KOLON
KROMATOGRAFISI ELIF YILDIZ
Biyomolekiillerin saflastirilmasinda kullanilan bir yontemdir.

Ilk kez Rus botanik¢i Mikhail Tsvett (1903)tarafindan gelistirilmistir. depo
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Tsvett bu yontemi bitki pigmentlerini(klorofil A klorofilB ve ksantofil)
ayrrmakta kullanmigtir.

Kolon, biyomolekiilleri se¢ici adsorblayan bir maddeyle (kat1 porlu matriks) doldurulur .
SABIT FAZ

Biyomolekiil karisimi kolona ilave edilir. HAREKETLI FAZ

Tampon ¢dzelti MOBIL FAZ ile yikanan kolon tarafindan, adsorbe edilmeyenler dnce,
adsorbe edilenler ise daha ge¢ kolonu terkeder.

Kolon Kromatografi Tipleri
Kolondaki dolgu maddesi ve segilen eliisyon metoduna gore gruplandirilir:

o Jel filtrasyonu \\ biiytiklik
o Iyondegisim \ yik
o Affinite baglanma

1- Jel Filtrasyon Kromatografisi
Karisimdaki molekiillerin, molekiil biiyiikliiklerinde gore ayrilmasi esasina dayanir.
Kolon, jel boncuklar ile doldurulur. (Belirli biiytlikliige sahip ve karisimdaki bilesenlerle
etkilesmeyen bir madde olmalidir.)
Karisimi igeren tampon, kolondan gegirilir.
o Kiiciik molekiiller, jel boncuklar arasindaki bosluklara girdigi i¢in kolondan geg
cikarken,
o Biiyiik molekiiller, jel boncuklar arasindaki bosluklara giremedigi i¢in kolondan hizli
bir bi¢cimde siirtiklenerek, dnce ¢ikmaktadir.

Kromatografik ayirma sirasinda bozunmasi veya degisiklige ugramasi istenmeyen protein ya
da enzim gibi biyolojik molekiillerin birbirinden ayrilmasi i¢in kullanilir.

Avantaj Biiyiik miktarda biyomolekiil karigimi saflastirilabilir.

Dezavantaj Yavas ayirim

2- iyon Degistirme Kromatografisi

Maddelerin iyonik gruplari ile iyon degistiricideki iyonik gruplarin esdeger miktarlarinin
karsilikli yer degistirmesi esasina dayanir.

Iyon degistirme kromatografisi, kullanilan iyon degistiricinin anyon veya katyon aktarmasina
gore sirasiyla anyon degistirme kromatografisi veya katyon degistirme kromatografisi olarak
adlandirilir.



Anyon degistirme kromatografisinde,kolon igindeki sabit tabaka olan matrikse kovalent bagh
iyonlar pozitif ylikliidiir,bu iyonlar kolondan geg¢irilen ¢dzeltideki anyonlar1 kendine
cekmekte,¢cozeltideki anyonlar ayrilmakta,sadece katyonlar ortamdan ¢ikmaktadir.

Katyon degistirme kromatografisinde ise,benzer sistemle ¢ozeltideki katyonlar
ayrilmakta,anyonlar ortamdan ¢ikmaktadir.

Cl- ve I- karigiminin nitrat baglanmis anyon degistirici RNO3 ile bilesenlerine ayrilmasinda
gecerli dengeler asagidaki bicimdedir:

R: Coziinmeyen Matriks
RNO3 : Anyon Degistirici

CF + RNO, < RCl + NO;

3- Affinite Kromatografisi
Enzim, hormon gibi spesifik proteinlerin saflastiriimasinda kullanilir.

Kolonun dolgu maddesine,(dekstran, poliakrilamid, seliiloz vb) belirli bir protein ile kompleks

yapabilen bir ligand baglanir.

Ligand ile kompleks yapan protein, kat1 destege baglanarak kolonda tutulurken; serbest
proteinler kolonu terk ederler.

Bagli protein, daha sonra, pH degisikligi - tuz ¢ozeltileri veya ligand ilavesiyle kolondan eliie
edilir.

Antijen — Antikor ~ Enzim — Substrat Reseptor— Ilag

gibi oldukga spesifik etkilesimlere dayanir.

Gaz Kromatografisi

Gaz kromatografisi, bir karigimda gaz halinde bulunan ya da kolayca buharlastirilabilen
bilesenlerin birbirinden ayrilmasi1 amaciyla kullanilan kromatografi yontemlerinin genel
adidur.
Bu yontemde ayrilma, bilesenlerin farklh kat1 ylizeylerdeki farkli adsorbsiyon ilgilerine gore
gergeklesir.

Numunede bulunan bilesenler bir cihazla spektrum haline getirilir ve bu spektrumda
bulunan her pik ayr1 bir bileseni gosterir.
Gaz kromatografisi ilk defa olarak James ve Martin tarafindan 1952 yilinda ugucu yag asitleri
karisimlarmin analizlerinde ve ayrilmasida kullanilmistir.
Kimya alaninda gazlarin ve ugucu maddelerin analizleri ve ayrilmasinda yaygim bir sekilde
kabul edilmistir.
Kromatografik metodlarin ayirma cihazinin daha basit olusu, ¢alisma kolaylig1 ve dikkate
deger sekilde az zamana ihtiya¢ gdstermesi bakimindan iistiinliikleri vardir.

Laboratuvarda kromatografinin kullanihs sekilleri sunlardir :
o Kalitatif olarak bir karisimin bilesenlerinin taninmasinda ve kantitatif olarak tayininde
analitik metot olarak,
o Partisyon katsayilari, adsorpsiyon izotermleri gibi bazi fiziksel miktarlarin tayininde
arastirma metodu olarak,
e Karigimlardan bilesenleri izole etmek i¢in hazirlayici usul olarak.
Gaz kromatografisi



e Yag asitleri
o Triagilgliseroller

o Kolesterol
e Steroller
o Alkoller

o Basit sekerlerle birlikte oligosakkaritler

o Amino asitler

o Vitaminler

o Pestisitler

e (Gida katki maddeleri,

o Nitrozaminler

o Ilaglar ve daha bircok maddenin analizinde kullanilmaktadir.
Gaz kromatografisi

o Gaz-kat1 kromatografisi

e Gaz-sivi kromatografisi
Temel ¢alisma prensibi itibariyle gaz-sivi ve gaz-kat1 kromatografileri arasinda tek fark sabit
fazin tipidir.
Gaz kromatografisinin kisimlar1

o taswyict gazg
enjeksiyon blogu

. kolon

. dedektor

. kaydedici
Tasiyic1 Gaz

Gaz kromatografisinde kullanilan gazlarin kuru, inert ve

%99,99 saflikta olmasi gerekir. Bu nedenle genelde

helyum ya da azot gazi kullanilmaktadir.
Elektron tutucu, He iyonlagsma dedektdrii gibi dedektorler gaz i¢indeki safsizliklara karsi cok
duyarl iken alev iyonlasma dedektdrleri kiiclik safsizliklara karsi daha hassastir.
Tastyic1 gazin kurulugu da kolon performansina etki eden 6nemli faktorlerdendir. Tasiyici
gazda bulunan su, kolon sabit fazin1 bozmakta ve polar s1vi fazda bu olay daha sik
gozlenmektedir. Bu nedenle poliesterler gibi polar sabit fazli kolonlarla ¢calisirken bu noktaya
0zen gostermek gerekir. Bu durumu onlemek i¢in tiim gaz hatlarma filtre yerlestirilmeli ve
filtreler belirli araliklarla temizlenmelidir. Silikajel ve molekiiler elekler ise yilda bir kez
degistirilmelidir.
Tasiy1 gazin akis hizi, kolonun 6zelliklerine gore degismekle birlikte 25-150 ml/dk iken,
kapiler kolonlarda 1-25 ml/dk’dur.

Enjeksiyon Blogu

S érnekler ve uygun ¢oziici ile ¢oziildiiriildiikten sonra kati érnekler, silikon kaugugundan
yapilmis bir septumdan sirmgalar ile 6rnek odasina enjekte edilir. Gaz drnekler igin gaz
sizdirmayan 6zel enjektorler kullanilir. Enjeksiyon miktar1 genellikle 0,1-5,0 pl arasinda
degisir.

Ornegin gaz haline doniismesi i¢in enjeksiyon blogunun, drnekteki bilesenlerin kaynama
noktasi en yiiksek olanini kaynama sicakligindan 50°C daha fazla 1sitilmasi gerekir.

Gaz kromatografisinde tekrarlanabilir sonuglar elde etmek icin enjektdrle drnek verme islemi
cok onemlidir. Her 6rnek enjeksiyonundan sonra enjektdr uygun ¢oziicii ile iyice



temizlenmelidir. Enjektorlerin temizligi ve bakimlar1 analiz iizerinde etkili oldugundan iyi
korunmali, bakimlar1 ve temizlikleri 6zenle yapilmalidir.
Kolon
Gaz kromatografisinde kullanilan

kolonlar bakir, aliiminyum, nikel, paslanmaz celik ya da cam olabilir. Ancak cam
kolonlar, kirilgan olmalar1 ve cihaza baglanma zorluklar1 gibi dezavantajlara sahip olmalarina
karsin inert olmalar1 bakimindan daha ¢ok tercih edilir. Kolon ¢aplar1 1/16%, 1/8* ve 1/4"
olabilir.

Kolonlar ikiye ayrilir:
e Dolgulu Kolon
o Kapiler Kolon

En ¢ok kullanilan dolgulu kolonlar 1,2-2,5 m boyunda ve
2-4 mm i¢ ¢aplidir.
Kapiler kolonlar ise 10-100 m uzunlugunda ve 0,1-0,7 mm i¢ ¢aphdir.
Kapiler kolonlarda destek maddesi bulunmazken dolgulu kolonlarda dolgu maddesi
mevcuttur.



