INCE-TABAKA KROMATOGRAFI

Dilzlemsel kromatagrafi yontemleri:

eince-tabaka kromatografi (TLC)
ekagit kromatografi (PC)
eclektrokromatografiyi
Durgun faz
dlizgun ya kendi kendini destekleyen ya da bir cam, plastik veya
metal ylzeye kaplanmis
ince bir tabakadir
Hareketli faz
durgun faz icinde kapiller etkisi ile hareket eder,
bazen
yer cekimi veya elektriksel potansiyel bu harekete yardim eder.

Dizlemsel kromatografi bazen iki-boyutlu kromatografi
olarak adlandirilir.



GUnumuzde, bircok duzlemsel kromatografi,
ince tabaka teknigine dayanmaktadir; bunun
sebebi, TLC'nin

ehizli olmasi
edaha iyi ayirma glcuine sahip olmasi
ekagittan daha duyarli olmasi



INCE-TABAKA
KROMATOGRAFI

Bu teknik 1800 lerde kesfedilmistir.kromatografi nren yazimi

anlamina gelir. Tum kromatografik yontemleriki faz arasinda

secici dagilima dayanir.sodyum klortru ele alalim. Tuz suda

cOzuUnulr yagda cozunmez.eger tuz salata sosuna eklenir ve

karistirilirsa tuz sosun sirke kisminda kalir yagda ¢éztinmez.
Tuzun suya affinitesi yuksektir.



Ince-Tabaka Kromatografinin Kapsami

Teorik olarak durgun ve hareketli fazlarin tipleri ve
uygulamalari acisindan,
ince-tabaka ve kolon sivi kromatografi
oldukca benzerdir.
Gergekte, ince tabaka kromatografinin dnemli bir uygulamasi
ve bu konunun bu bélime konmasinin sebebi,
kolon sivi kromatografi ile ayirmalarin gerceklestirmek icin en
uygun sartlarin gelistirilmesi icin bir yol gosterici
olmasidir.
Bu islemin avantajlari:
ehizli olmasi
eince tabaka denemeleri ile yapilan arastirmalarin diusuk
maliyeti Bazi calismacilar,
ince tabaka deneylerini daima kolon deneylerinden 6nce
kullanmaktadirlar.



Ince tabaka kromatografi,
Kriminal laboratuvarlarinda,
eila¢ sanayisinde Urlin safligi tayininde
eklinik laboratuvarlarda
ebiyokimyasal ve biyolojik calismalarda
eendustriyel laboratuvarlarda
kullaniimaktadir

Bu yaygin uygulama alaninin bir sonucu olarak, TLC
ile, en az HPLC'deki kadar cok sayida analiz yapildigi
hesaplanmistir.



Ince-Tabaka Ayirmalari Nasil Gerceklestirilir

Tipik ince-tabaka ayirmalari,
lyice 6guttlmus partikillerden meydana gelen ince ve yapisik bir
tabaka ile kaplanmis dizgln bir cam veya plastikten yapilmis
plakalarda gerceklestirilir.

Partikuller,
adsorpsiyon
normal veya ters-faz dagiima
iyon-degistirme
boyut-eleme
kolon kromatografide
anlatilanlara benzemektedir.

Ayni zamanda hareketli faz da, yuksek-performansli kolon sivi
kromatografide kullanilanlara benzer.



Ince-Tabaka Plakalari

Ince-tabaka plakalari, piyasadaki farkl kaynaklardan tabaka
basina 1$-10$ fiyatlarla temin edilebilmektedir.

Genel olarak kullanilan plaka boyutlari:
5x20 cm
10x20 cm
20x20 cm
Piyasadaki plakalar,
eKlasik: partikil boyutu 20 um veya daha buyuk olan nispeten
kalin tabakalara (200-250 um) sahiptir ve 25 dakikalik bir ylritme
suresi icin, 12 cm icinde, 2000 teorik tabaka vardir.
oYUksek-performansli: film kalinhgi 200 um ve partikiil capi 5 um
veya daha klicuk taneciklere sahiptir ve
10 dakikalik bir ylratme suresi gerektiren 3 cm’lik bir kisimda
4000 teorik tabaka mevcuttur.



Yuksek-performansli tabakalar daha kisa surede daha
keskin ayirmalar saglarlar.

Yuksek-performansli plakalarin, numune kapasitesinin
cok klicuk olmasi gibi bir dezavantaji vardir.



Numune Uygulamasi

Numune uygulamasi, 6zellikle kantitatif dlcmelerde belki de
ince-tabaka kromatografinin en kritik konularindan birisidir.

eNumune, genellikle % 0,01-% 0,1’lik cozeltisi halinde,
plakanin bir kenarindan 1-2 cm mesafede bir nokta halinde
uygulanir.

En iyi ayirma verimi icin,
eNokta minimum bir capa sahip olmalidir (kalitatitif calismalar
icin yaklasik 5 mm ve kantitatif calismalar icin daha kicuk
capl).
oSeyreltik cozeltiler icin aralarda kurutma yapilarak t¢ veya
dort defa Ust Uste numune uygulanir.



Numunenin el ile uygulanmasi, numune iceren kilcal bir
borunun ucu plakaya degdirilerek veya bir hipodermik
siringa kullanilarak yapilr.

Numune uygulamasinin dogrulugunu ve kesinligini
artirmak icin artik piyasada birkac tip mekanik numune
uygulama sistemleri bulunabilmektedir.



Sekil 3-30.

Tipik bir yaritme kabi.

Plakalarin Yurutulmesi

Plaka yurutme, numunenin durgun fazda,
hareketli bir faz yardimiyla tasinmasi
islemidir.

Bu islem, sivi kromatografideki eltsyon ile
benzer anlamdadir.

Bir plakanin ylruttlmesi icin en genel yal,
eplakanin  bir kenarina yakin bir yere
numuneyi damlatmak ve bu noktayr bir
kursun kalemle isaretlemektir.

eNumunenin ¢ozlicusl buharlastiktan sonra,
plaka, gelistirme cOzlucusunin buhariyla
doymus kapali bir kap icine yerlestirilir.
ePlakanin  bir ucu, yurutict ¢ozuclye
daldirihr; numune lekesinin ydraticl siviya
dogrudan temasindan da kacinilir.



eYUrutme sivisi, kiicik partiktller arasinda kapiler etkilesme
olayi ile yukari dogru tirmanir
oGelistirme ¢ozliclisii numunenin uygulandigi noktadan
gecerken numuneyi cozer
enumuneyi plakanin st kismina dogru tasir
ebu sirada numune hareket eden ¢ozlict ve durgun faz
arasinda kendiliginden dagilmaya ugrar
eYUrutlict ¢ozlicl, plaka uzunlugunun yarisini veya Ucte
ikisini gectikten sonra plaka kap icinden cikartilir ve kurutulur
eDaha sonra bilesiklerin konumlari herhangi bir yolla tayin
edilir



Plaka Uzerinde Analitlerin Yerinin Belirlemesi

Ayrilmadan sonra, numune bilesenlerinin
icin kullantlir.

Bircok organik karisim icin
eiyot cOzeltilerinin
esullflirik asit ¢ozeltilerinin
sprey halinde puskurtultr

Bu reaktiflerin her ikisi de organik bilesenlerle koyu renkli
urdnler olusturmaktadir

Ayni zamanda birkag Ozel reaktif de (ninhidrin gibi) ayrimis
bilesenlerin yerlerinin belirlenmesi icin kullanishdir.



Bir diger belirleme yontemi,
esasina dayanir.

eYilriitme isleminden sonra, plaka ultraviyole 1sig1 altinda
incelenir.
eNumune bilesenleri floresans 6zelligindeki maddenin
floresansini bastirir ve butun plaka floresans 1simasi yapar.
eSadece numune bilesenlerinin bulundugu yerler yapmaz.



Mumune 1 —
Coadcd
NUI‘TIL-II'IE 2 — CEphESi
e

Baglanoic
GiZgisi
(2]

Detektdr zinyali

_ A ]

GOg mezaftesi, cm

Sekil 3-31. Ince-tabaka kromatogramlari.

Sekil yuruatme isleminden
sonra bir plakadaki
goruntunun ideal olarak
cizilmis halini
gostermektedir.

Numune 1 : bir bilesenli
Numune 2 : iki bilesenli

Genellikle gercek plakadaki
lekeler, sekilde gorildugu
gibi simetrik olmayan,
kuyruklanmis lekelerdir.




Ince-Tabaka Plakalarinin Performans Ozellikleri

Kolon kromatografi ile ilgili, Bolim 1B’de gelistirilen
terimlerin ve iliskilerin bir cogu kicuk degisikliklerle ince-
tabaka kromatografiye de uygulanabilir.

Yeni bir terim olan geciktirme faktorl veya R, faktord,
TLC'ye Ozguddr.



dy ———

Mumune 1 —

Mumune 2 —
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Gdg mesatesi, cm

Geciktirme Faktoru

Bu madde icin geciktirme faktor
soyledir

-

Burada d, ve d,, baslangig
noktasindan itibaren, lekenin ve sivi 6n
cephesinin dogrusal uzaklklardir.

R-degerleri,
alikkonmayan maddeler: 1
hic yurumeyenler: 0

Lekelerin simetrik olmadigi
durumlarda d, mesafesinin maksimum
siddetin oldugu konumdan dlgtilmesi
gerekir.




Allkonma Faktorl

Cizelge 1-5'deki butun esitlikler

ince-tabaka kromatografiye kolaylikla
dy —— uyarlanabilir. Bu esitliklerin
uygulanabilmesi icin sadece Sekil 3-

- || 31'de tanimlanan dj ve g,/nin,

AiE8 7l L= | tamimlanan £, ve &, ile iliskilendirilmesi
e [ gereklidir.
Gizcs Bu iliskileri elde edebilmek icin

i d\ Sekil 3-31'deki kromatogram 2'deki

Mumune 1 —

tek maddeyi ele alalim. Burada ¢, ve
t,, zamanlar, hareketli fazin ve
¢ozliinen maddenin sabit bir mesafeye
gelebilmeleri icin (bu durumda d,)
gerekli olan suredir. Hareketli faz icin
bu siire, mesafenin dogrusal hiza ()
bolimulne esittir veya;

Gdg mesatesi, cm




(3-13)

Ancak ¢ozlinen madde, hareketli faz d,, mesafesine erisinceye
kadar bu noktaya ulasamaz. Bu sebeple;

te=dy /u (3-14)

Esitlik 3-13 ve 3-14, Esitlik 1-8'de yerine konulacak olursak, su
baginti ele gecer:




Allkonma faktdéri 47, Esitlik 3-15in  asagidaki gibi
yazilmasiyla geciktirme faktord cinsinden de ifade edilebilir:

Bu vyolla elde edilen allkonma faktorleri, kolon
kromatografinin  gelistirilmesi icin  bir yontem olarak
kullanilabilir.

Ancak, alikonma faktorlerinin ince-tabaka kromatografi ile
elde edilmesi, genellikle bir kolondaki verilerden elde

edilmesinden daha basit ve ¢ok daha hizlidir. d _d
M R

k' =
dp




Plaka Yukseklikleri

dy ———

Verilen bir dolgu maddesi icin

Rl = yaklasik plaka yukseklikleri, ince-

HEDAs) il tabaka kromatografi élclimleri ile
4 caza turetilebilir. Buna gore Sekil'de
e numune 2 igin tabaka sayisi

asagidaki esitlikle verilir.

|

Buna gore tabaka yuiksekligi ise
soyledir:

(3-18)



Ince-Tabaka Kromatografinin Uygulamalari

Kalitatif Ince-Tabaka Kromatografi

R degeri,
enumune miktari
eince-tabaka plakasi
eyUriutme sirasindaki sartlara
baglidur.

Tek bir kromatogramdan elde edilen veriler, genellikle bir
karisimdaki farkl tlrlerin belirlenmesi icin yeterli bilgi
saglamaz.

Ayrica,
iki farkli gozticinlin, verilen sartlar altinda, tamamen ayni
veya oldukga yakin R.-degeri vermeleri mimkin
olabilmektedir.



R Degerini Etkileyen Degiskenler

R-degerleri, ancak iki anlamli sayi ile tekrar elde
edilebilir degerlerdir.
Birden ¢ok plaka kullanilinca, anlamli rakam
sayisini bire indirerek daha gecerli bir kesinlik elde
edilebilir.

R:-degderinin buyukligina tayin eden en 6nemli
faktorler:
e durgun fazin kalinlig
e hareketli ve durgun fazin nem igerigi
o sicakhk
e yilrutme kabinin hareketli faz buhari ile doygunluk
derecesi
e numunenin miktari



Bu faktorlerin tamaminin kontrolu genellikle pratik degildir.

Ancak R.yerine bagil geciktirme faktori (R,) konulmasiyla
bu etkilerde kismi iyilestirmeler elde edilebilir. Burada;

tanimlamasi gecerlidir.



Standart Maddelerin Kullaniimasi

Bir numunedeki bilesenlerin cogu zaman
denemelerle belirlenmesini saglayan bir yontem,
bilinmeyen numunenin ve bilinmeyen numunedeki
tdrlere benzeyen saf maddelerin ayni plakaya
uygulanmasidir.



OZ0C
Cizgisi

MuUrmune
uyiulama gizgisi

/. /

Karigim

Teobromin

Teofilin

kafein

3-izobutil-1-metil ksantin

karigim

Sekil 3-32. Ksantin turevlerinin bir C-18
ters-faz plakada ayrilmalari. Hareketli faz
metanol /0,1 M K,HPO, -55:45 v/v).
Deteksiyon, iyot buhari. Gelistirme suresi: 1
saat, R. degerleri: teobromin 0,68; teofilin
0,56; kafein; 0,44 3-izobdutil-metil ksantin
0,21.

Bilinmeyen madde ve
standart icin elde edilen
R:-degerlerinin
karsilastiriimasi,
numunedeki bir bilesenin
belirlenmesi icin kuvvetli
deliller ortaya koyar
(Sekil).

Ancak daima, baska
yollarla bunun
kanitlanmasi gereklidir.
Uygun bir kanitlama

deneyi,

birlikte farkl
gorunurlestirme
reaktifleri de kullanarak



ElGisyon Yontemleri

Ayriilmis farkh analit tlrlerinin belirlenmesi, lekenin
kazinmasi ve cozme teknikleri kullanilarak da
kanitlanabilir veya dogrulanabilir:

eAnalitin olusturdugu alan, bir jilet veya bir spatil ile
plaka Uzerinden kazinarak ince parlak bir kagit tzerine
toplanir.

eBunlar bir deney tupline veya daha baska kap icine
aktariliri Analit uygun bir ¢ozlicu ile ¢ozulur.
eSantriflijlenerek veya stzulerek durgun fazdan ayrilir.
oKltle spektrometri, ntkleer manyetik rezonans veya
infrared spektroskopi gibi tekniklerle teshis islemleri
uygulanir.



Iki-Boyutlu Diizlemsel Kromatografi

Numune kare seklindeki bir
plakanin bir kogesine uygulanir ve
yukari yonde A cozucusu
uygulanarak gelistirme islemi
gerceklestirilir. Daha sonra bu
¢cozlcu buharlastirilarak
uzaklastirihr ve plaka 90 derece
donduruldiukten sonra yurutme
3 islemi B ¢Ozucusu ile yukari yonde

x Baslangicta tekrar uygulanir. Cozucl

Numune

uzaklastirildiktan sonra, amino

asitlerle pembeden mora kadar
degisen renkler veren ninhidridin
Sekil 3-33. Bazi amino asitlerin iki-boyutlu reaktifi puskurtulerek amino

ince-tabaka kromatogramlari (Silikajel) ¢éziici: asitlerin yerleri tayin edilir. Bu
toluen/2-kloroetanol/piridin ¢oziicli B: lekeler, bunlarin yerleri ile,
kloroform/benzilalkol/asetik asit. Amino asitler: bunlarin standartlarinin yerleri

(1) aspartik asit, (2) glutamik asit (3) serin, (4) : :
B-alanin, (5) glisin, (6) alanin, (7) metiyonin, (8) kargilagtinlarak belirlenir.
valin (9) izoldsin ve (10) sistein.




Kantitatif Analiz

Numunede bulunan bilesenlerin miktarinin yari kantitatif
tayini,
lekelerin alani standarda ait lekenin alani ile karsilastirilarak
yapilabilir.

Daha iyi veriler,
eplaka Uzerindeki lekenin kazinmasi
eanalitin durgun fazdan ekstraksiyonu
eanalitin uygun bir fiziksel veya kimyasal yontemle
Olculmesiyle
elde edilebilir.

Uclincii bir yontemde ise,
tarayicl bir dansitometre, lekenin yaydigi floresans veya
yansima isinlarini 6lgmekte
kullanilabilir.



