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SEPARASYON VE PURIFIKASYON
YONTEMLERI

» Kromatografi
® Kromatografi, kat1i veya sivi bir ® Bu ayrilmaya yol agan etkenler;
duragan fazin yiizeyine veva icine molekullerin tutunma  (adsorbtion),
uygulanmi$ bir kariSimdaki dagilma (partition), iyon degisimi, ilgi
molekiillerin, sivi veya gaz halindeki (afinite)  Ozellikleri ya da
bir hareketli faz aracih@iyla harcket ndaki farkliliklardr.

ederken birbirlerinden ayrllmalarl

temeline dayanlr.
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> Kromatograf 1 Kromatograﬁ tekniginde

yararlamlan temel prensip. bir

kariSimdaki ¢eSitli maddelerin
® Bu farkhlklar nedeniyle

kariSimdaki bileSenlerden
bazilari  duragan fazda
daha uzun sure kalirlar ve hizlarda hareketi sonucu
kromatografi sistemindeki ayrilabilmeleridir.
hareketleri yavag olur;

digerleri ise hareketli faza

daha ¢abuk geger ve

sistemden  daha  hizh

ayrihr.

hareketli bir faz yardlml ile sabit bir

faz tizerinden gegirilirken farkh
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» Kromato grafi

* Kromatografi tekniginin temelinde $u unsurlar yer alir.

» Sabit faz: Bu faz daima "kati" veya bir “kati destek iizerine emdirilmi§ bir siv1

tabakasindan" oluSur.

» Hareketli faz: Bu faz daima bir "siv1" veya "gazdan" olugur.
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Partition chromatography

1. Amino acid 3.red dye

>Kromatografi solon l ‘ ‘

2.Chloroform

—

* Kromatografi ybntemlerl ¢6zliinen
molekiilleri duragan faza baglama veya
onunla etkileSime girme bigimine gére
iki tipe ayr1l1r ground up siica e

wetted with water

Glass tube packed with Series of coloured

bands form
—— corresponding to
o Daglhm (partition)  kromatografisi disairioatk
¢oztinen iki siv1 faz arasindaki dagilimina
dayanir. Uygulamada dogrudan iki sivi
kullanilabildigi §1b1 (ince tabaka ve gaz- et ) -
s1v1 kromatografisi) sivilardan biri kat1 bir

destek tizerinde sabitleStirilmiS olabilir.
Arastirilan 6rnegin bileSenlerinin iki faz
arasindaki  dagilimi  temelde onlarin

¢ozuntrlik farklarindan kaynaklanlr. / /
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» Kromato grafi

e Tutunma (adsorpsiyon) kromatografisinde

Solute adsorbed
on surface of
stationary phase

ornekteki molekiller igin sl sayida
ozgiil baglanma yerleri igeren bir duragan

faz ya da destek bulunur.

* Bu kromatografi tipi molekuller ile

duragan fazin yﬁzeyindeki baglanma

yerleri arasindaki 6zgiil etkileSimlere Adsorption chromatography

dayanir. Molekiillerle destek arasmdaki
¢ekim kuvvetleri iyonik, hidrojen baglari
olugumu vey hidrofobik etkile§imler
olabilir =~ ve  bu reaksiyonlar  geri

dénusumludir.




SEPARASYON VE PURIFIKASYON
YONTEMLERI

» Kromato grafi

® Dagilim esasmna dayali kromatografi yontemleri
ozellikle amino asitler, karbonhidratlar ve yag asitleri
gibi kiiciik molekiillerin ayrimi ve tanimlanmasinda

cok etkilidir.

® Tutunmaya  dayali  olanlar  (iyon  degisim
kromatografisi) ise niikleik asitler ve proteinler gibi
makromolekiillerin ayriminda daha etkilidir.
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» Kromato grafi

* Diizlemsel Kromatografi (Kagit ve Ince Tabaka

Kromatografi):

» Dagilim temellidir.
» Kagit kromatografisinde destek ortami suyla yiiksek derecede

doyurulmug§ durumdaki seliiloz tabakasindan olugur.

> Ince tabaka kromatografisinde ise ince silika bir jel, seliiloz ile

kaplanmi§ cam, aluminyum ya da plastik bir tabaka olabilir.
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\ \
» Kromatografi \;
¢ Diizlemsel Kromatografi ¢ 2
. 5
(Kagit ve Ince Tabaka Kromatografi): '
® Aragtirilan 6rnek genellikle ugucu bir ¢éziict igerisinde ’'e
cozuindurulir, destek ortamma ¢ok az miktarda " 0
damlatilir ve kurumaya birakilr. 6;1-“ g- -’f:. ~:
* Daha sonra kagit ya daince tabaka iginde az miktarda T —11 N
¢oztici bulunan bir kaba konur ve ¢oztcinin kilcal N\

hareketi ile ayrim baglar.
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» Kromato grafi

* Diizlemsel Kromatografi (Kagit ve Ince Tabaka

Kromatografi):

» Kagit ve ince tabaka kromatografileri igin ¢ok az miktarda 6rnek

yeterlidir, analiz mzh ve ucuzdur, saptama ¢ok belirgindir.

» Bununla birlikte, bu tekniklerin duyarhih@ pek yiiksek degildir.
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» Kromato grafi

e Gaz Kromatograﬁsi:

* Kromatografik bir sistemde hareketli gaz faz, duragan faz da
inert kat1 partikiiller tizerini kaplayan bir sivi oldugunda bu
teknige gaz-sivi kromatografisi ya da kisaca gaz

kromatografisi denir.
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Injection port

Detector

» Kromato grafi

Capillary column
-
Data system
or recorder

e Gaz Kromatografisi:

® Cahgilan o6rnek buharlagtirilarak gaz
fazina sokulur ve duragan fazdan
gecmesi saglanir.

®* Gaz kromatografisi ile aymrm
temelde dagilm olayma dayanur.
DuraBan faz, yiiksek  sicakhik
derecelerine dayamikli, paslanmaz
* Ornekteki bileSenler hareketli faz ile celik veya camdan bir tip (kolon)
kat1 destek tizerindeki duragan siv1 faz icine doldurulur.
arasinda dagilirlar.

o Inert bir gaz (helyum, azot veya
® Duragan faza ilgisi olan molekillerin argon) halindeki hareketli faz yiiksek
kolondaki hareketleri daha yava$ olur. basing altinda kolondan gegirilir.
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» Kromato grafi

e Gaz Kromatografisi:

® Gaz kromatogratfisinde ¢ok kii¢iik molekiillerin son derece iyi
ayrilmasim saglayan, basit, cok vonli, izl bir tekniktir ve
¢ok duyarhdir.

° En 6nemli kisitlama kullanilan 6rneg8in ugucu ve
yﬁksek sicaklik derecelerine dayanlkll olmasi

gerekliligidir.
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» Kromato grafi

e Kolon Kromatografisi:

e Kati bir duragan faz ile sivi bir hareketli /
fazdan oluSur. ﬁ() ﬁ) ﬁﬂ

® Dura8an faz cam Veﬂa plastik bir tiip (kolon)
icerisine konur ve hareketli faz (bir ¢6zicu

ya da tampon) bu kat1 tutucudan gegirilir.

mobile
phase
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1. Mixture to be
- 2. Mobile phase is added
e lh'l:-_#ﬂ:l]':pmss.

A

\

» Kromato grafi R
* Kolon Kromatografisi: b ¥ NN — oy —
* Kanigim  kolondan  gegerken  karigmm 'f-'-gmmatngraphr
oluSturan molekiiller iki fazdaki tutunma
veya da@ilma 6zelliklerindeki farka gore

| |
kolonda farkli hizda ilerlerler. m:‘% éé ;}UQ

* Kolondan gikan siv1 fazin fraksiyonlar halinde T
toplanmasiyla de8isik molekullerin ayrimi the botomofthe ook
yapilabilir.
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» Kromato grafi

e Kolon Kromatografisi Turleri:

Jel filtrasyon -> biiyiikliik

iyon degisim=2 yik

Affinite =» baglanma
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® Bu teknik iyonik molekiillerin
yikli bir duraBan fazla geriye
déntsebilen elektrostatik
etkilegime girdikleri bir tutunma

o Iy()n Deglslm Kromatograﬁsi: kromatografisi bigimidir.

» Kromato grafi

o iyon degigim kromatografisinde
kolon iyonik iglevsel gruplarla

POstively Ciatgas etiketlenmi$ sentetik recineden
protein binds to

negatively charged oluSan duragan fazla doldurulur.
bead

Negatively charged
protein flows
through
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e lyon Deg@isim Kromatografisi:

islemin ilk asamasi kolondaki ¢ozliinmeyen ozellikteki pozitif yiikli reginenin tampondaki zit
yiiklii iyonlarla ¢evrilmesidir.

Ikinci asamada ayrilacak karigmmin kolona yiiklenmesiyle farkh yiiklii molekillerin iyon
degistirici ortama girmesi sa8lanir.

Re¢ineninkine gére zit yiikli olan molekiiller duragan faza siki fakat geri dontigebilir Sekilde

baglanr.

Baglanmanin kuvveti yiikiin biiyiikligine ve yogunluguna baghdur.
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» Kromato grafi

e lyon Deg@isim Kromatografisi:

* Notr veya regineninkine e$deger yiike sahip olanlarin duragan faza ilgisi ¢ok

azdir ya da hig yoktur.

® Ba8lanmi§ olan molekiller iyonik kuvveti veya ph’si artiilmi$ olan bir
tamponla kolondan geri alnabilir.

* Tamponun 1y0n1k kuvvetindeki artig bagli molekillerin koparilmasina
pH 'sindaki art1§ ise molekiil veya reginenin yiikiiniin indirgenmesiyle etkilegim
gliciinlin azalmasina yol agar.

/
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‘ ‘ Large particles cannot enter
‘ ' gel and are excluded.
. ‘ They have less volume to
> Krom ato gr afl - \' traverse and elute sooner.
Small particles can enter gel

and have more volume to
traverse. They elute later.

'.o.‘:bf'o
* Jel Gecirgenlik Kromatografisi: “\‘ ' ‘.

® Jel filtrasyonu olarak da adlandirilan jel .. ‘.‘ chromatogram
gecirgenlik kromatografisinde aylrma U\ (.
molekul bﬁyﬁk]ﬁgﬁne gore yapalir. \\. )

OO ™ e

Y >

® Bu teknik protein, nikleik asit, polisakkarid
ve diger biyolojik molekiillerin
saflastirilmasinda 6nem taSimaktadr.
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» Kromato grafi

* Jel Gecirgenlik Kromatografisi:

* Jel filtrasyonu i¢in kullamlan bir kolonda duragan faz kontrollii boyutta kiigik porlu
inert partikiillerden olugur.

® Farkhh boyutlarda molekiiller igeren soliisyon devamli bir ¢ozicii akigiyla kolondan
gegirilir.

® Porlardan daha biiyiik olan molekiiller jeldeki partikiillerin igerisine giremezler ve
partikiillerin arasinda sinirli bir alanda kalirlar.

® Sonugta bu molekiiller yavaglamazlar ve kolondan hizla ¢ikarlar. Partikiillerin i¢inde ve

diginda yayilabilen kiigiik molekiillerin kolondaki hareketleri ise daha yava$ olur.
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» Kromato grafi

e Yiuiksek Performansli Sivi Kromatografisi:

* Aminoasitler, karbonhidratlar, lipidler, niikleik asitler, proteinler, steroidler ve diger biyolojik
olarak aktif molekiillerin ayriminin yapilmasinda ve tanimlanmasinda ¢ok iyi sonuglar veren bu
teknik temelde otomatik hale getirilmi$ modern sivi kromatografidir.

HPLC’nin klasik s1iv1 kromatografilere gére 6nemli tstiinliikleri vardir;
Ayristirma ve analiz iz daha yiiksektir.

Kolonlari yeniden doldurulmadan ve yenilenmeksizin surekli kullanilabilir.

Y V V

Ayirma giiciinii etkileyen degiskenler siki §ekilde kontrol edilebildiginden tekrarlanabilirligi
son derece yuksektir.

Y

Aletin ¢aligmasi ve verilerin analizi kolaylkla otomatiklegtirilir.

Y

Biiyiik boyuttaki ayirim siireglerine uygulanabilir.
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» Kromato grafi

® Yuksek Performansli Sivi Kromatografisi:

HPLC Column
Packing Materad

Chromatogram
Peaks « Yellow, Red, 8o

— | | —
e Bir hplc aygitinin temel bileSenleri - e
bir ¢o6ziici deposu, yiiksek basing Aukcbamoie A A

pompasi, ticari olarak hazirlanmg ' Sample Manager |
kolon, dedektér ve yazicidir. —9 = .
L : Computer Data Station

e HPLC ve GC sistemleri arasinda Mol Prese) Sample
e e . Re:
biyik benzerlik vardir. Sadece, e .
) . .. Pump
GC'deki  tagiyiaa  gazin  yerini Solvent Manager
Solvent Delivery System

HPLC’de ¢6ziict almiStar.

Waste
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° ilgi ( Afinite) Kromatografisi:

* Afinite kromatografisi biyolojik etkile§im temeline dayamr
ve bu nedenle son derece 6zgiil ayirimlarin yapilabilmesini

saglar.

* Makromolekillerin  ¢o@unun  meydana  getirdikleri
biyolojik iglevler ligand adi verilen 6zgil molekiillerle
etkileSimlerinin sonucudur.
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* Biyolojik sistemlerde bir kompleksin
olusumu genellikle baz1  yanitlan
(immunolojik reaksiyonlar, metabolik
stirecin  kontrolii, substratin yikimu)

tetikler.
» Kromatografi
. ® Biyolojik yamit molekiiler tanima ve
o Ilgi (Aﬁnite) Kl‘OmatOgl‘aﬁSi: baglanmanin do@ru olmasiyla saglanir.
Loading Separation Elution
Target

/Analyte
%o 1 =
e - E
O he =
collde ™ g ®s
S olle v B @
— LI~ et .

Immobilized

Receptor “< = LY

s
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» Kromato grafi

° ilgi ( Afinite) Kromatografisi:

Loading Separation Elution

e Bu kromatografi uygun ligand molekillerinin kovalent TatE

sekilde baglanmu§ oldugu suda ¢6ziinmeyen bir duragan faz — / Analyte — —

gerektirir. _C .‘:_ _i a_

*  Buna gére ligand molekiiller duragan destek tizerinde — -
23]

B

o

0 b
L

sabitlestirilir. @

® Destek faz istenilen makromolekiilleri igeren kariSimin

gegirilecegi kolona doldurulur.

TTe
hhhhah
il

*  Kolondan geg¢i$ sirasinda ligandi taniyan ve baglanan L]

Receptor

molekiillerin hareketinde digerlerine gore yava§lama olur. Immobilized |._’<| .'

*  Baglanmami$ molekiillerin yikamayla kolondan
¢ikarilmasindan sonra, ilgilenilen makromolekiillerin ligandla

olugturdugu kompleksin bozulmasiyla geri kazanilir.
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» Kromato grafi

° ilgi ( Afinite) Kromatografisi:

® Bu kromatografi teknigi, hemen hemen tim biyolojik makromolekiillerin

izolasyonu ve saflagtirlmasmda kullanihr.




