uygulanir ve hareketli faz (s1v1 veya gaz) akmaya birakilir. Numunede bulunan bilesimler
farkli yiirlime veya hareket hizlaria gore hareketli faz icerisinde ilerlerler.

Yiirtime hizi, Rf degeri ile ifade edilir ve substansin yiirlime mesafesinin, ¢dziicliniin
yiirlime mesafesine oranindan hesaplanmaktadir. Rf degeri O ile 1 degerleri arasindadir.

Rf Degeri

Hizl yiiriyen komponentler i¢cin biiyiik

Daha yavas yiirliyenler i¢in kii¢iiktiir

Bilesigin uygulama noktasindan itibaren aldig1 yol diadde
Rf = =
('0ziiciiniin orijinden itibaren aldig yol deozeli
Cozelti yiuzevyi
[ (Deneme sonu)
t g yol
Maddenin l
aldig! yol
_______ e
Sekil - Rfdegerinin hesaplanmasinin gosterimi
{(Krieg

Bir kantitatif analiz teknigi olan kromatografide amag, anlamh bir siire icinde iyi bir ayirma
yapmaktir.

* Ayirmayi etkileyen parametreler 6zetlenecek olursa

Kolon ile ilgili Hareketli faz ile ilgili Olciim ile ilgili  |Ornek ile ilgili
olanlar olanlar olan olanlar

Tiir Tiir- Bilesim Dedektor tiirii Ornek derisimi
Boyut Aki1s hizi Dalga boyu Ornek hacmi

KROMATOGRAFI’ NIN
SINIFLANDIRILMASI

e Ayrilma Mekanizmalarina Gore
e Uygulama Bi¢imine Gore
e Faz Tiplerine Gore

AYRILMA MEKANIZMALARINA GORE

e Adsorpsiyon kromatografisi
o Partisyon kromatografisi
o lIyon degistirme kromatografisi



o Jel filtrasyon kromatografisi
e lyon cifti kromatografisi
o Afinite kromatografisi

FAZ TIPLERINE GORE

e Sivi kromatografisi
- Sivi-Kat1 kromatografisi
- S1vi-Sivi kromatografisi
e Gaz kromatografisi
- Gaz-Kat1 kromatografisi
- Gaz-Siv1 kromatografisi

UYGULAMA BICIMINE GORE

o Diizlemsel kromatografi
- Kagit kromatografisi
- Ince tabaka kromatografisi

« Kolon kromatografisi
- Gaz kromatografisi
- Yiiksek basingli stvi kromatografisi
e Diizlemsel kromatografi
Kolon kromatografisinin ¢cok uzun zaman almasi, paketleme (kolonun sabit fazla
doldurulmasi) isleminin hatali yapilabilir olmasi ve islem sonrasi sabit fazin kolondan
bosaltilmasindaki giigliikler gibi nedenlerle kolon kromatografisi yerine bazen
diizlemsel kromatografi tercih edilebilmektedir.
e Diizlemsel kromatografi
- Kagit kromatografisi
Sivi-sivi dagilma kromatografisinin temel prensiplerini uygulayan kagit kromatografi
metodunda, inert bir sabit faz (kagit) ile 6rnek bilesenlerini birbirinden ayirma gorevini
yiiriiten bir hareketli faz mevcuttur
Kagit kromatografisinde ii¢ temel boliim mevcuttur
a) Kagit (sabit faz)
b) Kiivet (kromatografi ortami)
c) Hareketli faz (solvent
Kagit, fazla miktarda su baglama 6zelligine sahip oldugu i¢in ¢6ziicii igindeki su
molekiillerini tutmakta ve bu su sabit faz olarak gorev yapmaktadir. Kagit kromatografisinde
sabit faz olarak ince bir tabaka halindeki siizge¢ kagitlarina benzer kagitlar
kullanilmaktadir.
Hareketli faz olarak da su ya da suyla karigabilen bir solvent tercih edilmektedir.
Coziicii su ile karigmiyorsa, hem su hem de ¢oziicii ile karisabilen madde ilave
edilerek hareketli faz hazirlanabilmektedir.
Genellikle,
= su-fenol
= Su-biitanol-NH40H
= aseton-su gibi
¢ozeltiler kullanilmaktadir.



Kagit kromatografisinde kullanilan solvent karigimina 6rnek olarak; n-butanol (% 40)
+ asetik asit (% 10) + su (%650)’dan olusan karisim verilebilir.
Yiiriitme ortaminin (kiivet) list kismi, kapali olmali, kagit konmadan 6nce kiivet
ortami doygun hale getirilmeli ve kagit iceriye konulduktan sonra kapagi kapatilmahdir.
Uygulanan 6rnek, bir mikro-pipet yardimiyla kagidin u¢ kismina dnceden ¢izgi ile
belirlenmis yerlere ¢ok kiiciik noktalar halinde konulmali ve yiirlitme 6ncesi kurutulmalidir.
Enjekte edilen 6rnek, kesinlikle yiiriitiicii solvent ile direkt olarak temas
etmemelidir.
Ayirma igleminin bitiminden sonra kalitatif veya kantitatif analizler i¢in
renklendirme yapilir. Ayrilan birimlerin Rf degerleri hesaplanir.
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Kagit Kromatografisi Cesitleri

a. Yukan Dogru Kagit Kromatografisi

b. Asag1 Dogru Kagit Kromatografisi
Lid

Paper
+ >
Solvent
- Front
. .
’ .
°
.
Solvent

. Yukan Dogru (Ascending) Kagit (20x25 cm) Kromatografisi

1. Kagida alttan 2 cm yiiksekliginde kursun kalemle bir ¢izgi ¢izilir ve ¢izgi ilizerine bir
mikro-pipet ile numuneden damlalar halinde (1-2pL ya da 10-50 L) 6rnek veya
ornekler belirli araliklarla (15-25mm) konulur.
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2. Ornegin emilmesi i¢in kurutulur.

3. Yirlitme ortamina bir miktar solvent konulur.

4. Ornek enjekte edilen kagit, 5nceden sature edilmis bir kiivet icerisine 1 cm kadar
solvente daldirilarak yerlestirilir ve kiivetin kapagi kapatilir.

5. Kagit kapilarite ile solventi yukar1 dogru ¢eker ve 6rnek igindeki farkli molekiiller de
farkl yiiksekliklere kadar solventle birlikte yukar1 dogru gider.

6. Yirltme islemi tamamlandiktan sonra kagit hemen kurutulur ve UV lambalar1 veya
cesitli maddelerle muamele edilerek (ayrilan maddeler) renklendirilir ve olusan renge
gore maddedeki farkli molekdiller, kalitatif veya kantitatif amagl olarak tayin edilirler.

b. Asagi Dogru (Descending) Kagit Kromatografisi

Bu sistem ascending kromatografi ile hemen hemen aynidir, sadece yiiriitme yonii farkhdir
Hem yer ¢ekimi ve hem de kapilaritenin etkisi ile yiiriime oldugu i¢in ayirma islemi daha
hizlidir.

Ayrica kagit boyutlar1 da digerine kiyasla daha biiytiktiir. Bdylece daha iyi bir ayrilma
gergeklersir.

1.Kagzt, bir kiivete yerlestirilir ve solventin listten alinmas1 saglanir.

2.Kagidin kivrilan yatagi solvent icerisine daldirilarak lizerine ¢oziiciiniin asag1 dogru
yiirlimesi saglanir.

Ayrilmas istenen molekiillerin yine asagiya dogru hareket hizlar1 farkli olacaginda 1yi bir
ayrilma, yani resolusyon (resolution) gerceklesir.

3.Renk maddeleriyle ayrilan bilesiklerin kagit {izerindeki yerleri tayin edilerek kalitatif veya
kantitatif analizleri yapilabilir.



