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ÖZET 

Kromatografi, gerek mikrobiyoloji ve gerekse tıbın diğer dallarında büyük kullanım 
alanı bulan ve kendisini çok süratli bir şekilde yenileyen bir tekniktir. Bu yazı kro­
matografik yöntemlerin temel mekanizmalarını içermekte ve prensiplerinden söz 
etmektedir. Kromatografik yöntemler, gelecekte yapılacak ileri çalışmalar ve ge­
liştirilecek yeni yöntemlerle halen çözümlenmemiş sorunlara da cevap bulmada 
yardım olacaktır. 

SUMMARY 

Chromatographıc Methods 

Chromatography is a technique which is widely used in microbiology and also in 
the other medical branches and renews it self in a very short period of time. This 
article comprises the basic mechanisms of the chromatographic methods and tre­
ats of their principles. Chromatographic methods will give an opportunity to solve 
in some complicated problems with further studies and with new er techniques 
which will improve in the next future. 

GİRİŞ 

Kimyasal ve biyolojik karışımlardan saf fraksiyonlar elde edilebilmesi ötedenberi 
araştırıcıların zihinlerini işgal eden ve ilgilerini çeken cazip bir konu olmuştur. An­
cak çoğu kez fraksiyonlu distilasyon veya fraksiyonlu kristalizasyon gibi işlemlerle 
sonuca gitmek mümkün olmamıştır. Oysa geliştirilen kromatografi teknikleri saye­
sinde biyolojik bir karışımda çok düşük konsantrasyonlarda bulunan hormon, pig­
ment, amine asit lipid gibi maddelerin ayrıştırılması ve tanınması mümkündür. Bu 
nedenle kromatografi, kimyasal ve biyolojik karışımların nitel ve nicel analizlerin­
de bugün çok kullanılan temel bir separasyon yöntemidir. 
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KROMATOGRAFINİN TANIMI VE TARİHİ GELiŞiMİ 

Kromatografinin kelime anlamı renk yazımıdır. Grekçe'de Chromatus = renk, Grap­
hein = yazmak anlamına gelmektedir (1 ). 

Kromatografi, kimyasal bir karışımı oluşturan farklı yapıdaki maddelerin birbiriyle 
karışmayan iki faz arasındaki dağılım dengelerine,Yada seçici etkileşmelerine da­
yanarak ayrışmalarını sağlayan ve aynı zamanda bu maddelerin nitel, nicel ana­
lizlerini gerçekleştiren temel bir işlemdir (1 ). 

Proteinler üzerinde büyük çalışmalar yapan Emil FISCHER zamanında proteinin 
bugun için yeterli kabul edilemiyecek analizi altı ay sürerken, bugün bu analiz kro­
matografi teknikleri yardımıyla 24 saatte % 2'den az bir hata ile yapılabilmektedir. 

Kromatografinin kronolojik evrimi 1848'Iere kadar uzamaktadır. 1848 de WAL ve 
THOMPSON katılarda iyon değişiminin mümkün olabileceğini belirtmiştir. 
1850-1900 yılları arasında Alman Kimyacısı Runge değişik renkli boyaların ayrımı 
için filtre kağıdı ve bir çözücü kullanmıştır. Bu teknik, bugün de uygulama alanı 
olan kağıt kromatografisi olarak bilinmektedir. 1892'de REED, ilk defa kolon yar­
dımıyla ayırımların olabileceğini kaydetmiş ve bakır sülfattan demir-3 -klorür'ün ayı­
rımında kaolin içeren kolonlar kullanmıştır. Kromatografinin tanımı 1906 yılında bir 
Rus Botanikçisi olan Micheal TSWETT tarafından yapılmış ve basit bir aygıt kulla­
narak bitki ekstrelerinde kullanılan klorofilleri diğer pigmentlerden ayırmıştır. 
TSWETT tarafından uygulanan yöntem sıvı-katı adsorbsiyon kromatografisi ola­
rak bilinmektedir (1,2,3). 

1935 yılında HOLMES ve ADAMS, organik iyon değiştirici reçinelerin sentezini ger­
çekleştirmiş; bunu 1938'de REICHSTEIN'in elüsyon kromatoorafisi üzerindeki araş­
tırmaları izlemiştir. 1939'da BROWN, ilk olarak sirküler ı, i'Omatografisini kul­
lanmıştır. 1940 yılında da TISELIUS, frontal analiz ve yer değiştirme olayını ortaya 
atmıştır. 1941'de MARTIN ve SYNGE, kolon dağılma kromatografisinin kuramsal 
ilkelerini bulmuşlardır. 1951 'de KIRCHNER, bugün pratikte uygulanan ince taba­
ka kromatografisini tanıtmıştır. 1951 'de MARTIN ve JAMES, kromatografi alanın­
da bir ilerleme yaparak, hareketli fazın sıvı yerine gaz olduğu bir yöntem geliştir­
mişler ve bugün gaz-sıvı kromatografisi olarak bilinen bu buluşları ile Nobel ödü­
lünü almışlardır. Aynı yıl ALM, çözücü programlamasını ( = Gradient elution), 
1953'de ise WHEATON ve BAUMAN eleme ( = Exclusion) prensibini ileri sürmüş­
lerdir. 1956'da SOBER ve PETERSON ilk olarak iyon değiştiren sellülozları hazır­
lamışlardır. 1959'da PORATH ve FLODIN, polidekstranların GPC (=Gel Permea­
tion Chromatography)'de, 1962 yılında da MOORE sert polistrenlerin GPC'de kul­
lanılmasını öne sürmüşlerdir (4,5,6, 7). 

1967'de HUBER ve HULSMAN, kolon teknolojisindeki gelişmeler, yüksek basınç­
lı pompa sistemleri ve duyarlı dedektörlerin kullanılması ile yüksek basınçlı sıvı kro­
matografisinin temel öğelerini ortaya koymuşlardır (6). 
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faydalanılarak ayrılmaları sağlanır. Kromatografide moleküllerin ayrılmasını sağ­
layan sabit ( = Stasyoner) bir faz ile bunun üzerinde hareket eden hareketli (=Mobil) 
bir faz vardır (2,4,6). Ayrılacak maddelerin molekülleri hidrodinamik veya elektrik­

sel bir kuwetle, hareketli ve hareketsiz fazlar içinde veya üzerinde hareket eder­
ler. Çözünürlük, molekül büyüklüğü gibi özelliklerinin farklılığı nedeniyle sabit faz 

üzerinde farklı şiddette tutulur veya hareketli faz içinde farklı hızlarla hareket ederler. 

Sabit faz, çok ince partiküllerden oluşmuştoz görünümünde bir katı olabileceği gi­
bi geniş bir yüzey alanı sağlamak üzere katı destek (-adsorban) üzerine emdiril­
miş bir sıvı da olabilmektedir. Hareketli faz ise, karışımın kolondan geçmesini sağ­
layan bir sıvı yada gazdır (6,8). Şekil-1 'de görüldüğü gibi örneğimiz sabit ve hare­

ketli fazlar arasında dağılmaktadır. Burada hareketli faz, moleküllerin taşınmasın­
da sürükleyici, sabit faz ise geciktirici olarak görev yapmaktadır. 

Şekil-1: Kromatografik bir kolon kesiti 

JEL FİL TRASYON KROMATOGRAFİSİ (=Gel Filtration Chromatography). 

Bu yöntem moleküler elek kromatografisi olarak da tanımlanır. Moleküler büyük­

lüğüne bağlı olarak karışımdaki maddelerin jel ile doldurulmuş bir kolondan elen­

mek suretiyle ayırımlarını sağlayan bir kromatografi çeşididir. Sabit faz hidrofilik 
bir jel, hareketli faz sulu bir çözücü ise jel filtrasyon kromatografisi (GFC); sabit 

fazın hidrofob bir jel, hareketli fazın da organik bir çözücüde oluştuğu kromatog­
rafiye jel permeasyon kromatografisi (GPC) adı verilmektedir. Jel kromatografisi 
özellikle biyokimyada makromoleküllerden tuzların ve küçük moleküllerin ayrılması 
( = desalting) işlemlerinde kullanılır. Protein, peptid, nükleik asit, polisakkarit, en­

zim ve hormonların analizi de bu yöntemle yapılmaktadır. Polimer karışımlarda ise, 

molekül ağırlıklarının dağılımını saptamak üzere jel kromatografisinden yararlanıl­

maktadır (2,6,9). 

Bu metod için PORATH ve FLODIN çapraz bağlanma yoluyla elde ettikleri dext­
ran, agarose ve akrilamit türevlerini kullanmışlardır. Kullanılan bu jel maddeleri ile 
delik büyüklüğüne bağlı olarak farklı molekülleri süzerek ayırmak mümkün hale 

gelmiştir. Hazırlanan protein karışımı delik çapı tedrici olarak değişen bir jel ile dol­

durulmuş bir kolondan geçirilir. Protein çözeltisi kolondan aşağıya doğru süzülür­
ken büyük çaplı olan ve porlardan geçemiyen moleküller daha küçük çaplı olan 

ve çapına göre de değişik büyüklükteki porlardan geçebilen moleküllere nazaran 
daha hızlı hareket ederler. Böylece protein karışımındaki çeşitli proteinler molekül 

büyüklüğüne göre kolonda üst üste tabakalanmış olur. Sonuç olarak da molekül 
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ağırlığı büyük olan proteinler kolondan ilk önce süzülürler (Şekil-2) (1,5,6,8,9, 1 O, 11, 
12,13,14). 

Jel filtrasyon kromatografisinde önemli nokta, kolonu çalıştıran sıvı basıncı yük­
sekliğidir. Yüksek basınçta jel partikülleri birbirine yapışarak katı bir ortam mey­
dana getirebileceğinden, kolona giren sıvı ile çıkan sıvı arasındaki yükseklik far­
kıyla meydana gelen basınç, jel'in kolon içine paketlendiği basınçtan fazla olma­
malıdır (8,9,10,13,15,16). 

Jel kromatografi yöntemi iyi bir ayrıştırma yöntemi olmasının yanında, molekül ağır­
lığı tayininde de kullanılabilen bir tekniktir (9, 1 O, 15, 16) 
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Şekil-2: Jel filtrasyonunda moleküllerin ilerleyişi 

KU<;LİK 
MOLEKJLLER 
GECOUA 

Bİ.ıYÜK 
MOLEKÜLLER 
ONU 

ÇIKAR 

İYON DEĞiŞTİRME KROMATOGRAFİSİ ( = /on Exchange Chromatography). 

Bir karışımda bulunan iyonik bileşiklerin, dolgu maddesinin iyonları ile geçici ola­
rak yer değiştirmesi sonucu meydana gelen bir ayırma işlemidir (6, 17). Sabit faz­
daki maddenin yer değiştirebilen iyonik gruplarının özelliklerine bağlı olarak yer 
değiştirme olayı meydana gelebileceğinden çeşitli molekül gruplarının sabit faz üze­
rinde birbirinden ayrılabilmesi için amaca uygun bir sabit faz maddesi seçilir. Ge­
nellikle bu işlem için sentetik reçineler kullanılır. Bu reçinelerin iyonik karakterleri 
pH'a göre değişeceğinden belli bir molekul grubu belli bir reçinenin belli pH'daki 
iyonik özelliklerinden faydalanılarak komponentlerine ayrılır. Bu metodta kullanı­
lan reçineler belli pH'da ortamla anyon veya katyon gruplarını değiştirdiklerinden, 
anyon değiştirici veya katyon değiştirici reçineler diye iki grupta toplanan reçine­
lerden biri ile ayrılma işlemine tabi tutulurlar (5,6, 14, 17,118). Ayrılacak olan mole­
kül grubu içindeki komponentlerin belli sıcaklık ve pH'da belli iyon değiştirme eği­
limleri oluşu nedeniyle bazı komponentler kolayca, diğerleri daha zor olarak iyon 
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yanda ise, adsorbsiyon olayı adsorbanın üst yüzeyindeki bazı moleküllerin dışa 
bakan üst yüzeydeki bağımsız kalmış değerlikleri ile adsorbe edilen maddenin mo­
lekül veya iyonları arasında bir ilginin bulunmasından ileri gelir (6). 

Bu teknik en eski kromatografi tekniğidir. İyonik özelliklri az veya orta derecede 
olan yani polariteleri düşük olan maddelerin ayrılmasında kullanılır. Uygulanması 
jel filtrasyon tekniğine benzer, ancak bu metodta yalnızca ayrılacak maddelerin 
adsorbe olma özellikleri rol oynar, molekül çaplarının ayrılmada pek bir etkisi olmaz. 

Burada kolonların şekilleri genellikle bir bürüte benzer ve adsorban olarak da en 
çok alümina, silika, kalsiyum karbonat, kalsiyum hidroksit, sakkaroz, nişasta, aktif 
kömür gibi maddeler kullanılır. Kolon adsorban madde ile doldurulduktan sonra 
üzerine ayrılacak olan molekül karışımı bulunan çözelti konur ve ayrılması bekle­
nir veya hareketli faz olan çözücü sütundan sürekli geçirilir. Moleküller adsorbon� 
la olan ilişkilerinin büyüklüğüne göre ya hemen tutulurlar yada çözücü ile beraber 
daha aşağılara doğru inebilirler. Çözücü sürekli geçirilirse zayıf adsorbe olanlar 
desorbe olarak daha aşağı inerler. Dolayısıyla da kolon üzerinde birbirinden ayrış­
mış, maddelerin özelliğine göre renkli veya renksiz bandlar halinde toplanırlar. Ay­
rılma tamamlanınca yıkama işlemiyle gene adsorbanla ilişkilerinin kuwetine göre 
bandlardaki maddeleri tek tek çözebilecek çözücülerle ayrı ayrı yıkanarak dışarı 
alınırlar (6). 

PARTİSYON VEYA DAĞILMA KROMATOGRAFİSİ 

Bu yöntem, bir maddenin birbirine karışmayan iki değişik fazda farklı şekilde ay­
rışması esasına dayanır. Eğer biyolojik bir madde çözelti haline getirilip kendisi 
ile karışmayan bir çözücü ile çalkalanırsa bu maddenin her iki fazdaki partisyon 
katsayısı farklı olacağından iki ayrı fazda toplanır. Denge durumunda her iki faz­
daki solut konsantrasyonun oranı partisyon katsayısı olarak tanımlanır. Organik 
çözgenlerde çok, suda az çözünen bileşiklerin birbirinden ayrılması adsorbsiyon 
kromatografisi ile, suda iyon ize olan ve çözünen maddelerin ayrılması iyon değiş­
tirme kromatografisi ile yapılabilmektedir. Hem suda ve benzeri polar çözgenler­
de, hem de organik çözgenlerde çözünebilen bileşiklerin birbirinden ayrılabilmesi 
ise partisyon veya dağılma kromatografisi ile olabilmektedir. Partisyn kromatogra­
fisi üç değişik şekilde uygulanabilir; 

a) Kağıt kromatografisi: Bu yöntemde, numune Whatman No:1 veya benzeri kro­
matografi kağıdının bir kenarına yakın bir noktaya damlatılır ve kağıt tankta bulu­
nan solventin içine dikey olarak daldırılır. Solvent kağıtta ilerlerken bileşenleri farklı
hızlarda sürükler. Bu işlemin sonunda kağıt kurutulur ve renkli olmayan bileşenle­
rin görülebilmesi için renklendirici veya fluoresans ve fluoresans verici bir kimya­
sal reaktif ile muamele edilir. Ayrılan bileşiklerin tanınmaları için standart_ madde­
lerin numune ile birlikte yürütülmeleri gerekmektedir. Değerlendirme, spotların ren­
gine ve Af değerlerine göre yapılır (6, 19).

b) İnce tabaka kromatografisi: İnce tabaka kromatografisinde özel bir cihazla çe•
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şitli adsorban maddelerin cam, alüminyum veya plastik plaklar üzerine kaplanma­
sıyla elde edilen tabakalar kullanılmaktadır. Ayrılan bileşiklerin nitel ve niceLanali­
zi için spotlar plaktan kazınarak kütle spektrometresi, infrared spektrofotometre, 
ultraviyolevisible spektrofotometre gibi cihazlar yada kimyasal yöntemler kullanıl­
maktadır. Bu yöntemde silica gel, alümina, sellüoz, polyamidler, iyon deOiştiriciler 
gibi adsorbanlar kullanılmaktadır (19). 

Kromatogramda elde edilen renksiz spotların görünür hale getirilmesi için ultravi­
yole lambaJı altında fluoresansın incelenmesi, plak üzerine renkli veya fluoresan 
bileşikler oluşturan kimyasal maddelerin püskürtülmesi, veya plaOın ısıtılması gibi 
teknikler uygulanmaktadır. İnce tabaka kromatografisinde iyi bir ayırma saOlamak 
amacıyla, dairesel geliştirme, çift boyutlu geliştirme gibi teknikler de kullanılmak­
tadır (6, 19). 

c) Gaz kromatografisi: Gaz kromatografisi, sabit faz üzerinde gaz akışı uçucu mad­
delerin ayrılmasını saOlayan bir tekniktir. Sabit faz sıvı ise, gaz-sıvı kromatografisi;
katı ise, gaz-katı kromatografisi adını alır. Sabit faz ile doldurulmuş kolon yüksek
sıcaklıkta tutularak ayrılacak maddeler gaz haline geçirilir. Halen geliştirilmiş olan
sistemlerde sabit faz olarak kullanılmakta olan sistemlerde sabit faz olarak kulla­
nılmakta olan maddeler 500 C'a kadar dayanıklı olduOundan, kaynama derecesi,
bu sıcaklıOın altında olan maddeler bu yöntemle ayrılabilmektedir. Gaz kromatog­
rafi sistemi taşıyıcı gaz, enjeksiyon bölümü, kolon detektör ve kaydediciden oluş­
maktadır. Ayrılması istenilen maddeler mikroşırınga ile kolon girişine enjekte edi­
lir, yüksek sıcaklık nedeniyle hemen buharlaşır ve taşıyıcı gaz ile sürüklenerek ko­
londa ilerlerken sabit faz ile hareketli faz arasında devamlı taşınarak birbirlerin­
den ayrılır, kolondan farklı zamanlarda çıkarlar. Kolonun sonundaki dedektör ile
tesbit edilen maddeler, miktarlarıyla orantılı olarak kaydedilir ve karışımdaki her
bileşik için ayrı bir pik çizilir. Bu piklerin alıkonulma süreleri, yani enjeksiyon anın­
dan bileşiOin kolondan çıkarak kaybedilmesine kadar geçen süre belirliOi koşul­
larda çalışıldıOında her bileşik için sabittir. Standart maddelerde aynı koşullarda
çalışılarak elde edilen piklerin tanınmasında bu özellikten yararlanılır (6,19).

YÜKSEK BASINÇLI sıvı KROMATOGRAFISI (HPLC). 

Kolon kromatografisinin geliştirilmiş bir şekli olan bu yöntemde taşıyıcı sıvı, içeri­
sinde adsorban maddenin bulunduOu kolona pompa ile basılarak akış hızı arttırıl­
makta, karışımı oluşturan bileşiklerin ayrılması tam ve hızlı olarak saOlanmaktadır. 
Ayrılan bileşikler kolon çıkışına baOlanan uygun bir dedektör ile tesbit edilerek kay­
dedilmektedir. ısıya karşı duyarlı ve bü�ük moleküllü bileşiklerin ayrılmasında kul­
lanılabilen bu sistemin klasik kolon kromatografisinden üstünlükleri, numune ha­
zırlama işlemleri ile analiz süresinin kısa olması ve milyarda bir kısım (1 ppb)'dan 
az konsantrasyondaki maddelerin dahi hassas ve tekrarlanabilir olarak tayin edi­
lebilmesidir (6, 19). 
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SONUÇ 

Biyolojik ve kimyasal bileşiklerin ayırımında distilasyon, süblimasyon, ekstraksi­

yon, fraksiyonlu kristallendirme ve kromatografi gibi ayırma yöntemlerinden ya­

rarlanılmaktadır. Kromatografi, özellikle az miktardaki karışımların ayrılmasında ve 
bileşiklerin saflaştırılmasında en çok yararlanılan bir ayırma yöntemidir. 

Kromatografi, en basit şekli olan kolon kromatografisinden başlıyarak sürekli geli­

şim göstermiş, yeni cihaz ve yöntemlerle, bugün analiz laboratuvarlarının vazge­

çilmez yöntemlerinden olmuştur. 

Modern laboratuvarlarda kullanılan gaz kromatografisi ve yüksek basınçlı sıvı kro­
matografisine karşılık, kısıtlı olanaklara sahip, küçük laboratuvarlarda uygulanabi­

lecek kağıt, kolon ve ince tabaka kromatografisi gibi yöntemlerin de bulunması, 

yapılması istenilen hemen her analizi gerçekleştirebilecek bir sistem ve yöntemin 

var olması, çok az miktarlardaki maddelerin tayinlerinin hassas ve tekrarlanabilir 
olarak gerçekleştirilebilmesi, zaman ve eleman tasarrugu sağlaması gibi üstün özel­

likleri ve sürekli bir gelişme içinde bulunması kromatografinin tüm ülkelerdeki la­

boratuvarlarda tercih edilmesi ve yaygın olarak kullanılmasının nedenini açıkla­

maktadır. 

Mikrobiyoloji, biyokimya. farmakoloji ve gıda kontrolü sahasında büyük bir çalış­

ma alanı oluşturan kromatografik yöntemler endüstriyel alanda da büyük bir yer 

işgal etmekte ve gelişmesini bu alanlarda sürdürmektedir. 

Günümüzde yapılan ve gelecekte de yapımı planlanan yeni çalışmalara ve yön­

temlere ışık tutacak olan kromatografi, geliştirilecek yeni yöntemlerle halen çözüm­

lenmemiş sorunlara da çözüm getirilmesini mümkün kılacaktır. 
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