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TESEKKOR
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Prof.Dr. Salih Yildiz’a sonsuz saygilarimi ve siikranlarimi
sunmay1 burada bir kadirbilirlik olarak ifade etmeyi borg
bilirim.

Ayrica Kimya Boldmiindeki yakin mesai arkadaslarima
ve hocalarima yardimlarindan dolayi tesekkiir ederek, anmak

istiyorum.
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0ZET

Fonksiyonel gruplar eklenerek yeni, modifiye edilen
"Lycopodium Clavatum” tabii ligand-deg§istiricisi sivi. kolon
kromatografisinde kullanilarak nukleositlerin, nikleik asit
bazlarinin ve aminlerin hi1zl1 bir sekilde ayirim
gerceklestirilebilir. Lycopodium Clavatum dan elde edilen ve
tabii bir polimer olan Sporopollenin, pratik olarak sentetik
recinelere nazaran avantajlara sahiptir. Sporopolienin sabit
tanecik buyikligine sahiptir, kimyasal reaktiflere karg:
kararlidir, ticari olarak elde edilebilir ve sabit bir
molekiilsel yapiya sahiptir.

Biz bu c¢aligmamizda; Bakir, Nikel ve Kobalt yiiklil
fonksiyonlagstiriimig  Sporopolienin reginesinin 1igand-
degistirme kromatografisinde, niilklositlerin, niikleik asit
bazlarinin ve aminlerin ayrilmasinda kullanilabilme
imkanlarini arastirdik.

Sporopollienin, 1,2 diaminoetan ile muamele edilerek
aminlestirilir ve bromoasetik ile reaksiyona tutularak
karboksidiaminosporopolienin elde edilir. DAE-Sporopollenin
anti-klorglioksim ve antidiklorglioksimle reaksiyona tabi
tutularak anti-DAEG-Sporopollenin ve bis-DAEG-Sporopollenin
recinesi elde edilir. Elde edilen farkli bu recineler metal
yikld hale getirilir. Bu sekilde ge¢is elementi olan Cu™ ,
Ni* ve Co™, ligand-degistirici kalibina sabitlegtirilir.

Mevcut c¢aligmada, Bakir-, Nikel-, ve Kobalt- yikli
Chelex-100 reginesi ligand degistirici olarak kullanilarak
nikleositlerin ve niikkleik asit bazlarimin ayiriimasi
tamamlanmistir. Tabii recine, Sporopollenin, ve sentetik
recine, Chelex-100, kromatografi kolonlarinda kullanilarak
elde edilen sonuglar kargilastiriimistir.

Eluant akis hizi, eluant konsantrasyonu, kolon
yiksekligi ve ligand konsantrasyonunun kromatografik
ayirmalar (zerine etkisi galigiimgstir.

Tabii 1igand-degistirici reginedeki Tigand-degigim
kinetigi incelenmistir. Hiz 6l¢imleri, pH metre teknigiyle
yapilarak reaksiyon kinetik parametreleri bulunmustur.
Reaksiyon baslangicinda, reaksiyon hiz kontrol adim,
recine ile gelat olusturan ligandlarla olan kimyasal degigim
reaksiyonu oldugu tesbit edilmistir. Reaksiyon Tligandlarin
sk baglanigina baglt  olup karigtirma hi1ziyla
etkilenmemistir.



SUMMARY

Rapid separation of nucleotides, nucleic acid bases
and amines <can be carried out by liquid column
chromatography, using new modified "Lycopodium Clavatum".
Sporopolienin obtained from Lycopodium Clavatum, a natural
polymer has important practical advantages over syntetic
resins. It has constant mesh size, it is stable to chemical
reagents, it 1is commercialy available and has a constant
molecular structure.

We search here that 1igand-exchange chromatography
on Copper-, Nickel- and Cobalt- loaded functionalized
Sporopollenin can be a useful alternative method for the
separation of nucleotides, nucleic acids and amines.

Sporopollenin was aminated by the treatment with
1,2 diaminoethane and treatment with bromoacedic acid gave
carboxylated diaminosporopollenin. Treatment of DAE-Sporo-
polienin with anti-chloroglyoxime and anti-dichloroglyoxime
gave anti-DAEG-sporopollenin. These obtained different
types of resin were converted to the metal-loaded form. So
that transition elements such as Cu*, Ni*, and Co™" were
immobilized on the Tigand-exchanger lattice.

At the present study, it has been completed the
separation of nucleotides and nucleic acid bases by using
Copper-, Nickel-, and Cobalt- Toaded Chelex-100 as a
ligand-exchange medium. The results obtained by using
synthetic Chelex-100 resin and natural Sporopollenin resin
were compared with each other.

The effect of the flow rate of the eluant, the
concentration of the eluant, the column height and the
concentration of ligands on the chromatographic separations
were investigated at this study.

The kinetics of the exchange of 1igands in natural
ligand-exchange resin has been searched. The rate
measurements have been made by pH meter technique and
kinetic parameters of the reaction were determined. The
rate controlling step at the beginning of the reaction, has
proved to be the chemical exchange reaction for 1ligands
giving a chelate with the resin. The reaction was found to
be depend upon how tightly the ligands bind and it
was unaffected by the stirring rate.
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I. GIRIS

Ligand-degistirme kromatografi ¢aligmalari organik,
inorganik ve biyokimyasal maddelerin saflastiriimasinda ve
ayrilmasinda, son yillarda Onemi hizla artan bir metod
olmustur. Maddelerin, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden
faydalanarak birbirinden ayrilmasi, iyon-degistiriciler
kullanmak suretiyle gergek]e§tirilebi1ir.

Ayirma metotlari; mekanik ayirma, hiz farkiyla ayirma
ve denge ile ayirma olarak ice ayrilir. iyon— ve Tligand-
degistirme g¢aligmalari denge ile ayirma islemleri sinifina
girhektedir. Ligand-degistirme iglemlerinde ayirici faz kat
reginedir. Kolona ayirilmak istenen karigimliar sivi halde
injekte edilir. Kolondan yiirutici ve s6klcii faz olarak uygun
eluantlar kullanarak ayirma islemleri gergeklestirilir.

Son yillarda sentetik ve tabii recineler ile ilgili
degisik caligmalar yapilmaktadir. Bu tezin amaci bitki
sporlarindan elde edilen, mukavemeti biyilik olan Lycopodium-
Clavatum'a uygun fonksiyonel gruplar eklemek suretiyle yeni
l1igand-degistiriciler elde etmek ve bu ligand-
degistiricileri si1vi kolon kromatografisinde kullanarak bazi
‘organik ve biyokimyasal maddelerin ayrilmasimi
gerceklestirmek, ayirma izerine etki eden kolon
parametrelerini incelemek; kinetik g¢aligmalar yapmak ve

ayrica bu yeni tabii ligand-degistirici recineleri, sentetik



re¢inelerden olan Chelex-100 recinesi ile kargilagtirmaktir.
Lycopodium-Clavatum'a diaminoetan, asetat ve
glioksim fonksiyonel gruplari takilarak elde edilen yeni
++ ++ ++

reginelere, ge¢cis metallerinden olan Cu , Ni ve Co
yiklenerek kompleks yapi1 kazandirilmigtir. Elde edilen bu

++ ++ ++

yeni Cu , Ni ve Co yikli ligand-degistiricireginelerle
nikleositlerin, nikleik asit bazlarinin ve aminlerin

ayirilmasi saglanmistir.

II1. 1YON-DE&ISTIRME

Iyon-degistirme ile 1ilgili caligmalarin baglangig
tarihi tam olarak bilinmemektedir. Bilim adamlari iyon-
degistirme baglangicinin Hz.Musa A.S.'a dayandigini
sdylemekteler. Hz. Musa A.S. g¢dlde bulunan Mara sehrinin ac:
sularini yumusatarak igilebilir tatlr su haline
getirmigtir(l). Eski kaynak]afa gore iyon degigticiler ile
ilgili diger bir deneme, Aristotle’nin galigmalarinda baz1
kumlardan, tuzlu sularin bir kag defa gegirilmesi ile su
igerisinde bulunan tuz miktarimin azaldiginn  tesbit
etmesidir(2). Bu ¢aligma halkasi1 1850-1852 yillarina,
Thompson ve Way'e kadar devam etmistir(3). EndlUstrilesgme ile
birlikte iyon-degistirme teknolojisi, tabii ve sentetik
inorganik  regineler (zerine 1ilginin artmasina dogru
kaymigtir. Diger 6nemli buluglar, 1940 yilinda I. G. Farben
Industrie tarafindan Almanya'da Wofatit adli reginenin elde

edilmesiyle gergeklegmistir. II. Dinya savagt siralarinda



Manhattan projesi ile iyon-dejistirme teknolojisi nadir
toprak elementlerinin ve fizyon irinlerinin ayrilmasina
kaymistir(4). Savas sonrasi yapilan ilk oOnemli sentetik
regineler sitiren-divinil benzen polimeri(5) temeline
dayanilarak yapilan kuvvetli-baz anyon degistiricilerden
olan kuarterner amonyum grupiu reginelerdir(6). Diger iki
onemli yenilik ise zeolitler halindeki inorganik iyon-
degistiriciler ve biyilk g6zenekli sentetik reginelerin
yapiimasidir(7). Iyon-degistirme olay: topraklarda ve bir

¢ok biyolojik prosesierde tabii haliyle mevcuttur.

IT. 1. 1YON-DEGISTIRME TEKNOLOJISI VE ONEMI

Iyon-degigtirme tekniginin gelismesine neden olan
temel kaynaklardan birisi su'dur. Susuz hayat disinilemez.
Suyun temizlenmgsi cok onemli olup, saf su bir ihtiyagtir.
Iyon-degistirme teknolojisine girig, Arap yarim adasindaki
sularin temizlenmesi ihtiyaciyla baglamistir.

Endustrilegme ile bir]ikte buhar istasyonlari ig¢in
kullanilan kazan. besleme sularinin temiz olmasi, nikleer
teknolojideki sularin aritilmasi iglemi, uzay teknolojisi
ile birlikte minyatir elektrik gilic istasyonlari igin, suyun
temizlenmesi g¢ok onemli hale gelmis olup iyon-degistirme
olayinin  o6nemini artirmigtir. Ginimizde yeni Kiymetli
kaynaklarin kesfine ve c¢evreyi korumaya ihtiyag
duyulmaktadir.

Bir ¢ok alanda, jyon-degistirme teknolojik



gelismeye direk etki edip, kimya, mihendislik ve biyoloji
icerisine yeni gbriugler getirmistir. Biyokimya, biyofizik
bilim dallarinda canl1 membran igerisine nakil, Teorell(8),
K.M. Meyer(9), ve Schlogl(10) gibi bilim adamlarinin
onclaginde geligmesini, iyon-degistirme olayina borgludur.
Giniimizde boébrek makinesi olarak galigan diyalizier iyon-
degistirme teknolojisine dayanir. Bugin petrolun yer
altindan ¢ikarilmasi olayi, bir iyon-degistirme teknolojisi
olup, reservuar akigkan ile kil arasindaki iyon-degistirme
olayidir.

Iyon-degigtirme prensip olarak kimyasal ayirmalar
igin iyi bir metottur. Onceleri nadir toprak elementlierinin
ayirilmas imkansiz gibi goridldrken simdi iyon-
degistiriciler vasitasiyla optik ayirmalar bile miimkin hale
gelmigtir(11).

Iyon-degistiricilerin en 6nemli uygulamalarindan
birisi de katalizleme olayidir. Birgok organik kimya
reaksiyonu, ¢o6zeltideki iyonlar tarafindan katalizlenir.
Sakkarozun hidrojen iyonlari ile katalizlenerek inversiyona
ugrayarak cok fazla miktarda glikoz ve friktoz vermesi buna
ornek olarak gosterilebilir. Bugiin, iyon-de§istirme ile
katalizleme 6zel Dbir onem kazanmigtir, Otomobil
benzinlerinde katki maddesi olarak kullanilan tetraetil
kursun etkili bir gekilde vuruntuyu onlemektedir. Diger bir
ornek ise alimina-silikatlar(zeolitler) Uzerinden gaz
fazinda, hidrokarbon driinlerinin  katalitik olarak
parga]anmas1d1r.’ Iyon-degistiricilerin, iyon-katalizleme

reaksiyonlarinda kullanilmasi ilgi ¢ekicidir. Hetorojen



kataliz igerisine gbzelti igerisindeki homojen katalizin bir
iyon degistirici ile tasinmasi, segimli ve etkili
katalizlemenin gelismesini saglamistir. Ornegin, kata
katalizleme &yle yapilabilir ki sadece kiclk molekilleri
kabul edip, biyidk molekiilleri kabul etmez veya belli
sekildeki molekiilleri kabul edip, digerlerini kabul
etmiyerek binyesine alacagir molekilleri se¢imli bir gekilde
katalizler(12).

Iyon-degistiricilerin diger yeni bir uygulamasi da
dezinfektanlardir. Regineler, bakterileri kuvvetlice tutma
yetenegine sahip olup anti bakteri grubu olan quarterner
amonyum iyonlari veya diger fonksiyonel gruplar ihtiva
ederler(13).

Iyon-degistiricilerin diger bir kullanilist ise
organik sentezler ig¢inde kalip gorevi yapmasidir. Burada
uygun fonksiyonel gruplaria donatilan bir kati, istenilen
bir reaksiyon i¢in, bir reaktantin, bir bagka ajan1 dogru
kofigilirasyon ve yer igcerisinde tutmasi ig¢in kullanilir. Kat1
faz peptit sentezi olarak isimlendirilen bu olayin homojen
cbzeltilerdeki sentezleme alaninda biiyik avantajlari vardir.
Boylece proteinlerin sentezinde ¢ok ylksek verim elde
edilir(14).

Iyon-degistirici regineler, son yillarda kimyanin
hemen her dalinda basariyla kullanmilmistir. Bugdn,
6zel amaglar  i¢in laboratuvarlarda, rafinerilerde,
katalizlerden organik sentezlere kadar, biyomedikal
uygulamalarda, kimyasal analizlerde ve buna benzer birgok

onemli sahada kullanilabilen, gelistirilmis 6zel organik ve
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inorganik recineler yapilmg§ ve hdlda yapiimasina devam
edilmektedir. Reg¢ineler konusunda; kolon elisyon hizinin,
kolona verilen numune miktarinin, iyon-degistirici
iskeletinin, eluant icerisindeki komplekslegmenin
tabiatindaki deg§igiklikler iizerinde c¢aligmalara devam

edilmektedir.

I1.2. 1YON-DEGISTIRICI REGINELERIN OZELLIKLERI VE
YAPISI

Iyon-degistirme; kat1 ve sivi faz arasindaki
iyonlarin tersinir bir gekilde yer deg§istirmesi olarak
tanimlanir. Bir iyon-degistirici reginenin galigsma prensibi;
hareket1i faz olan ve zi1t iyonlar tasiyan faz ile, sabit
yikld gruplar ihtiva eden ¢oziinmeyen maddeler arasindaki
elektrik yﬁkleriniﬁ dengelenmesi geklindedir.

Bircok farkli: tabii ve sentetik regine iyon
degistirme 0Ozelligi gosterir. Mineral iyon-degistiriciler,
iyon degistirici komiirler, sentetik inorganik iyon-
degistiriciler 6rnek olarak gésterilebilir. Bunlar arasinda
en gok kullanilanlari organik iyon-degistirici reginelerdir.
Bu tip reginelerin iskeleti (¢ boyutlu hidrokarbon
zincirlerinden olugan matrikslerdir. Bu matriksler agagidaki

iyonik gruplari tasirlar.



-S0, -C00 , -P0 , -As0
3 3 3
+ + + +
N NN S
-NH3, /NHZ, >N, s

Iyon-degistirici recineler temelde iki simifa
ayrilirlar.
1. Katyon degistirici regineler
a) Kuvvetli asidik katyonlar
b) Zayif asidik katyonlar
2. Anyon dedistirici regineler
a) Kuvvetli bazik anyonlar

b) Zay:f bazik anyonlar

Kuvvetli asidik katyon degigtirici regineler
sitiren-divinilbenzenin silfonlastirilms kopolimerieridir.
Sulfurak asit, sdlfirtrioksit ve klorosulfonik asit,
silfolama reaksiyonu icin kullanilabilir. Zayif asidik
katyon degistirici recineler akrilik veya metakrilik
asitlerin, divinil-benzen gibi iki fonksiyonlu guruplarlia
baglanmasiyla veya fenolik, ve fosfonik gruplardan
yapilabilirler.

Kuvvetli baz anyon degistirici regineler sitiren-
divinilbenzen kopolimerinin, klorometil-metil eter ile,
kloro metilasyon reaksiyonundan sonra trimetilaminin
reaksiyona girmesiyle elde edilir. Zay 1 f baz
anyon degistirici regineler, aminlerin, sitiren-divinil

kopolimerine baglanmasiyla elde edilirler.



II1. LIGAND(SELAT)-DEGISTIRME

"Ligand-degistirme" terminolojisi i1k olarak 1961
yilinda F.G. Helfferich(15) tarafindan, Walton Vve
Stokes un(16) 1954 yilindaki arastirmalarindan faydalinarak
ortaya atilmistir. Helfferich bakir(II) yilikld karboksilik
katyon-degistirici recine kolonlari kullanarak sulu
¢bzeltilerde 1,3 diaminin absorplianmasini saglam§ ve kolonu
amonyak ¢o6zeltisi ile rejenere etmistir(l7). Ligand-
degistirici reginelerin diger uygulamalarina alifatik
aminlerin, diaminlerin ve hidrazinlerin ayiriimasiyla devam
edilmistir(18,19).

Ligand-degistirme kromatografisinde sulu ortamda

"bulunan aminler, amino asitier, ve bunlara benzer
ligandlar kati govdeye tutturulan gegig metalleri ile
komplekslegme yaptirilarak cok iyi ayirmalar

yapiimigtir(1l5).

II1.1. LIGAND-DEGISTIRME TEKNOLOJISI

Organik ¢6zeltilerindeki bilegenlerin ayriimasi ve
saflagtirilmasy i¢in ligand-degistirme kromatografisi son
yillarin popiilar konusu olmus olup, bu konudaki ¢alismalar
artmaya baglamigtir, bu da bize bu konunun 6nemini gosterir.

Yaklagik 15 yildan beri Tigand-degistirme kromatografisi,



saflastirma konusunda ortaya ¢ikan birgcok problemin ¢dzimiind
kolaylagstirmistir. Bundan bagka ligand-degistirme
kromatografisi kinetik de§ismeye meyilli karisimlarin
arastirilmasy igin gigli ve glivenilir bir metod olmustur.
Nadir toprak elementlerini ay1rhada ortaya c¢cikan en
buyik zorluk; dis elektron kabuklarindaki benzer yapidan
dolayi, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerindeki benzeyiglerdi.
Bir elementden diger bir elemente degisen ayirici 6zellikler;
atomik ¢ap ve bunu izleyen bu elementlerin selat yapicilarla
o]abi]ecektkomp1eks1eridir. Bu 6zellik iyon degistiricilerde
selat yapicilar kullanma fikrini' gelistirmistir. Daha
sonraki  yillarda gelatlasma yaninda kullanilacak olan
elisyon g¢ozeltilerin onemi artmis ve gelat reginelerinde
hangi §e§ft eluant kullaniimasi gerektigi tzerindeki
caligmalar yogunluk kazanmistir. Eluant, kolondan ayiriimak
istenen maddeler ; bir piston hareketi  seklinde
¢1karmaktadir. Eluant segimindeki gelismeler ayirma piklerin
de istenilen piklerin elde edilmesini saglamigtir. Ayni
ayirma igleminde ayn1 reginede kullanilan ayni eluanttaki pH
degisimlerinin bile ayirma tzerine etkisi biylk olmugtur.
Ligand-degistiricilerin ilk kullanim donemlerinde
bir kompleks yapici ile ¢o6zelti igerisindeki iyonlarin
kompleksleri yapiliyordu.Sonralari, kompleks yapicilar iyon-
dedigtirici dzerine yerlestirmek daha etkili oldugu igin
selatlarin ¢ozelti igerisine degil regine lzerine
oturtulmas: tercih edilmistir. Bu diginceyle yeni regine
geligtirme ¢abalari baglamistir. Dowex-Al gibi 6zel amagla

karboksilat gruplu sentetik recinelerin iiretilmesine



ge¢ilmistir. Karboksilat gruplari hidrojen diyonlariyla
metal katyonlarini kuvvetli bir sekilde tutarlar.

Ligand-degistiriciler, degisik fonksiyonel gruplarla
kompleks teskil eden metal iyonlarini tagiyan maddelerdir.
Bugdn, 1ligand-degigtiriciler, standart bir kromatografik
teknik haline gelmis olup, aminlerin, amino asitlerin, v.b.
ayirilmasinda kullaniimaktadir.

Ligand-degistirme, kromatografi tekniginde
kullaniimaya baglamasindan sonra biyokimyacilar kendi
amaglari igin tekfar yeni denemeler yaparak "Metal $elat
Affinite Kromatografisi® adi1 altinda yeni c¢alismalara
baglamiglardir(20). Selat recineler ve 1ligand-degistirme
olayr iyon-degistirmenin kimyasal reaksiyonlarla kompleks

teskil ettirmesini amaglayan genel bir disiincenin sonucudur.

I11.2. LIGAND-DEGISTIRME NEDIR?

Ligand-degistirme kromatografisi, bir kati destek
igine oturtulan kompleksin parcasi olan bir molekilin,
farkli bir molekilin veya iyonun bu komplekse girmesi ve da-
ha kararli bir kompleks olusturmasiyla bu molekiiliin serbest
hale gegmesi olayidir. Diger bir ifadeyle ortamin
degigmesiyle kompleksin dagilarak bir molekil veya diyonun
kurtulup yerine bir bagkasinin gegmesidir.

Ligand-degigtirme kromatografisi(LEK), iyon-
degistirme, adsorpsiyon, kararli faz ve tutulacak maddelerin

tirine goére farklidir. Kompleks olusturan metal iyonu,
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koordinasyon kiiresi vasitasiyla sabit halde tutturulur.
Burada ligand-de§istirme metalin merkezi iyonuna baglh
bulunan ligandlarin yer degistirmesidir.

LEK deki tutan ve tutulanlarin, yapisi1 ve etkisi iyi
kavran11abi1irsé LEK e daha yeni boyutlar getirilebilir. LEK
metal iyonunun sabit faza yerlestirilmesine veya metal
jyonunun degisken faz tarafindan hareket ettirilmesine bagli
olarak ikiye ayrilir:

1) Ligandlarin kromatografisi
2) Komplekslerin kromatografisi

Birinci durumda metal iyonu sabit bir kompleks olan
RM'yi olusturmak i¢in elektrostatik, koordinasyon veya baska
baglar vasitasiyla sabit faz tarafindan tutulur. Eger bu
metal iyonun koordinasyon kiiresi doyurulmazsa (genelde
serbest koordinasyon uglari gegici olarak zayif baglh
solvent yada eluant molekilleri tarafindan doludur)
hareketli faz eluantinda bulunan farkli ligandlari tersinir
bir sekilde absorplar. Kromatografik kolonda Tligandlar
koordinasyon iyon Kkirelerine girme yeteneklerine gbre
¢Oziindrler.

Ikinci durumda kompleks olusturan metal iyonu kats
fazda yer almig Tligandlardan daha cok, hareketli fazdaki
erimig ligandlara kuvvetli baglidir. Bu yiizden hareketli faz
genellikle ayni merkezi metal iyonuyla gesitli kompleksleri
i¢ine alir. Bu tir LEK, iyon-degistirici kromatografiden
farklidir. Burada kompleksin koordinasyon halkasina giren

fonksiyonel gruplar kalici ligandlar seklindedir(21).
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I11.3. LIGAND-DEGISTIRME KROMATOGRAFISININ GENEL
OZELLIKLER}

Biitin kromatografik prosesier adsorpsiyon olay:
esasina dayanir. Tutunma olayr koordinasyon baglarinin
tesekkiild sebebiyle LEK igerisinde yer alir. A, B seklindeki
iki ligandin M gecis metali yikli selatlandiriimig R
re¢inesine tutunmasi, RM seklinde kararli bir kompleks
koordinasyon kiiresi olugturur. Bu proses:

K
RMA

RM + A ——=RMA
K

RMB
RM + B ==—= RMB Seklinde g6sterilebilir.

LEK, sadece degisken Tligandla sabit faza etkisinin
tersinir bir islem oldugu sistemlerde mimkindir.
Koordinasyon baglari kendiliginden kirilabilir ve yeniden
olugmalidir, yani tutunan kompleksier kinetik olarak
degisebilir olmalidir.

Denge sartlari altinda, A ve B 1ligandlari, olusan
tutunmus komplekslerin dengelerine gore degisken ve Kkati
fazlar arasina tamamen dagilir. Ayirma esnasinda olusmus
olan bu komplekslerin kararliligi ne kadar fazla olursa,
kromatografinin segiciligi de o kadar yiiksek olur. Ideal

durumda Tligand A ve B ayni1 andaki elusyonuyla, kolonun
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se¢ciciligi(a), tutunan komplekslerin olusma oranlarina

esittir(22).
v K
B RMB
a= =
v K
A RMA

Pratikte seg¢icilik: Tutucu yapi zincirlerinin
kargil1kl1 diizenlenmesinden, ¢oézlcinin metal iyonlarina
kismi koordinasyonundan, eluant molekillerinden ve diger
faktorlerden etkilenebilir.

LEK*in temeli kompleks meydana getirmedir. Yiiksek
se¢ici o©Ozelliginden dolayir, fiziksel adsorpsiyon ve iyon-
dedistirme 1islemlerinden biyik o6lcide farkl:i olan bir
prosestir. Halbuki yiikld pargaciklarin elektrostatik
kuvvetlerle etkilesimi, belli bir sterik yonden mahrumdur.
Tanecikler arasindaki mesafe lzerindeki ciddi  ihtiyaglara
cevap vermez. Elektron veren 1ligand gruplarinin bir
kompleks igerisindeki, merkezi metal diyonu ile olan
etkilesimi yanliz belli bir yonde ve sikica yerlestirilmis

uzaklikta olusur. Asagidaki grafikte goérildigi gibi:

Eluant Kons

N il .
Vs ‘Eluant Hacmi
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Kompleks tesekkiiliinin bir o6zelligi, 1ligand-degistirme
teknikleri kullanilarak yapilarinda bilydk 6l¢ide fark
bulunan Tligandlari ayirmak i¢cin de§il, ayni1 zamanda benzer
6zelliklere sahip karigmmlarin iyi bir sekilde ayiriimasim
saglar. Geometrik durgmdaki izomerler, 1izotoplar ve optik
izomerler bunlara ornektir,

Ligand-dedigstirme kromatografisinin avantajlarm

sunlardir:

a) Olusan komplekslerin yiiksek kararliligi sebebiyle,
tutucular (sorbentler) ¢6zelti iginde tuzlar ve elektrolit
olmayan maddeler olmasina ragmen hareketli fazdaki
ligandlary segici bir gekilde tutabilirler. Bu yolla, ligand
tutma donor gruplari bulunmayan her tdr maddeden kompleks
tesekkiil edebilen bilegenlerin ayrilmasi igin ve sulu ligand

¢bzeltilerin konsantre edilebilmesi igin kullanilabilir.

b) LEK esnek bir prosestir. Cinkii kompleks olusturan
6zelliklere sahip olan metal seg¢im araliginin genis olmas1,
tutulacak maddelerin d6zelligine gore gecis elementinin segme

imkanini artirir.

c) Farklir koordinasyon degerli ligandlarin ayriminda, bu
ligandlarin tutucular ile etkilegim se¢iciligi,
ayarlanabilir veya ¢ikan ¢ozeltideki ligandlarin toplam
konsantrasyonlarini degistirmek suretiyle kolayca tersine
gevirgbi]ir.

LEK Tigand-degistirme kromatografisi: Kompleks tegkil

eden katyonla Tigand 06zelligi gosteren tutulacak maddeler
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arasinda degdisebilen kompleks olugumu ile ilgilidir. Bu
++  +H ++ 4

gergcekten yararlanilarak; Cu, Ni, Co, Zn gibi ge¢is
elementlerini ihtiva eden iyonlasan veya selatlagan katyon-
degigiciler yapilmigtir. Burada kompleks teskil eden iyon
kat1 kararli sabit faz digerisine iyonik, kovalent veya
koordinasyon baglariyla baglanip sabitlestiriimistir. Bazi
koordinasyon uglari1 hala serbest olacaktir ve ligandlar
koordine metalle birlegeceklerdir. Eger farkli Tigandlar bu
metalier ig¢in farkli ilgiye sahipse bu ligandlarin kolondan
asagiya siiriikleme hizlarida farkli olacaktir, bundan dolay:
ayirma meydana gelecektir. Ornek olarak sulu g¢ézeltisinde
Cu++ katyon degistiricisiyle tutulan amonyagdi gbz oniine ala-
Tim Ustd ¢izilmig maddeler kararli fazi gosteriri(23).

2+ 2+

Cu(HO) + 4NH === Cu(NA) + 4HO
2 4 3 34 2

Amonyak ve su farkl: ligandlarla yer degistirilebi-
lir. Bu Tigandlar, aminler, amino asitleri, niikleosidler,
nikleik asit bazlari, alkoller ve karboksilik asitler gibi
birgok serbest elektron ¢ifti bulunan maddeler olabilir.
Eger L tek digli bir ligand ise:
+2 —t2

CuNH) + 4L === CuL + 4NH
34 4 3

Ligand-degistirici reginelerin  se¢imi ligand
gruplarinin bir, iki veya g¢ok disli olmasiyla ilgilidir.

Segici ligand-degistiricilerde asagidaki 6zellikler
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istenir(24):

‘1. Capraz bagin olmamasi veya az olmasi

2. Kopolimer izerinde maksimum sayida aktif fonksiyonel
gruplarin olmasi

3. Aktif fonksiyonel gruplar dzerinde aktif donor atomlarin
sayisinin ¢ok olmass

4. Metalin liganda ilgisinin fazla olmasi

5. Metal-ligand baglarinin gok kuvvetli olmasi

Metal iyonlarinin ¢6zelti igindeki aktivitesi ise:
1) 1lyonun elektronik konfigurasyonuna
2) Metal-iyonunun iyonik gapina
3) Ligandlarin veya metal iyonlarimin asit-baz durumuna

baglidir.

S ve P orbitalindeki elektronlara sahip iyonlar
(alkali ve toprak alkali metalier) kimyasal reaksiyonlarinda
sinirlt  bir degistirme gosterirken, d ve f orbitallerinde
elektron bulunduran metaller  kompleks davraniglar

gosterirler(25).

I11.4, LIGAND-DEGISTIRICILERDE FONKSIYONEL GRUPLAR

Ligand-degistirici reginelerde fonksiyonel gruplar,
degistirici kiresinde elektron verici olarak gérev yaparlar.
Koordinasyon yapan kopolimerler, metallerle koordinasyon
bagr yapmaya yetenedi olan ve binyesinde bir donor atomu

tagiyan fonksiyonel gruplar ile kovalent baglar yaparak
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polimere baglanmiglardir(26). Koordinasyon iyon-
degistirmeyle saglanir ve bu kopolimerler 6zel ve segici
ligand-degistiriciler olarak kullamilir.

Fonksiyonel gruplar iginde elektron verici gbrevi
yapan elementler; oksijen, azot, kikirt, fosfor ve

arseniktir. Asadirda bazi fonksiyonel gruplar gésterilmigtir:

—NHCH COOH,  —CH N(CH COOH) , —CH —N—CH
2 2 2 2 2 | 3
CH COOH
2
OH

|
—P(OH) , —PO(OH) , —C—PO(OH) , —OPO(OH)
2 2 2 2

OH COOH COCH ’ ASO(OH)Z -—?==NOH
l OH, OH

NOH NOH
\/4

—SH, ASO(OH), y —C—C—
N==N

111.5. LIGAND-DEGISTIRICILERDE MATRIKS SECIMI VE
SELATLASMA

Ligandlarin ¢ogu bir katyon ile koordinasyon bag1
olugtururlar. Bunlardan bir koordinasyon bad1 olugturan
ligandlara tek disli 1ligandlar denir ve tek bir digle
kendilerini merkez metal katyonuna tuttururlar. Bazi

durumlsrda ise her bir Tligand molekiili merkez metal
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katyonuna birden fazla digle tutunurlar. Bu tip liganlara
cok disli ligandlar denir. Asagida gosterilen maddeler gok

digli ligandlara birer ornektir:

i
0 0 H NCH .CH NH -0~
N\ 7 2" 2 2 2
c—C OH
_/ \_ 1,2 diaminoetan
0 0
okzalat Salisilat

Bazi1 .ligandlar ise (etilendiamin tetraasetat gibi)
merkezi iyonla alty disle yani gok digle baglanabilir. ok
digli ligandlar ve katyonlar arasinda teskil eden bu
kompleks iyonlara selat kompleksleri denir. Bu tir
komplekslerde 1ligandlar, metal iyonu Gzerine Kkiskag gibi
tutunurlar. Asagidaki gekilde demir(III) ve oksalat iyonlari

arasinda olusan selatlagma gérilmektedir(27).
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Genelde ¢ok disli ligandlar tek disii 1ligandlardan
daha gigludir. Gok digli ligandlar metal iyonuna akrep
kiskag1 gibi tutunurlar. Metal iyonlarin1 tutan kat:
destegin ve selatlarin segimi ¢ok onemlidir. Iki digli
ligandlar metal iyonlarini baglama yéniinden zayiftirlar. Ug
digli ligandlar ise meia]leri bajlama agisindan uygundurlar.
Iki disli 1ligandlarin tutmus olduklar:i metaller eluantla
sokildikleri halde i¢ digli ligandlar ig¢in boyle bir durum
s6z konusu dedildir. Metaller kolondan eluantla birlikte
siiriklenmezler. Bu olay gbz online alinarak fonksiyonel
gruplar segilirken i¢ digli 1ligandlar veya ¢ok disli

ligandlar tercih edilir.

EDTA Selata
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Re¢ineleri tutan 1ligandlarin(selatliarin) kuvvetli
metal koordinasyon kompleksi teskil etmesi yaninda, gorinir

++
1§$1§1 tamamen gegiren 6zelligede sahip olmasi gerekir. Ni ,

++ ++
Co ve Cu gibi metal iyonlari adsorpsiyonu ve
desorpsiyonu g6z yardimiyla kolayca takip edilebilir.

Béylece kolondan sizmalar gorilebilir(2l).

I11.6. KOMPLEKSLESME VE KOMPLEKS IYONLARIN OLUSUMU

Kompleks reaksiyonlari, metal katyonlari ile farkl:
ligandlar arasindaki ilgidir. Fazla miktardaki amonyak
cbzeltisi, sulu bakir(II) silfat ¢ozeltisine eklenirse,
amonyak ¢6zeltisi su ile yer degistirir yani hidratlanms
bakir(II) iyonlarindaki su molekulinin yerine gecerek
[Cu(NH ) ]2+komp1eksleri meydana getirir. Yer degistirme
soyle g13r.

2+ 2+
[Cu(H O) ] (aq) + 4NH (aq) —e [Cu(NH ) ] (aq) + 4H 0(1)
2 4 3 34 2

Bu durumda amonyak sudan daha giiglu bir ligand gibi
davranir, Gene]lestifme yaparsak kuvvetli ligandlar daha az
kuvvetli ligandlarla yer degistirir.

Kompleks iyonlar, metal iyonlarinin anyonlar veya
serbest elektron ¢ifti bulunduran maddelerle
¢evrelenmesinden meydana gelen 1ligandlardir. Gegis metal

komplekslerinde , Uzerinde bag yapmamis elektron ¢ifti
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bulunduran ligandlar, merkezi katyonla koordinasyon baglar:
meydana getirirler. Bu ortaklanmams elektron ¢iftieri gegis
metallerinin bos orbitallerine girerler. Merkezi iyonla

liganlarin meydana getirdigi koordinasyon ba§ say1s1ga
++ +
koordinasyon sayis1 denir. Cu iyonlari [Cu(H 0) ]
2+ 2- 2+ 2 4
[Cu(NH ) 7 , [CuCl1 ] ve [Cu(NHCHCHNH ) ] kompleksle-
34 4 2 2 2 22

rinde doért koordinasyon sayisina sahiptir.

6 koordinasyon sayisina sahip kompleksler oktahedral
pozisyonundadir. Sadece bakirin ¢ok az komp]eks]e}i kare
dizlem yapisindadir. Bunlar [Cu(H 0)]2+, [Cu(NH ) ]2+gibi
komplekslerdir. Koordinasyon say151ziki olan komplzkgler ise

lineer diizlemdedir.

HN NH
3 3
4+ 4

Cu

HN NH

Her Tligand en azindan bir ¢ift elektronlu atomdan
ibarettir. Bu elektronlari koordinasyon bad1 olusturacak
merkez  katyonuna verirler. Ligandlar merkez iyonuna

koordine edilmiglerdir.
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Iv. SENTETIK REGINELER VE CHELEX-100 LIGAND-
DEGISTIRICI REGINESI

Chelex-100 reginesi metal iyonlarin baglanmasiyla
selat halkas1 meydana getiren iminodiasetat fonksiyonel
gruplary ihtiva eden stiren-divinilbenzen polimerlerinden
olugsan sentetik bir reginedir. Chelex-100 reginesi N;
atomuna baglidir. "R" stiren-divinilbenzen birlikte polimer
matriksidir(28).

Bu regine ile asidik gozeltiler caligilirsa, regine
azot atomu ilzerinden anyon-degistirici gibi davranir ve klor
bilegikleri ile c¢aligmalar yapilabilir, Chelex-100
reginesine bakirin tutunmasi ile 1iki farkli degistirme
reaksiyonu olugturulabilir. Konsantre asidik ¢ozeltilerde
anyon degistirici gibi ve diger c¢ézeltilerde ise yavas
degigtirici tiplerinden olan 1ligand-degistiriciler gibi
kullanilabilir(29).

Bu regine degisik blyikliklere sahip olup kiiresel
sekildedir. Bu reginenin 200-400 mesh biiylikluginde olani
ligand-degistirme iglemleri ig¢in ¢ok uygundur. Farkla
ayirmalar igin  farkli biytkldkteki Chelex- regineleri
kullanilabilir., Bu recine ¢ok yiksek Konsantrasyonlu
¢ozeltilerde kullanildigr zaman metal iyonu sizintisi

olabilir.
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CH c// cu'c 0
—— + - v
/2 TS0 Na / 2 \II
R—N 4 — R—N\--------} M
0 Na CuSo
\CH —_C 4 CH-C—0
2\ CuCl 21|
0 2 0

Chelex-100 Reginesi

V. TABII REGINELER-LYCOPODIUM CLAVATUM(SPOROPOLLENIN)

Sporopollenin tabii olarak meydana gelen 1ligand-
degigtirici kromatografide kullanilabilen yeni alternatif
bir ligand-de§istiricidir. Sporopollenin bircok pollen
taneciklerin ve mikro sporlarin dis ylizeyi olan exine'ni
olugturan maddedir. .

Sporopollenin tabii bir madde olup dis etkilere
kargi biyik bir dirence sahiptir. Sporopollenin, spor
kaynaklarinin dis kisminda kalan zarar gbrmemis hiicre
zarlarinda oldugu gibi 500 milyon yildan beri eskimig
tortular ve kayalar dzerinde yagayan canlilardan meydana
gelen fiziksel ve kimyasal kararliliga dayanikliga sahip
maddelerdir. Bu canlilarin selliilozdan meydana gelen intine
ismi verilen i¢ katmanlari bosalmigtir(31).

Sporopollenin, pollen veya sporlarin organik
gbziciler, alkali ve %80 sicak fosforik asit ihtiva eden
kuvvetli asitlerle bir hafta boyunca muamele edilerek bitki

intine larindan ¢ikarilabilir. Bu iglemden sonra orijinal
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sporlarin degigmeden kalan di§ yapilari Lycopodium-Clavatum
sporiaridir(32).

Lycopodium-Clavatum yurdumuzda Trabzon A-7
bolgesinde bulunan daglik arazideki egrelti otlam

familyasindan olan kurt pengesi, kurt aya§r bitkilerinden

! it i

Jekil 1. Lycopodium-Clavatum Bitkisi( Kurt Pengesi ).

Sporopollienin tabij olarak bitki duvarlarinda
bulunmaktatir. Spor duvarlari hicrenin i¢ kisimlarim
cevreleyen i¢ i¢e gegmig iki ana duvardan olugmustur.
Hicrenin 1i¢ duvarlar: intine denilen sellilozdan olusan
protein-polisakkaritierden meydana gelmigtir.Daha distaki
duvarlar ise exine adi verilen sporopollenini olusturan
maddelerdir(33).

Sporopolleninin belli bir 6ze11igi spor biyikluguntn
tanecikten tanecige degismemesidir. Lycopodium-Clavatum
sporlari 20 mikronluk bir ¢apa sahip olup dizgiin bir
yapidadir(34).

Pollen taneciklerinin exine tGzerinde John (1814) ve
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Bracoonot (1829) yillarinda ¢aligmalarda bulunmuglar ve
hiicre duvari bilesenlerinin kimyasal reaktifleri karsi
direngleri konularini gelistirmiglerdir (35). 1928
yillarinda Zetzschhe bitki duvarlarini olusturan Lycopodium-
Clavatum sporlari1 iizerinde c¢alismig ve sporopolleninin
pollen ve  hiicre duvarlarinda mevcut olan kimyasal
maddelerden meydana geldigini agiklamigtir. Daha sonralam
Brooks(1971) yilinda Sporopolleninin gok ylksek bir dirence
sahip kimyasal bir madde oldugunu ve spor duvarlarini teskil
eden exosproim igerisinde oldugunu ileri strmistir(35).
Sporopollenin Lycopodium-Clavatumdan elde edilen
karbon, hidrojen ve oksijen ihtiva eden C H 0 seklinde
bir stokiyometriye sahip kimyasal maddedir?oY;gﬁliz deneyler
sporopolleninin karotenoitlerin oksitleyici polimerlesmesin-
den elde edildigini gostermistir(36). Sekil 2 de

karotenoitlerden tiretilmis kimyasal yapis1 gésterilmistir.

3ekil 2. Sporopolieninin Karotenoidlerden Tiretilmis Yapisi
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V.1. SPOROPOLLENININ IYON-DEGISTIRICI OLARAK
UYGUNLUGU

Ideal bir degistiricinin baz1 é&nemli 6zellikleri

asagida siralanmgstir:

10
2.

N O A~ W

~I
.

Dizenli bir yapida olmalari

Kontrollu ve etkin iyon- de§istirici kapasiteye sahip
olmalars

H1z11 degigme

Kimyasal kararlilik

Fiziksel kararlilik

Isisal kararlilik

Tanecik biytkliginin uygun olmas

Sentetik iyon-degistiricilerde gisme olay: fazladir.

Asagrdaki faktérler sentetik reginelerdeki sisme olayini

etkiler.

1.

Cevreleyen ortam (¢Ozici tabiati, elektrolit konsantras-
yonu)

Regine matriksinin tabiats

Kaunter iyonun ¢egiti

Iyonojenik grubun konsantrasyonu

Sporopolleninde gigme olayr yoktur. Sporopolleninin

sentetik reginelere karg: onemli avantajlari sunlardir.

1.

Elde  edilebilirligi: Sporopoilenin tabii _ olarak

bitkilerde mevcut oldujundan dolayi kolayca elde
edilebilir ve pahallr degildir. Bitkilerdeki intine

organik c¢oziclilerle, alkali ve kuvvetli asitlerle
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reaksiyona sokularak elde edilebilir. Bu reaksiyondan
sonra elde edilen sporopollenin orijinal sporunun yapisi
ayni kalir.

Iyon-degistirme kapasitesi: Sporopollenin iyon-degis-
tirme kapasitesi ¢esitli organik maddeler ekliyerek
artirilabilir. Kapasite artirma igi sporopollenin Ti-
gand-degistirme isleminde anlatiimistir,

Kimyasal kararliligi: Sporopolleninin kimyasal kararli-
1141 ¢ok sagdlam olup, gegitli goéziciilerle reaksiyona
sokuldugu halde bir ¢6ziinme gorilmemistir. Sporopollenin
hidroklorik asit, sidifirik asit ve ortafosforik asit
ile tepkimeye sokulmasina ragmen, yapisinda hig¢ bir
degisiklik oTmamigtir(37). Klorosulfonik asitle reaksi-
yona sokularak mikroskopla incelendigi zaman goriilebilen
bir kayip olmadi1§g1 yapilan denemelerle anlagilmistir.
Sporopollenin ozon ve hidrojen peroksitie temas
ettirilince cok onemsiz yapi1 dedisikligi goridlmistir.
Diaminoetil-sporopollenin yapisina karbondioksitin
girmesi ayirma islemini zorlagtiran bir kiigik dezavantaj
gibi goriilebilir. Bu problemde HC1 ile muamele edilmek
suretiyle giderilebilir.

Fiziksel ve 1s1 yo6ninden kararli11gi: Sporopollenin fi-
ziksel ve 1s1 ydniinden kararliliga sahip olan biylk
molekdl agirliklt capraz baglarla bagli tabii bir
polimerdir. Brooks ve Shaw(38) gaz kromatografisinde
prolizini ve infrared spekroskopisinde yap1 tayinini
yaparak dayanikliligini olgmiistir.

Tanecik  buyukldga: Sporopollenin 20 mikron ¢apinda
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sabit ¢ok ince tanecikli homojen bir yapiya sahiptir. Bu
sabit mesh biyiik1igi Sporopolleninin o6nemini artirir.
Sporopolleninin diger bir 6zelligi c¢ozlcilerle muamele
edildigi zaman gismemesidir. Kabarma iyon-de§istiriciler
j¢in bir dez avantajdir. Sporopollenin 800 US mesh, 610
BSS me;h bilyilik1igiindedir.

Sekil 3. Sporopolienin Tanecik Fotografi

Sporopolieninin homojen sabit bir tanecik
biyikligine sahip olmasi ¢ok istenilen bir durumdur.
Ak1s hizinin dizgin olmas1 ve net ayirmalar, tanecik bii-
yiikldglnin dizgiin olmasina baglidir.

Sporopolieninin  yapisin1 incelersek sekil(2), OH
grubu gegirgenligi artirir, 0 oksitleyicidir. Halkals
yapida olmas1 reginenin uzun stre kullanilmasini saglar.

“Sporopolieninin birim zar yapis1 metillesmistir.
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VI. LIGAND-EXCHANGE KROMATOGRAFI'DE AYRILAN
MADDELER ve AYIRMA ISLEMLER]

VI. 1. KOLONDA AYIRILAN MADDELER

Niikleositler ve Nikleik Asit Bazlari:

Dogal olarak kromozomlarda bulunan uzun zincirli ve
¢izgisel yapida olan niikleik asitlerden olan <DNA> ve <RNA>
son yillarda biyokimyada biiyiik 6nem kazanmig, birgok hiicre
i¢i olayin aydinlatiimasina yardimci olmugtur. (DNA) deoksi-
riboniikleik asitin, (RNA) ise Ribonikleik asitin kisaltiimis
sembolleridir. RNA hiicrelerde protein sentezi igin gerekli
bilgileri DNA dan alarak ilgili yer]ere tagir. Bu nedenle
yogun olarak stoplazmada bulunur. Birer polinitkleotid olan
DNA ve RNA molekiillerinin yapisinda organik baz molekild ile
seker ve fosfat gruplar1 bulunmaktadir. Organik baz
molekilleri seker halkasina 1 yerinden bir glikozid bagi ile
baglanarak nikleozidleri olusturur. Nikleozidlere fosfat
grubunun eklenmesiyle niikleotidler meydana gelir.

Nikleik asit bazlarinin temelini pirimidin ve pirin
halkalari olusturmaktadir. Bu halkadaki hidrojen atomlars
yerine yeni gruplar gegmesi ile nikleik asit bazlar meydana

gelir,
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(uridine) ( cytidine) ( Adenosine) (Guanosine)

Nilkleik Asit Bazlara |
s

Y [+]
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¢ C
ny’ T’C\S" n'é‘c'"‘cn ”3’ \E:“:c
1 < .
"‘c‘a’c" o#\g,cn m':,.” Ay Hav~Cop Sy
{Uracil) (Cytosine) ( Adenine) { Guanine )
Nikleik asit tirevlerinin karigimlarinin

L.E.K. (Ligand-Exchange Chromatography) kullanarak ayiriimasi
bu maddelerin biyosentezde kullanilmast agisindan 6nemlidir.
Bu maddelerin kimyasal ozelliklerini incelemek iﬁteyen'
aragtirmacilar igin saflagtiriimasy gok istenir,

Nikleik asitlerden tiretilen pirin ve primidin
bazlari1 c¢ozeltideki pH ya ve reginenin ¢zelligine bagla
olarak anyon, katyon veya ligand tegkil etme yetenegi
vardir(30).

Kolona injekte edilen nilkleik asitlerin ve niikleo-

sitlerin Xmak(nm) degerTeri agagida gosterilmistir.

)\mak(nm)
Uridin 267
Sitidin 270
Guanozin 270
Adenozin 260
Urasii 272
Guanin 263
Adenin 266
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VI. 2. KOLON DOLGU MADDELERI ve YURUTOCU FAZ

Kullanilan Eluant(Amonyak)
M(moT\1t) pH

0.2 11.03
0.5 11.10
1.0 11.40
2.0 11.55
2.5 11.63
3.0 11.75

Kolonda Dolgu Maddesi Olarak Kullanilan Regineler:

Regine Donor Regine
Fonksiyonel Grup Tabiat» Atomlar Ismi
CH COH Stiren- N,O CHELEX-100
/7 2 2 divinil 2
-CH N benzen
2 \ Polimer
CH CO H
2 2
~NH(CH )-NH- Lycopodium N Diaminoetil-~
22 Clavatum Sporopollienin
Polimer (DAE-Sporo-)
pollenin
~NH-(CH )—N-CH-COOH Lycopodium ~COOH Karboksimetil
CH 22 CH 2 Clavatum diaminoetil
| 2 | 2 Polimer Sporopollenin
COOH COOH . (KMDAE-Sporo)
pollenin
-~NH-C=N-OH Lycopodium N anti-Diamino
| : Polimer etilglioksim-
HC=N-OH Clavatum Sporopollenin
-C=N-OH Lycopodium N bis-Diamino
| Clavatum etilglioksim-
-C=N-0H Polimer Sporopollenin

Ugiinci  kolonda Tistelenen donor atomlar birinci
koTonda kullanilan fonksiyonel gruplarin(ligandlarin) bir
pargasidir. Bazi durumlarda birden fazla donor atom olmasina

rafjmen sadece birisi kullamilabilir,
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VI. 3. AYIRMA ISLEMLERI

Kullanilan Aletler

1. UV-160 A, UV-Visible Spectrophotometre: Shimadzu
. Differantial Refractometer : Water Associates

2

3. Peristaltic Pump P1 Pharmacia Fine
Chemicals

4

5

. Mikroskop Vickers Ins.

Pharmacia Fine
Chemicals

. Kromatografi Kolonlar:

oo

Kolonun Hazirlanmasi ve Galigtilmasi:

Ligand degistiriciler saf su ile suspansiyon haline
getirilerek kolona yardimc1 bir kolon ile doldurulur. Regine
kolona sikica paketlendikten sonra birkag saat kolondan
eluant gegirilir. UV Spektrofotometre istenilen dalga boyuna
ayarlanir. Kolona bir injektor ile ay1r11mas1 istenen madde-
Ter injekte edilir. Peristaltik pompa ¢alistirilarak kolona
eluant génderilir. Kolondan ¢ikan ¢ézelti UV Spektrofotomet-

re veya Refraktometre ile tesbit edilerek pikler kaydedilir.

Sekil §.WA};§ma-§istem%: 1. Kolon, 2. pompa, 3. UV-Sp.
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VII. LIGAND-DEGISTIRICI REGINELERIN HAZIRLANMASI
VE AYIRMA ISLEMLER}

++
VII. 1. Cu YOUKLU KARBOKSIMETILDIAMINOET!L-SPORO-
++

POLLENIN(Cu  Yiikld KMDAE-Sporopollenin)

Lycopodium-Clavatum bitki sporlarindan hazirlanan
54 gr Tik bir ornek 450 ml Tik susuz toluen ile
karigtirilir. Daha sonra bu sidspansiyona 150 ml 1,2
diaminoetan eklenir. Bu siispansiyon 20 saat kadar bir geri
sogutucu ile 1si1ti1lir. Sispansiyon kaynama s1cak1i§1nda
1sitma ve geri sogutma yapilir. Bu gsekilde 1,2 diaminoetan

Sporopollenine baglanmig olur. Reaksiyon:

- + NHZ(CH ) NH — @ NH(CHZ) NH

22 2 2 2

Diaminoetil-Sporopolienin
(DAE-Sporopolienin)

Daha sonra sispansiyon sogutulmaya birakilir.
Sodutma iglemi yapildiktan sonra vakum filtresiyle
siispansiyon siizdldr ve toluenle yikamir. Béylece
Diaminoetil-Sporopollenin(DAE-Sporopolienin) elde edilir.

Depolonmas1 gereken DAE-Sporopollenin hidroklorik
asit ilave edilmesi gerekir. Aksi halde DAE-Sporopollenin
hava atmosferinde bulunan CO ile reaksiyona girerek

2
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binyesindeki aminleri karbonatlarina gevirir,
Sporopolleninin HC1 ile reaksiyonu icin, 2 M HCI1 ile
reaksiyona sokulur. Daha sonra su ile yikanmir, son olarak
etanol ve eter ile yikandiktan sonra kurumaya birakilir.

Aminoetil-Sporopollenin klorik asit ile reaksiyonu:

HCL + +
-NH(CH )-NH  ——— -NH-(CH ) -NH
22 2 2 22 3

c1 C1

Klorik asit formundaki DAE-Sporopolienin kullanilimak
istenildigi zaman alkollu sodyum hidroksit ile muamele
edilir, su, etanol ve diklorometan ile sirayla yikanir.

Bir reaksiyon kabina 48 gr DAE-Sporopollenin
eklenir. 32 ml, 2 M NAOH VE 32 ml, 1 M NaHCO -ile
noturlestirilen bromoasetik asit reaksiyon kabina ek?enir.
Oda sicakliginda bu suspansiyon bir gece boyunca
karistirilir., Reaksiyon tamamlanarak reaksiyon . kabindaki

sispansiyon sirasiyla su, sulu asetik asit ¢ozeltisi ve

tekrar su ile yikanir ve kurutulur. Reaksiyon:

BrCH COOH
2
-NH(CH )-NH - -N-(CH ) -N-CH COOH
' 22 2 1 22! 2
CH CH
1 2 I 2
COOH COOH

KMDAE-Sporopollenin

1 M CuCl gozeltisi bir beher icerisine hazirlanir.
2 t
- Bu  ¢ozelti Browoasetik asit1i-DAE-Sporopollenine (KMDAE--
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Sporopollenin) eklenir. Sidspansiyon pH s1 3.5 yapilir. Bir
karistima kabina alinan bu ¢bzelti bir gece boyunca‘manyetik
karistirica  ile karmistirmilir. Elde edilen silispansiyon
slzitllerek saf su 1ile yikanir. Meydana gelen reaksiyon

asagidaki gibi olur:

o X
N\
/c_z\/

1M CuCl \ ++/
N
/

2 z
—N-(CH ) -N-CH COOH ————— = Cu \
I 221 2 /

CH CH CH
| 2 | 2 o\ N2
COOH  COOH
¢ — CH
/Y
0
CH
0—2C"
AN
0

++
Cu yikld Karboksimetildiamino
etil-Sporopollenin

4+
(Cu yikld KMDAE-Sporopollenin)

Hazirlanan bu regine kolona doldurulur. Kolon bir
saat kadar yiiritdcd ve s¢kicid faz olan amonyak gﬁze}tisi ile
dengeye getirilir. UV spektrofotometre dalga boyu segilerek
sifir ayarlamasi yapilir. Eluant 10 dakika kadar UV
spektrofotometreden gegirilerek sifir ayarlamasi tekrar
yapilir. Ayiriimas: istenen Tligandlar bir mikropipet ile

belirli hacimlerde alinarak karistirilir. Bu karisimlardan

35



alinan ligandlar kolona bir injektor ile verildikten sonra,
bir peristaltik pompa yardimi ile kolona sirekli olarak
amonyak .eluanti gonderilir. Kolondan ¢ikan eluant UV

spektrofotometre ile incelenerek kromatogramlar kaydedilir.

++
Cu Yiukld Karboksimetildiaminoetil-Sporopollenin

( KMDAE-Sporopollenin )

A- Nitkleositlerin Ayirilmas

Regine ile dolu kolona dridin ve adenozin
¢bzeltilerinden hazirlanan karigim injekte edilir. Amonyak

eluant1 kolondan gegirilerek ayirma iglemi yapilir(Sekil:4)

+2.08A ; ; ' - ' N

Oridin

-3
<®

Adenozin

| s e Y -+ U RS S B

-8.18A [ ; [
0.0 560 .0¢SEC/DIV.) 3050

Sekil.4. Nikleositlerin Elusyonu: 0.5M NH , § =1x30 cm,
— 3 D,L
V=38 ml, A=260 nin
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Tablo:l

Nikleositlerin Retensiyon Hacimleri

Pik
Niklositler t(san) V(ml)
Uridin ( 0.02 M, 30 m1 ) 1130 14
Adénozin( 0.02 m, 30 ml ) 2040 25.4

KMDAE-Sporopollenin ile ayirmada; dridin ve adenozin
ligandlar Cd+meta1 iyonuna kargi farkli ilgilere sahiptir.
Bunun sonucunda bu ligandlarin kolondan agajiya amonyak
eluantiyla siriklenmeleri farkl: hizlarda olacak, boylece
Sekil(4) de gorilecegi gibi ligandlar biribirinden
~ayirilacaktir. Piklerden anlagilacagt gibi adenozin, dridine
nazaran re¢ineye daha kuvvetli baglanms oldugundan,

kolondan ¢ikmasida gecikmigtir.

B- Niikleik Asit Bazlarinin Ayiriimasi:

Kolona urasil ve sitozin ¢6zeltilerinden hazirlanan
karigim injekte edilir. Amonyak ¢dzeltisi eluant olarak

kullanilarak ayirma yapilir(Sekil 5).

Tablo:2

Nikleik Asit Bazlarinin Retensiyon Hacimleri

Pik
Nikleik Asit Bazlari t(san) V(ml)
Urasil ( 0.02 M, 30 ml ) 580 13.0
Sitozin( 0.02 M, 30 m] ) 1080 24.1
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+1.59g —p * -4 — * . + —r
e -
Sitozin
¢ . Urasil 1
0.208 . ' '
CA/DIV.) ]
: -
i
.
-0.10A - . — DA |
9.0 280 .8CSEC/DIV.) 1780

Sekil 5. Niik. Asit Bazlari Elisyonu: 0.5 M Amonyak, ¢=1x30,
V=260 ml,\-260 nm ’

Kolona wurasil ve adenin gbzeltilerinden  hazirlanan
karigimlar injekte edilir. Amonyak ¢bzeitisi eluant olarak

kullanilmak suretiyle ayirma yapilir.

+1.308A ' — - v
1-
Adenin
Urasil J
9.208
casDIV.)
! |
[ ammamiaman = 0 e RN e e ST N AGA a he R ls;:d
-8.10A . " TR |
2.0 N 580 .0¢SEC/DIV.> 2380

sekil 6. Nukleik Asit Bazlarinin Eldsyonu: 0.5 M Amonyak,
d= 1x30 cm, V = 30 ml, A=260 nm
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++
VII. 2. Ni YOKLU KARBOKS{METILDIAMINOETiL-SPORO-

++
POLLENIN(Ni  Yiik1d KMDAE-Sporopollenin)

Bir beher igerisine 1 M NiC1 ¢ozeltisi hazirlamir,
Bu ¢o6zelti, daha dnce elde gdi]en ve kurutulan
BADAE-Sporopollenine eklenir. Sidspansiyon pH si 6.5-7
oluncaya kadar amonyak c¢ozeltisi damlalar halinde eklenir.
Daha sonra bu ¢ozelti bir manyetik karistirici ile bir gece
boyunca karistirilir. Elde edilen sidspansiyon suquﬁr, saf .

su ile yikanir. Reaksiyon:

IO
C—t CH ////’
/ 2\N
: 1M NiCT \ / \CH
2 ++ 2
-rlq-(cnz)z—vle-cn COOH —— Ni '
2
cH cH - / -
‘ N N

é 2 | 2 0
OOH COOH \\ /
C—CH
/
0
b CH
— C
++ N\
Ni  ylklid Karboksimetildiamino .0
etil-Sporopollenin
++

(Ni ylklid KMDAE-Sporopollenin)

Hazirlanan bu regine kolona doldurulur. Onceden bahsedildigi

gibi ayirma iglemleri yapilir.
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++
Ni  Ydkl¢ KMDAE-Sporopollienin ile Ayirma lslemleri:

A- Nikleositlerin Ayirilmasi:

Nikleosit  ¢ozeltilerinin  degigik hacim  ve
konsanirasyondaki numuneleri kolona injekte edi]erek elde
edilen ellsyon kromatogramlari sekil 7 de -gosterilmistir.
Ayirilacak bu maddelerin regineye tutunmasi, regineye

baglanma kuvvetlerinin bir fonksiyonudur. Kolona tutunma ve

kolondan eluantla sokdlme farkli zamanlarda oldugu igin,
kolona injekte edilen nikleositler birbirinden ayiriimstir.
Uridin, sitidine gore kolonu daha erken terk etmistir.

Benzer §ekilde guanozin, adenozinden &6nce kolondan

¢grkmigtir,
+2.08A g p !
Uridin |
Sitidin
9.500 )
<asbIlv.»
i ]
~8.100 - , ; " -
0.0 : ~ 580.8(SEC,/DIV.> 30808,

$ekil 7. Nikleositlerin elusyonu: 1 M NH3, g§=1x30 cm,
V=36 ml, A=260 nm.

40



Tablo:4

Nilkleositlerin Retensiyon Hacimleri

Niikleik Asit Bazlari t(san) V(ml)
Uridin ( 0.02 M, 50.m1 ) 995 17.90
Sitidin( 0.02 M, 50 ml ) 1330 23.90

+2.008 t +

- 1
Guanozin

fn.500 Adenozi‘n
R7D1IV.>

-8.188 L il ~

8.8 588 .8C(SEC/DIV.) 30080

Sekil 8. Nikleositlerin Eldsyonu: 1 M NH , $=1x30,
—_— 3

V =39 ml, A=260 nm
t

Tablo:5

NUKleosid1erin Retensiyon Hacjm]eri

pik
Nikleik Asit Bazlar ,.. t(san) V(ml)
Guanozin( 0.02 M, 50 ml ) 1000 15.6
Adenozin( 0.02 M, 50 ml ) 1750 27.3
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Tablo: 6

Nikleositlerin Retensiyon Hacimleri

pik

Niikieik Asit Bazlari t(san) V{(ml)
Uridin ( 0.02 M,'ZO ml ) 400 5.0
Sitidin ( 0.02 M, 20 ml ) 1500 18.7
Adenozin( 0.02 M, 20 ml ) 2900 36.2

+2.090 N * il
(880 Uridin

-8.20R . 4 - ol o

e.o 568 .6(SEC/0QIV.) ) 4590

Sekil 9. Nikleositlerin Eldsyonu: 1 M NH , $=1x60,
AL 3 '

V =50 ml, \=254 nm
t

B- Nitkleik Asit Bazlarinin Ayirilmasi:

Kolona degisik hacim ve konsantrasyonunda urasil,
sitozin ve adenin ¢ozeltileri karigtirilarak injekte edilir.
Cikan  eluant UV spektroskopide analiz ’edilerek

kromatogramlar kaydedilir,
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+1.40A *
$
_ "Sitozin
9.z208 A Urasii
CAR7DIV.D
b ﬁ
S p
-0.10nA - s s .
8.0 2008 .8(SEC/DIV.)D 1008

——————————

Sekil 10. Nilkleik Asit Bazlarinin Eldsyonu: 1 M NH3,
¢=1x20 cm, V =20 ml, X\=254 nm
t

Tablo: 7

Nikleik Asit Bazlarinin Retensiyon Hacimleri

Niikleik Asit Bazlar: t(san)  V(ml)
Urasil ( 0.02 M, 20 m1 ) 410 9.7
Sitozin( 0.02 M, 20 ml ) 595 114.0

Kolona injekte edilen urasil ve sitozin karigiminin

kolondan ¢ikis sirasi urasil, sitozin seklindedir(gekil 10).
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+2.00A

2:398., | Urasil Sitozin
. Adenin
-0.20R - . .
0.0 S08.8(SEC/DIV,) . 5%980,.0

Sekil 11. Nikleik Asit Bazlarinin Eldsyonu: 1 M NHS,’¢=1x60
V =50, \=254 nm
t

Tablo: 8

Nikleik Asit Bazlarinin Retensiyon Hacimleri

, ik

Nik. Asit Bazlar - _t(san) V(ml)
Urasil ( 0.02 M, 40 m1 ) 750 6.8
Sitozin( 0.02 M, 40 m] ) ' 1900 17.2
Adenin ( 0.02 M, 40 ml ) 4100 37.0
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++

Co YUKLO KARBOKSIMETILDIAMINOET
++

( Co Yiikli KMDAE-Sporopolienin )

VII. 3.

1 M CoCl ¢obzeltisi hazirlamir.
2

edilen ve kurutulan BADAE-Sporopollenine

cozeltisi

eklenir. Sispansiyon pH s1 6-6.5

manyetik karistirici ile bir gece boyu sic
ayarlanarak karigtirilir. Sispansiyon sizi

bir kag kere yikanir.

0
A\N
/7]
0
1M CoC1 \
] 2
—N—(CH ) -N-CH COOH ————
o220 2
CH CH
| 2 | 2 0
COCH COOH ‘\\
//
0.
++
Co yiklu Karboksimetildiamino

etil-Sporopollenin
++
(Co ytik1ii KMDAE-Sporopollenin)

IL-SPOROPOLLENIN

Daha once elde
haz1r1;nan CoCl
ayarlanarak bii
aklik 60 C ye

lerek saf su ile

PNV
/ ~
AN ,,L

2
"CH’// \\\

0 —©C”

A\
0

CH
c

CH

Hazirlanan bu regine kolonlara dolduruTur. Bolim

de anlati11d1g1 gibi ayirma islemleri yapilir.
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++ ‘
Co  Yikli KMDAE-Sporopolienin ile Ayirma Islemleri

A- Nikleositlerin Ayirilmasi:

Kolona injekte edilen liridin ve adenozin karisimlari
birbirinden net bir’§eki1de ayiriimistir(Sekili2). Co++yﬂk1ﬁ
KMDAE-Sporopollenin  niikleositlerin ayiriimasinda oldukga
uygun bir reginedir. Sekilden gbrilecegi gibi her iki
maddenin ' kolonda tutunmalari ve birakilmalari farkl:

zamanlarda olmugtur.

+2.8BA y t g —+
L ]

9.500
CAZD UL T [

Uridin Adenozin

f 1
"9-299 2 4 3 n g
0.0 1808 .8(SEC/DIV.) éooa

Sekil 12. Nikleositlerin Eldsyonu: 0.02 M, Amonyak, ¢=1x30,
V=41 m1, \=260 nm

Tablo: 9

Nikleositlerin Retensiyon Hacimleri

pik
Nikleositler t(san) V(ml)
Oridin ( 0.02 M, 30m ) . 970 13.20
Adenozin( 0.02 M, 30 ml ) 1630 22,20
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B- Niikleik Asit Bazlarinin Ayirilmasi

Kolona injekte edilen urasil ve sitozin ¢bzeltileri
0.2 M amonyak, yiridticid ve sbkici eluant olarak kullanilmak

sureti ile biribirinden ayirilmstir.

Tablo: 10

Nikleik Asit Bazlarinin Ayirilmasa

pik
Nik. Asit Bazlar: t(san) V(ml)
Urasil ( 0.02 M, 30 ml ) 970 16.1
Sitozin( 0.02 M, 30 ml ) 1320 22.0

+1.88A

i ] 4
Urasi] Sitozin

D
c®
.

v/

— —4 g

~-8.18A " s s o
0.0 508 .8¢(SEC/DIV.)

20080

Sekil 13. Nik. Asit Bazlary Eldsyonu: 0.2 M Amonyak, $=1x30,
V=30 ml, A=260 nm
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++
VII. 4. Cu YUKLU anti-DIAMINOETILGLIOKSIM-SPORO-
++
POLLENIN( Cu  Yikld aDAEG-Sporopolien )

Hazirlani§i:

Anti-Kloroglioksim literatiirlerde belirtilen sekilde
elde edilir(46,47). Elde edilen bu madde eter veya kloroform
jgerisinde ¢o6zilip Diaminoetil-Sporopollenin siispansiyona
eklenir. (o6zelti bir gece boyunca karigtirilir, siizdldr ve

saf su ile bir kag defa yikanir. Reaksiyon: °

c1\ /OH
: H
C=N (R)-H-c=N-0H
-NH(CH )~NH + | — | + HC1
22 2. C=N H-C==N-OH
L ) £ / \
H OH

anti-Diaminoetil-
glioksim-Sporopolienin
(anti-DAEG-Sporopollenin)

Elde edilen regineye 1 M CuCl ¢b6zeltisi eklenerek
bir gece boyunca karigtirilir ve suzglerek saf su ile bir
ka¢ defa yikanirak agagida gésterilen metal-ligand kompleksi
elde edilir. Daha sonra bu regine kolonlara doldurularak

ayirma iglemleri yapilir.
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L g N
NN
++
N
H=C /// \\\\ C—H
\ / /
N
l l
0."..H/0
++
Cu  Yiaklid anti-Diaminoetilglioksim-Sporopollenin

++
( Cu Yiklid anti-DAEG-Sporopollenin )

++
Cu_ Yiikli_anti-DAEG-Sporopollenin Recinesi ile

Ayirma Islemleri:

A- Niikleosidlerin Ayirilmasi:

++
Cu Yikld aDAEG-Sporopollenin ile dolduruimug

bulunan kolona (ridin ve adenozin ¢6zeltilerinden belirli
miktarlarda alinarak kar1§t1rild1ktaﬁ sonra bir injektor ile
kolona verilir. Eluant -olarak 0.1 amonyak ¢ozeltisi
kullanilmak suretiyle kolondan g¢ikan eluant analiz edilerek
ayirma tesbit edilir(Sekil 11).

Tablo: 11

Nikleositlerin Ayirilmasi

Niikleositler t(san) MV(m])
Uridin ( 0.02 M, 30 ml ) 220 13.7
Sitidin( 0.02 M, 60 ml ) 480 30.0
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+2.80AR

+8.60R

L (,f\' Sitidin
|
]
Uridin i \
- l
J\j
B.o ) . 289.8(858/016:5 1288

Sekil 14. Nikleositlerin Elisyonu: 0.1 M NH ,§=1x30 cm,

V=50 ml, A=280 nm

Ayni

recine ile dolu olan kolona niikleositlerden dridin ve

adenozin verilerek kromatogramlar kaydedilir(Sekil 15).

+8.085A

-8.085A°

Uridin /\,/

H

Adenozin

P

8.0

588 .6(SEC/DIV.)

2909,

Sekil 15. Nikleositlerin Eliisyonu: 0.1 M NH , ¢=1x30 cm,

V=32 ml, \=280 nm
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Tablo: 12

Niikleositlerin Ellsyonu

pik

Nikleositler t(san) V(ml)
Uridin ( 0.02 M, 20 m1 ) 900 9.6
Adenozin( 0.02 M, 20 ml ) 1200 12.8
+1.80Aa —
|
J ] ]
Urasil Sitozin
0.200
casBIvV.> t 4
J
—e.304a ] , . A,
0.0 580 .8(SEC/DIV.) 2180

Sekil 16. Nikleik Asit Bazlarinin Eldsyonu: 0.1 M NH ,

‘ 3
$=1x30 cm, V=31 ml, A=260 nm

Tablo: 13

Nikleik Asit Bazlarinin Elisyonu

pik_

Nik. Asit Bazlam t(san) V(ml)
Urasil ( 0.02 M, 100 ml ) 930 13.7
Sitozin( 0.02 M, 100 ml ) 1140 16.8
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VII. 5. Ni  YUKLO anti-DIAMINOETILGLIOKSIM-SPORO-
++

POLLENIN( Ni  Yakld aDAEG-Sporopollenin )

Hazirlani§y:

Daha 6nce hazirlanan aDAEG-Sporopollenine, hazirla-
nan 1 M NiC]{2 ¢ozeltisi eklenir. Sispansiyonun pH si 6-7 ye
gelinceye Kkadar damlalar halinde seyreltik amonyak eklenir.
Bir manyetik karistirici ile sicaklik 60 C ye ayarlanarak
siispansiyon bir gece karigtirilir. Daha sonra siizme ve saf
su yikama islemleri yapilarak elde edilen recine kolonlara

doldurularak ayirmak istenilen ligandlarin ellisyonu yapilir.

Reaksiyon:

’,,,H-N.
l

. .
\\ |
@_n_?:N OH .— N— c \ / c—N-(®)

0

1 M NiCl, l
———ara'
H-C==N 60 C C—H
~OH / \ V4
\\\~H /
++
Ni  Yikld anti-Diaminoetilglioksim-Sporopollenin
++

(_Ni__ Yukld anti-DAEG-Sporopollenin )
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++ -
Ni  Yukla aDAEG-Sporopollenin ile Ayirma islemleri

A- Nikleositlerin Ayiriimasi:

Regine ile doldurulan kolona lridin ve adenozin
¢cbzeltisinden alinan numuneler bir injektor ile kolona
verilir. Amonyak c¢ozeltisi eluant olarak kullanilarak ayirma

islemleri gergeklestirilir(sekil 17).

Tablo: 14

Nikleositlerin Ayirilmasi

pik
Nikleositler t(sn) V(ml)
Uridin ( 0.02 M, 25 ml ) 1400 14.3
Adenozin( 0.02 M, 50 ml ) 1800 13.4
+2.80A
Uridin \ '
9.599 l
CAZDBIU.) |
H Adenozin
uF\\\
-9.104 o : .\\\\\\\T\hhﬁhx‘f"
9.9 1088 .9¢(SEC/DIV.) 45060

Sekil 17. Nikleositlerin Elisyonu: 0.5 NH , $=1x30 cm,
e 3

V=46 ml, A=260 nm
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B- Nﬁk\eik Asit Bazlarinin Ayiriimasi:

Nt yikli a-DAEG-sporopolienin ile doldurulmug ko-
Jona urasil ve sitozin ¢ozeltisinden belirli miktarlarda
alinarak kolona verilir. Kolondan gikan eluant UV spektrofo-

tometresi ile analiz edilir(sekil 18).

Tablo: 15

Nikleik Asit Bazlarinin Elisyonu

ik
Nik. Asit Bazlars _t(sn) V(ml)
Urasil ( 0.02 M, 30 ml ) 1320 15.8
Sitozin( 0.02 M, 30 ml ) 1890 22.6

+1.08A ' t ' ' +—
f Sitozin
Urasil :n\
9.200 }
CAZDIV.) |
.,
w
-B.10A , — . . \\Hh

0.9 S8B.68(SEC/DIV.) Jgge

Sekil 18. Nakleik Asit Bazlarinin Eldsyonu: 0.5 M NH
- 3
$=1x30 cm, V=30 m1, \=260 nm
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++
VII. 6. Co YUKLU anti-DIAMINOETILGL1OKS1M-SPORO-

++
POLLENIN( Co  Yuklu aDAEG-Sporopollenin )

Hazirlanmigi:

1 M Kobalt(II) klorir c¢6zeltisi hazirlanir. Bu ¢O-
zelti aDAEG-Sporopollenine eklenir. Sispansiyonun pH s1 6.5
ve sicaklig1 60°C ye getirilerek bir gece boyunca bir manye-
tik karigtirich ile karigtirilir. Suspansiyon silzilerek saf
ve eter ile yikanir. Daha sonra elde edilen bu regine kolon-.

lara doldurularak ayirma iglemleri yapilir. Reaksiyon:

Heel,
0 — -

H-C N\OH 60°C H—C\\ / \//—H
I
ey
++
Co +IUk]ﬂ anti-Diaminoetilglioksim-Sporopollenin

( Co_ Yiukli anti-DAEG-Sporopollenin )
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++
Co Yukld aDAEG-Sporopollenin Recinesi ile Ayirma

Islemleri:

A- Niikleositlerin Ayirilmasi:

Regine ile dolu kolona uridin ve adenozin ¢6zeltile-
rinden hazirlanan karigim injekte edilir. Amonyak eluants
kolondan gegiriimek suretiyle ayirma iglemleri gerceklesti-

rilir(Sekil 19).

Tablo: 16

Nikleositlerin Ellsyonu

pik

Niikleositler - t(sn) V(ml)
Uridin ( 0.02 M, 25 m1 ) 500 6.6
Adenozin( 0.02 M, 50 ml ) 800 10.6

+2 .00A

“Oridin
B.588
A7DIV.) ¢
Adenozin
J
-8.184 ) , . m— "]
6.0 . 1988 .6CSEC/DIV. ) 46209

Sekil 19. Nukleositlerin Eldsyonu: 0.5 M NH ,§=1x30 cm,
V=40 ml, )=260 nm
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B- Nikleik Asit Bazlarinin Ayiriimasi:

Kolona urasil ve sitozin ¢ézeltisinden hazirlanan
karigim injekte edilir. Amonyak ¢bzeltisi eluant olarak

kullanilarak ayirma yapilir(3ekil 19).

Tablo: 16a

Nikleik Asit Bazlarinin Ayiriimass

pik
Niik. Asit Bazlar: t(sn) V(ml)
Urasil ( 0.02 M, 30 ml ) 1410 20.1
Sitozin( 0.02 M, 30 ml ) 2110 30.1

+2.80nA
9.500 Urasil
(A/DIV.) |
Sitozin
-8.184 i — , -
8.9 588 .B(SEC/DIV.) 3088

Sekil 19. Niikleik Asit Bazlarinin Eltsyonu: 0.5 M NH
i AR A5 : 3
$=1x20 cm, V=40 m1, \=260 nm
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Kolona urasil ve adenin ¢6zeltilerinden hazirlanan
karigimlar injekte edilir. Eluant olarak amonyak kullanilir.
Kolondan ¢tkan ¢ozelti UV Spektrofotometreyle analiz edilir

(Sekil 20).

Tablo: 17
Nik. Asit Bazlar

pik
Nik. Asit Bazlarm t(sn) V(ml)
Urasil ( 0.02 M, 30 ml ) 900 6.7
Adenin ( 0.02 M, 30 m] ) 1200 9.0
+2.608A
1
2895
cAs0IV. Urasil
Adenin
i
-8.18a8 ; , : .
6.0 16908 .8¢SEC/DIV.) 5800

§04i1 20. Nikleik Asit Bazlarinin Eliisyonu: 0.05 M NH
$=1x30 cm, V=30 m1, \=260 nm
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++
VII. 7. Cu YOKLU bis-DIAMINOETILGL1OKSIM-SPORO-
++
POLLENIN(Cu  Yiik1d b-DAEG-Sporopollenin)

Nikleositlerin, niikkleik asit bazlarinin ve aminlerin
ligand-degistirici regine ile ayirilmasi, Lycopodium Clava-
tumun, glioksimle fonksiyonel hale getirilip yeni bir regine
olarak kullanilmas1 ile gerceklestirilebilir. Glioksimli
Lycopodium Clavatum 1igand-degistirici reginesi ligandlarin

ayirilmasinda kullanigli bir metotdur.
Hazilanis1:

1- Diklor-anti-Glioksimin Hazirlanmasi:

Diklor-anti-glioksim s6yle elde edilir: 10 gr klor-
antiglioksim 70 ml dioksan igerisinde g¢oOziiniir. Cozelti
sicaklngr yaklagik -10°C ye ayarlanir ve klor gazi ¢ozelti
igerisinden yarim saat kadar jegirilir. Deneyler giines 1§1-
ginda yapilir. Kap igerisinde beyaz kristaller olugur.

Gokelek siiziilir ve dioksanla yikanarak kurutulur. Reaksiyon:

cl OH CT OH
/ Cl N\ /7
Ic 2 f|:==N
C==N ~10 €, Dioksan C==N
/N / \
'H OH Cl1 OH
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/

2- bis-Diaminoetilglioksim-Sporopolienin Hazirlanmasi

30 gr toz halindeki diaminoetil-Sporopollenin bir
reaksiyon kabina konur. 10 gr diklor-antiglyoxime bu
re¢cineye eklenir. Sispansiyon 24 saat oda sicakliginda
karigtirilir. Daha sonra regine saf su ile, sulu asetik asit

¢bzeltisi ile ve tekrar su ile yikanir. Reaksiyon:

1 OH
\ / H
Ce==N R-N-C==N-0H
2-NH(CH ) NH  + | —_— | + 2 HCl
22 2 C=N R-N-C==N-OH
/ \ H
c1 OH

3- cu't vuklo G1ioksimaminoeti]ioropo]1enin

Hazirlanmass:

bis-Diaminoetilglioksim-Sporopolienine, 1 M CuCl

. 2
cbzeltisi eklenerek metal yikli hale getirilir. Sispansiyon

++
bir gece CuCl ¢o6zeltisi ile karistirilir. Boylece Cu me-
2

tali regine iskeletine girer. Fazla CuC]2 saf su ile yikamir

Metal-ligand kompleks reaksiyonu agagida gosterilmistir:

H...
0~ ™o
l l
N cuc H / N\ H
R—N-IC=N-0H 2 R-N -c/ \ ++/ c N-R
R-N-C=N-OH R—l:l- c N-R
A f \\ / \ J H
N
é ;
..... H/

++

Cu Yikld bis-Diaminoetilglioksim-
Snoropolienin( Cu* bDAEG-Sporopollenin)
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Kolonun Doldurulmasi:

Tim deneyler oda sicakliginda yapilmigtair,
Kullanilacak 1ligand-degistirici 1 M amonyak ¢bzeltisi ile
muamele edilir. Bu sidspansiyon bir resorvar ile ayirma
yapacagimz kolona doldurulur. Peristaltik pompa yardim ‘ile
amonyak c¢ozeltisi kolondan gegirilir. Bir kag saat bu igleme
devam edilerek reginenin kolona sikica doldurulmasi

saglanir.

VII. 7. i. DIFFERANSIYEL REFRAKTOMETRE iLE AYIRMA
ISLEMLERI

Numune eliisyon ig¢in kullanacagimiz ¢é6zicli ile
hazirlanir., Ayirma tesbiti iki hiicreli differansiyel
refraktometre ile yapilir. Eluant peristaltik pompa yardim
ile once refraktometrenin referans hiicresinden, daha sonra
kolondan ve tekrar refraktometre hiicreden gegirilerek ayirma
islemi gerceklestirilir. Kolondan ¢ikan eluant, bazen
toplanarak, regineden metal sizintis1 olup olmadig1 kontrol

edilir. Yapilan testlerde metal kagadir olmadigr gorilmistir.

A- Nitkleosidlerin ve Nikleik Asit Bazlarin

Ayiriimasi:

Uridin, Adenozin ve Sitozin ¢ézeltilerinden belirli

miktarda mikropipetie alinarak kolona inj:kte edilir.
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Kolondan ¢ikan eluant differansiyel refraktometreden
gegirilerek pikler kaydediciden alinir(§ekil 21).
Tablo 18

Nikleositlerin ve Nik. Asit Baz. Retensiyon Hacimleri

pik
Nikleositler ve Niik. A. Bazlar t(idk.) V(ml)
Uridin ( 0.02 M, 0.05 m1 ) 13.0 11.8
Adenozin( 0.02 M, 0.35 ml ) 15.0 13.6
Sitozin ( 0.02 M, 0.50 ml ) 18.0 16.3
Adenosine

x5 Uridine Cytosine

2

£

:

0 10 20
t(dk)
Sekil 21. Nikleositlerin ve Nik. Asit Baz. Elisyonu: 1 M NH
3
$=1x30 cm

Kolona adenin, guanin.ve Sitozin ¢o6zeltisi bir mik-
ropipetle injekte edilir. Amonyak eluant olarak kullanilarak
kolondan ¢ikan ¢6zelti refraktometre ile analiz edilir.

Tablo: 19

Nikleik Asit Baz. Re.Hacimleri

ik

Nik .Asit Bazlar: t (dk) LV(m])
Guanin ( 0.02 M, 0.1 ml ) 13.0 12.6
Adenin ( 0.02 m, 0.1 ml ) 15.0 14.5

Sitozin( 0.02 M, 0.1 m1 ) 19.0 18.4
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Adenine Cytosine

¢

I8

2

- Guanine

I8}

2

[

Q

<

P~

o

w

z U

0 10 20 3‘0

t (di )
Sekil 22. Niikleik Asit Baz. Elisyonu: 1 M NH ,$=30 cm
3

Recine ile dolu kolona urasil, adenin ve sitozin
¢6zeltileri injekte edilir ve kolondan ¢ikan eluant analiz

edilerek kromatogramlar kaydedilir($ekil 23).

Tablo: 20

Nik. Asit Bazlarinin Retensiyon Hacimleri

Niik. Asit Bazlari (k) p1k_!$gl)
Urasil ( 0.02 M, 0.50 ml ) 12.0 11.2
Adenin ( 0.02 M, 0.10 m] ) 14.0 13.1
Sitozin( 0.02 M, 0.40 ml ) 18.0 16.8

Adenine

Uracil Cytosine

REFRACTIVE INDEX

YN

0 10 20

t (dk)
Sekil 23. Nitkleik Asit Bazlarinin Eldsyonu: 1 M Amonyak
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B- Aminlerin Ayirilmas

Trietanolamin, q{sobutilamin, anilin ve dietilamin
¢6zeltilerinden alinan  belli miktardaki niimuneler
karigtirilip kolona bir injektér ile verilir. Kolondan ¢ikan
eluant refraktometre ile sirekli analiz edilerek

kromatogramlar kaydedilir(Sekil. 24).

Tablo: 20

AminlerinElisyonu
pik
Aminler t{dk) V(ml)
Trietanolamin( 0.25 mmol ) 7.30 7.3
Izobutilamin ( 1.25 mmol ) 15.00 15.0
Anilin ( 1.25 mmol ) 20.00 20.0
- ~TArivethanolam\ir\e
0]
~
Q
ke,
<
-
. Isobutylamine
Uy Anjline
)]
m et e
0 15¥“ 20 3b
t (dk)

Sekil 24. Aminlein Eldsyonu: 2.5 M Amonyak
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Tablo: 21

Aminlerin Elisyonu

pik
Aminler t (dak) V(ml)
Trietanolamin( 0.05 mmol ) 6.0 5.7
Dietilamin ( 0.25 mmol ) 11.0 10.5
[ Triethanolamine

n

g

)]

g

&

-+

. Diethylamine

Yy

Q

o

WA

0 5 10 15 t(ak)
Sekil 25. Aminlerin Eldsyonu: 2.5 M Amonyak

Tablo: 22

Aminlerin Elisyonu

pik
Aminler t(dak) V(ml)
Trietanolamin{ 0.05 mmol ) 10.30 8.8
[zobutilamin ( 0.05 mmol ) 16.30 13.9
Triethanolamine

w0

~

O]

°

S

-

q_: 1sobutyl-

® amine

[»

0 10 zot(dk-)
Sekil 26. Aminlerin Eldsyonu: 2.5 M Amonyak
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VII. 7.ii. UV-SPEKTROFOTOMETRE ILE AYIRMA ISLEMLERI

Nikleositlerin ve niikkleik asit bazlarinin ayirilmasi
Uv-spektrofotometre kullanilarak tamamlanmistir. Cu™ yukla
bis-DAEG-Sporopollenin reg¢inesi kolona doldurulur. Amonyak

¢ozeltisi eluant olarak kullamilarak ayirma diglemi yapilir.

A- Niikleositlerin Ayirilmasy

Kolona (ridin ve adenozin ¢ozeltisinden alinan
numuneler bir injektor ile verilir. Eluant olarak amonyak
g6zeltisi kullanilir. Kolondan ¢ikan eluant UV-Spektrofoto-
metre ile analiz edilir(Sekil 270).

Tablo: 23

Nikleositlerin Ret. Hacimleri

pik
Nikleositler t(sn) V(ml)
Uridin ( 0.02 M, 5 ml ) 600 5.0
Adenozin( 0.02 M, 35 ml ) 800 6.7
+1.204 r ' : y — —
- Uridin Adenozin
t
\ 1
9.209

<asDIV.) 1

-0.19nA - — . . . — .
0.9 2608 .9(SEC/01lV.> 1600

Sekil 27. Nikleositlerin Eldsyonu: 1 M NH3, ¢=15 cm, A=254
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Guanozin ve adenozin gozeltilerinden alinan numune-

ler kolona verilir ayirma islemleri yapilir.

Tablo: 24

Nikleositlerin Ret. Hacimlari

Niikleositler t(sn) V(ml)
Guanozin( 0.02 M, 20 m1 ) 800 6.6
Adenozin( 0.02 M, 40 ml ) 1100 9.1
+2.B0A \ —
Guanozin Adenozin
0.500
(AsDIV.) ¢ \} 4
-8.104 g , - -
0.0 50G0.0CSEC/DIV,.) 2000

Sekil 28.Nikkleositlerin Eldsyonu: 1 M NH , $=1x15, \=254 nm
3

B- Nilkleik Asit Bazlarinin Ellisyonu

+0.30AR * * ' —
Adenin 1
Urasil -
0.100
CAs/DIV.)Y |
1 —\\_/-J
-9.139 — " N .,

0.0

260 .6(SEC/DIV.,)

1568

sekil 29. Nuk. Asit Baz. E1.: 1 M NHg, =15, V=13.5, )\ =254
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VII. 8. Ni YUKLU bis-DIAMINOETILGLIOKSIM-SPORO-
++

POLLENIN( Ni Yiklu bDAEG-Sporopollenin )

1 M NiCl ¢o6zeltisi hazirlanir, NiC]2 ¢ozeltisi daha
onceden haz1]an§n bDAEG-Sporopollenin reginesi ile karisti-
rilir. Sispansiyon pH s1 6-6.5 arasinda ayarlandiktan ve si-
caklik 60°C ye getirildikten sonra bir manyetik karistirici
ile bir gece boyunca karigtirilarak gecis metali olan Ni++in
recine yapisina girmesi sajlanir. Elde edilen regine saf su
ile siiziintiiden N1'++ jyonlar1 ¢ikmayincaya kadar yikanir. Da-

ha sonra regine kurutulmaya birakilir. Reaksiyon:

H..
0~ ™o
| |
1 / " /N N\
NiC H oy X H
@-nH(cH ) NH-c=N-oH 2 @®-Nc \ c-N-®
NH(CHZ)ZNH é NoH 60 C )N ‘c v fI: @
22 N/ N\ 2%
—_— N N
R | l
0...., O
++
Ni  Yukld bis-Diaminoetilglioksim-
+

Sporopolienin{Ni Yikli bDAEG-Spr.)

68



++
Ni  Yiklu bis-Diaminoetilglioksim-Sporopollenin ile

Ayirma iglemleri

A- Niikkleositlerin Ayiriimasi:

Bir mikropipet ile iiridin ve adenozin ¢bzeltisinden
hazirlanan karisim kolona injekte edilir. Amonyak ¢bzeltisi
eluant olarak kullanilir ve kolondan ¢ikan maddeler UV-Spekt
rofotometre ile tesbit edilerek pikler kaydedilir.

Tablo: 25

Niikleositlerin Ellisyonu

pik
Nikleositler t(sn) V(ml)
Uridin ( 0.02 M, 40 m] ) 370 3.5
Adenozin( 0.02 M, 40 ml ) 1710 12.4

+2 .BBA . —
J
Uridin Adenozin
8.508
casbiv.r it [ /\.,. :
|
l h
{ ‘ !
/
-8.104 - —~ —
9.0 1600 .0¢3EC/DIV.) 60080

Sekil 30. Nukleositlerin Eldsyonu: 1 M NH_, $=1x15 cm,
3
V=20 ml, A=254 nm
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B- Nikleik Asit Bazlarinin Ayirilmasi:

+4+
Ni yiik1i bDAEG-Sporopollenin ile doldurulmus

bulunan kolona urasil ve adenin g¢dézeltisinden belli miktar
alinarak kolona injekte edilir. UV-Spektrofotometre ile kro-

matogramlar kaydedilir(Sekil 31).

Tablo: 26
Nikleik Asit Baz. Eliisyonu

pik
Nik. Asit Bazlarm t(sn) V(ml)
Urasil( 0.02 M, 40 ml ) 835 7.9
Adenin( 0.02 M, 40 ml] ) 1110 1.0
+2.aag T T T T T T —
Urasil
9.500
(R/7DIV.> |
Adenin
+0.80A ; ; \ — ——

0.0 280 .8C(SEC/DIV.)>. 1958

Sekil 31. Nik. Asit Bazlarinin Elisyonu: 1 M NH , ¢=1x15 cm,
V=19 ml, A=254 nm
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VII. 9. Co VYUKLU bis-DIAMINOETILGLIOKSIM-SPORO-
++

POLLENIN( Co  Yikli bDAEG-Sporopollenin )

bDAEG-Sporopollenin recinesine, 1 M CoCl ¢bzeltisi
eklenir. Suspansiyon pH si1 6.5-7 ye ve s1cak11g1 60°C ye
getirilerek bir manyetik karistirici ile gece boyunca
karistirilir. Bu sekilde gegis metali Co++ regineye tutunur.
Daha sonra siispansiyon, siziintiden kobalt ¢ikmayincaya ka-

dar saf su ile yikanir. Sizilen regine kurutulmaya birakilir

Reaksiyon:

H<
07 o
| I
VAN
CoC1 ' .
‘-NH(CH ) NH-C=N-OH 2 @ N o c-N-(R)
‘-NH(CH)NHéNOH oc . N s (lIN®
2, H N\ / N\ 7 A
N N
R | |
o
++
Co Yikii bis-Diaminoetilglioksim-
++

Sporopolienin(Co Yiik1ii bDAEG-Spr.)
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Co

Yikli bis-Diaminoetilglioksim-Sporopollenin ile

Ayirma islemleri

A- Nikleositlerin Ayiriimasi:

Bir mikropipet ile iridin ve adenozin ¢bzeltisinden

hazirlanan karigim kolona injekte edilir.

Amonyak ¢bzeltisi

eluant olarak kullanilir ve kolondan ¢ikan maddeler UV-Spekt

rofotometre ile tesbit edilerek pik kaydedilir.

Tablo: 27

Nikleositlerin Ellisyonu

pik
Niikleositler t(sn) V(ml)
Uridin ( 0.02 M, 25 ml ) 680 6.8
Adenozin( 0.02 M, 50 ml ) 1740 17.4
+2.00A ]
Uridin
T
2.500 Adenozin
CAZ/DIV.>
t :
-0.18A

Sekil 32. Nikleositlerin Elusyonu: 1 M NH , ¢=1x30 cm,
3
V=40 ml, )\ =260 nm
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B- Niikleik Asit Bazlarinin Ayirilmasi:

Urasil ve sitozin ¢ozeltisinden bir karigim hazirla-
narak kolona injekte edilir. Kolondan ¢ikan eluant UV Spekt-

rofotometre ile analiz edilir(Sekil 33).

Tablo: 28
Nikleik Asit Baz. Eliusyonu

pik
Nik. Asit Bazlari t(sn) V(ml)
Urasil( 0.02 M, 30 ml ) 2250 20.7
Adenin( 0.02 M, 30 ml ) 3190 29.3
Sitozin 1
.58 i
8,890, Urasil
/\/ J
-9.18A | 07" . ; .
8.9 1888 .8(SEC/DIV.)> 6860

$ekil 33. Nik. Asit Bazlarinin Elisyonu: 1 M NH , $=1x30 cm,
3
V=46 m1, \=260 nm
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VII. 10. p-klor BENZALDOKSiMDIAMINOETIL-SPOROPOLLE-
NIN( P-kBDAE-Sporopollenin )

Hazirlanisi:

12 gr Hidroksilamin hidroklorir saf su igerisinde
¢bzilur. 'Bir beher igerisinde hazirlanan 2 M, 200 ml NaOH
¢bzeltisi, hidroksilamin hidroklorir cozelitisi ile karisti-
rilir. (Go6zelti sodutulduktan sonra igerisine 20 gr p-klor
benzaldehit bir pipetle yavas yavas ilave edilir. (6zelti
bir saat geri sojutucu ile kaynatilir. Bu ¢6zelti sogutulur
ve 2 N 1ik seyreltik HC1 asit ¢ozeltisi ¢okelme meydana ge-
linceye kadar g¢ozeltiye eklenir. (Cokeltinin birkag kere
olmast ig¢in fazlasiyla HC1 ¢ozeltisi ilave edilir. GCokelek
saf su ile yikanarak sizilir. Daha sonra gokelek sicak su
igerisinde g¢bzilir. Eger ¢ozilme az ise lizerine yavas yavas
etil alkol ilave edilir. Gozelti sogutularak kristaller elde

edilir. Reaksiyon:

H €1
C=HO C=NOH Cl1, hv C=NOH
NaOH 2
+ NHZOH — —
C1 C1 Cl
P-klor p-klor p-klor Benzal-
Benzaldehit Benzaldoksim doksim kloriir

Elde edilen p-klor benzaldoksim klorir alkolde ¢bzii-
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nerek daha 6nce hazirlanmig olan DAE-Sporopollenine eklenir.
Bu sispansiyon bir gece boyunca bir manyetik karistirici ile

karigtirilir. Sispansiyon siizilir ve saf su ile yikanir.

Reaksiyon:
C1 HN (CH ) -N-
, ©®
C=NOH C=N OH
G)-NH(eH ) N+ —
22 2
C1 C1
p-klor p-klor Benzaldoksim
Benzaldoksim Diaminoetil-Sporo-
kloriir pollenin( p-kBDAE-
Sporopollienin)

Daha sonra elde edilen sispansiyona 1 M NiC'I2 cozel-
tisi eklenir. Siispansiyon bir gece boyunca sicaklik 60°C ve
pH 6-6.5 getirilerek bir manyetik karigtirici:ile karigtiri-
.L1r. Sispansiyon siuzilerek saf su ile bir ka¢ kere yikanmir
ve kurutulmaya birakilir. Reaksiyon:

o’ H“"o
aN-(cH ) -NH—(5) @-N C=N N N

| 22
C=N-OH NiCT \ /
2
@ ° 1 / cl
60 C c

c1 ®-—N C=N N=C —®

QO~Q

N1 Yikld p-klor Benzaldoksimdiaminoetil-
Sporopollenin( p-kBDAE-Sporopollenin )
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Ni Yik1i p-klor Benzaldoksimdiaminoetil-Sporopol-

Tenin ile Ayirma Islemleri

A- Niikleositlerin Ayirilmasi:

Recine ile dolduruimus olan kolona dridin ve
adenozin c¢oOzeltisinden alinarak injekte edilir. UV-
Spektrofotometre ile kolondan ¢ikan eluant analiz

edilir(Sekil 34).

Tablo: 29
Niikleositler t(sn) V(ml)
Uridin ( 0.02 M, 30 ml) 875 14.5
Adenozin( 0.02 M, 30 ml) 1030 17.1
+1.584a ! Y -+
Uridin I
8.200 Adenozin
CAR7DIV.,.)
]
[
7
k 4‘
-B.18A ) \ ,
8.0 500 .0CSEC/DIV.)> 2080

Sekil 34. Nikleositlerin Eldsyonu: 0.2 M Amonyak, $=1x30 cm,
V=30 m1, A=260 nm
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B- Nikleik Asit Bazlarinin Ayirilmasi:

Tablo: 30
t(sn) V(mi
Urasil ( 0.02 M, 30 ml ) 460 7.36
Sitozin( 0.02 M, 30 ml ) 700 11.20
+1.50A * * *
J.
Urasil
8.280
CA7DIV.)
Sitozin
-0.19a 7, ) R—
p.0o 589 .8¢(SEC/DIV.> 28096

‘§eki1 35. Niik. Asit Bazlarinin Eliisyonu:0.2 M Amonyak,
$=1x30 cm, V=32 ml, A=260 nm

. Tablo: 31

. tisn) _V(ml)

Urasil( 0.02 M, 30 ml ) 815 15.6

Adenin{ 0.02 M, 30 ml ) 1295 24.8
+1.50A d * —

_Urasil

8.288
(A/D?U.) .

-

+8.00A hk_ | -

8.0 S98.8(SEC/DIV.> 3000
sekil 36. Nik. Asit Baz.: 0.2 M Amon., $=30, V=48 m1, )\ =260

Adenin

e
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VII. 11. Cu YUKLO CHELEX-100 REGINESI

20 gr Chelex-100 reginesine 1 M, 100 ml CuSO ekle-
nir. Sispansiyon gece boyunca bir manyetik kar1§t1r$c1 ile
karistirilir. Regine siizilerek saf su ile yikanir ve 1 M
amonyak ¢ozeltisi ile gismeye birakilir. Sisen regine
kolonlara doldurulur. Kolon igerisinde birka¢ saat 1 M 11k
amonyak peristaltik pompa ile gegirilir. UV Spektrofotometre

ile kolondan ¢ikan eluant analiz edilir. Reaksiyon:

0
O
—C_ - +
2 N0 Na
@-N - 4 + CuCl —
0 Na 2
\CH S
2\
0
0 0
CH c// \\c CH
VA o d N
N+ ++
®)-N Cu N-@®) cu Yikla
0-/ \-0 / CHELEX-100
Recinesi
CtH —c” NC—CcH
2 N\ J 2
0 0

++
Cu  Yiiklid Chelex-100 Reginesi ile Ayirma Islemi

A- Niikleositlerin Ayirilmasi:

Bir mikropipet yardimy ile dnceden hazilanmig bulu-

nan dridin ve sitidin ¢o6zeltisinden alinarak kolona injekte
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edilir. 1 M amonyak ¢6zeltisi eluant olarak kullanilarak

ayirma yapilip, kromatogramlar kaydedilir(Sekil 37).

Tablo: 32
NilkleositlerinRet. Hacimleri
pik

Nikleositler t(sn) V(ml)
Uridin ( 0.02 M, 30 ml ) 505 7.7

Sitidin( 0.02 M, 30 ml ) 1025 15.6

"+2.088A - ! * ' ' M —

s Uridin

-
c®

Sitidin

+e-ee“ .& ¢ P P
8.6 2008 .8(SEC/DIV.> 1700

Sekil 37. Nikleositlerin Eldsyonu: 1 M NH , ¢=1x30 cm,
- 3
V=26 ml, A=260 nm

B- Niikleik Asit Bazlarin Ayirilmasi:

++
Cu yikli Chelex-100 recinesi ile doldurulmus

bulunan kolona onceden hazirlanan urasil ve sitozin bir

mikropipet ile injekte edilir. Kolondan ¢ikan eluant UV
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Spektrofotometre ile tesbit edilerek absorbans pikleri kay-

dedilir(Sekil 38).

Tablo: 33

Nik. Asit Baz. Retensiyon Hacimleri

pik
Nik. Asit Bazlam t(sn) V(ml)
Urasil ( 0.02 M, 50 ml ) 420 13.6
Sitozin( 0.02 M, 50 ml ) 1090 35.4
+2.0808a
Urasil | ; .
Sitozin
8.5808
CA7DIV. l| .
|
L I‘& _t'/
£
|| \-\/i'
-p.10a [ : : X N
.9 SVe.8{3SEC-DIV.)> 29a8

Sekil 38. Nik. Asit Bazlarin Eldsyonu: 0.5 M NH,, $=1x30 cm,
V=65 ml, =254 nm
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VII. 12. Ni  YOUKLOU CHELEX-100 REGINESI

20 gr Chelex-100 reginesine 1 M, 100 ml CuCl c¢bzel-
tisi eklenir. Regineyi Ni++ yikld hale getirmek ig?n gece
boyunca bir manyetik karistirici ile karistirilir. Metal
yikld hale gelen regine siiziilir ve siziintiiden Ni++ jyonlari
gbrinmiyecek hale gelinceye kadar yikama igiemine devam edi-
Tir. Reg¢ine kolonlara doldurularak ayirma islemi gergekles-

tirip kromatogramlar kaydedilir. Reaksiyon:

®-N £+ Nl —
0 Na 2
ch —c”
2\
0
0 0
% N\
CH —C_ - - C—CH
2 o 07N
N+ \\\ ++
®-N Ni N-®) Ni o Yakla
\ 7 N\ / CHELEX-100
0 0 Reginesi
CH —C C—CH
2 N\ 4 2
0 0
++

Ni__ Yikld Chelex-100 Recinesi ile Ayirma Islemi

A- Niikleositlerin Ayiriimasi:

Uridin ve sitidin ¢bzeltisinden alinan numuneler kolona in-
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jekte edilir. Kolondan gikan eluant analiz edilir(Sekil 39).

Uridin, sitidine gore kolondan daha 6nce gikmigtir. Sitidin

recineye Uridinden daha kuvvetli baglanarak kolondan daha

ge¢ ¢ikmistir.

Tablo: 34

Niikleositlerin Retensiyon Hacimleri

Nikleositler t(sn) V(ml)
Uridin ( 0.02 M, 30 ml ) 485 7.7
Sitidin( 0.02 M, 30 ml] ) 965 15.4
+2.508A — -+ -+
T ) 1
Uridin
9.500 1
CAsDIV.)
i
l s
l : Sitidin ,
[ / , [
-6.10A | : A — —e vy p—— |

2008 .0(SEC/DIV.> 15080

sekil 39. Nikleositlerin Elisyonu: 1 M NHg, §=1x30 cm,
V=24 m1, A=260 nm
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B- Niikleik Asit Bazlarin Eliisyonu:

Recine yiikli kolona adenin ve sitozin ¢6zeltisi Kka-
ristirilarak injekte edilir. 1 M amonyak gozeltisi eluant
olarak kullanilir. $ekil 40 da gorilecedi gibi reg¢ineye tu-
tunma kuvvetine ba§li olarak komponentierin ayirilma sirasi

adenin ve sitozin seklinde olacaktir.

Tablo: 35

Nik. Asit Baz. Retensiyon Hacimleri

pik

Nik. Asit Bazlari t(sn) V(ml)
Adenin ( 0.02 M, 20 m1 ) 625 8.3
Sitozin( 0.02 M, 40 m} ) 1195 15.9

+1.504 [ * ; t——r —t ¢ ~+

1
f- . JF

&899, Adenin Sitozin

~8.1@RA —— — . — .

6.0 288 .B{SEC/DIV.)» 1723

Sekil 40. Niik. Asit Bazlarin Eldsyonu: 1 M NH, ¢=1x30 cm,
V=23 m1, =260 nm
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VII. 13. Co YUKLU CHELEX-100 REGINESI

Hazirlanigi:

20 gr Chelex-100 reginesine 1 M 100 m1 CoCl ¢bzel-
tisi eklenerek elde edilen ¢ozelti gece boyuﬁca bir
karistiric1 ile karistirilir. Elde edilen Co++ yiukli Chelex-
100 reginesi filitre edilir ve bir ka¢ kere saf su ile

yikanir. Regine 1 M amonyak ¢ézeltisi ile gismeye birakilir.

Reaksiyon:

0
o W
—_ -+
/2 N0 Na
(:)-N - 4 +  CoCl —_—
0 Na 2
CH —¢”
2\
0
0 0
CH 4 3 H
—C - - —C
/ 2 N ,o’ \2
N+ ++
®-n Co R Co Yikla
\ S N\C / CHELEX-100
cH c/0 0\ Reg¢inesi
— C—CH
2 N\ V4 2
0 0
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Co Yiklu Chelex-100 Recinesi ile Ayirma Islemi

A- Nikleositlerin Ayiriimasi:

Uridin ve sitidin g¢bzeltilerinden belirli miktarda
alinarak kolona karigim halinde injekte edilir. Ligandlar,
amonyak eluanti1 ile kolonda yiritilir. Sekil 41 de gorildugi
gibi dridin, sitidine gore regineye daha zayif tutundugu.

i¢in kolondan énce ¢ikmistir.

Tablo: 36

Nikleositlerin Retensiyon Hacimleri

pik
Nikleositler t(sn) V(ml)
Uridin ( 0.02 M, 30 m1 ) 310 8.1
Sitidin( 0.02 M, 30 ml ) 665 17.2
+1.50A — ! * —t * ? ¢ —
Uridin (\
8.2680
CR7DIV.D T
Sitidin
| \
' .
+0.00A et \/_\ .
9.8 288 .8(SEC/DIV.) i7o8

$ekil 41. Nikleositlerin Elisyonu: 1 M NH , $=1x30 cm,
— 3
V=39 ml, A=260 nm
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B- Nikleik Asit Bazlarinin Ayirilmasi:

++
Co  yukli Chelex-100 reginesi ile dolu olan kolona

urasil ve sitozin karigimlar bir injektor ile verilir. 1M

amonyak ¢ozeltisi eluant olarak kullanilarak regine ile

ayirma yapilir($ekil 42).

Tablo: 37
Nilk. Asit Baz. Ret. Hacimleri

pik
Nik. Asit Bazlam t(sn) V(ml)
Urasil ( 0.02 M, 30 ml ) 310 7.6
Sitozin( 0.02 M, 30 ml ) 665 16.4
+1.50a [
| Urasil
.1L
8.2
as598.5 1
L
Sitozin
[ o
..=——}
-8.10A . : =
6.8 508 .8¢SEC/DIV.) 2000

Sekil 42. Nik. Asit Baz. Eldsyonu: 1 M NH , $=1x30 cm,
3
V=37 ml, A =260 nm
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Recine dolu kolona adenin ve sitozin karigimlam
verilir. Kolondan ¢ikan maddeler UV Spektrofotometre ile

analiz edilerek kromatogramlar kaydedilir(Sekil 43).

Tablo: 38

Nik. Asit Baz. Ret. Hacimleri

pik
Nik. Asit Bazlari t(sn) V(ml)
Adenin ( 0.02 M, 30 ml ) 375 10.0
Sitozin ( 0.02 M, 30 ml ) 870 23.2
+2.80A
Adenin J
6.500
AZ0IV,.) ¢ .
|
I Sitozin
T ll
} \/\
-@.1@n N . .
a.0 S00.0C(SEC/DIV.)Y =Zaog

Sekil 43. Nuk. Asit Baz]ar1 Eltsyonu: 1 M NH , ¢=1x30 cm,
3
V=40 ml, A=260nm
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VIII. KOLON ELUSYONU UZERINE ETKI EDEN FAKTORLER

1- AYIRILACAK MADDELERIN KONSANTRASYONUNUN AYIRMA
UZERINE ETKISI:

Urasil ve sitozin gozeltilerinden alinan degisik
miktarlardaki numuneler karistirildiktan sonra kolonlara
verilerek amonyak ¢bzeltisi ile eliisyon iglemleri tamamlanir

(Sekil 44 ).

Tablo: 39

Nik. Asit Bazlari1 Ellsyonu

- pik
Nik. Asit Bazlar t(san) v(ml)
Urasil ( 0.02 M, 10 ml ) 435 10.8
Sitozin( 0.02 M, 10 ml ) 620 15.5
+0,320A
i ‘ 4
l Sitozin
(2)6?3.) ,\ Urasil
l.\ 5
k-b_‘-__‘ ) /"‘ \/\
-@.10A — " . .
0.0 260.6¢(SEC/D1V.) 1000

Sekil 44. Niik. Asit Bazlarinin Eldsyonu: 1 M NH , ¢=1x20 cm,
3
V=20 ml, A=254 nm.
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Tablo: 40

Nik. Asit Baz. Retensiyon Hacimleri

pik
Nikleik Asit Bazlari t(sn) V(ml)
Urasil ( 0.02 M, 20 ml ) 995 9.95
Sitozin ( 0.02 M, 20 m] ) 1330 13.3
+2.80A - +
8.5098
(R7DIV.> ¢ 1
0 1
-2.10A [ = ~ -
9.0 500 .8(SEC/DIV.)> 2000

Sekil 45. Nikleik Asit Bazlarinin Elisyonu:1M NH ,¢=1x20 cm
- 3
V=20 ml, A\ =254 nm

Tablo: 41
Nikleik Asit Bazlari Elisyonu
ik
Nuk. Asit Bazlar t(sn) _V(ml)

Urasil ( 0.02 M, 40 m1 ) 405 10.1
Sitozin( 0.02 M, 40 ml ) 540 13.5
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+2.6048 —
Sitozin
6.sanR Urasil
Cas0IV.>T |
|
iy 5
|
! | | |
| ll' \
L | \,L
-G.2048 . , R . ,
8.8 S86.3(5EC-DIV.> 30080

Sekil 46. Nik. Asit Bazlar1 Elisyonu: 1 M NH , $=1x20cm,
3
V=20 ml, A\=254 nm

Yukaridak:s sekillerden gorildiagi gibi ayrilacak
maddelerin miktarlari arttikga pik yiksekligi artmakta ve
madde miktarlarinin artmasina orantily olarakta pik
yiiksek1igi ve alanlari orantili olarak artmaktadir. Ug
eliisyonda maddelerin  biribirinden ayrilmasy net bir

sekilde olmaktadir.

2-  KOLON UZUNLUGUNUN AYIRMA UZERINE ETKISI

Degisik uzunluklardaki regine ile doldurulmus
kolonlara urasil-sitozin ve i{ridin-sitidin karigimlarm
verilmigtir. 1 M NH ¢o6zeltisi eluant olarak kullanilarak
kolonlardan ¢ikan gﬁzeltiler UV spektrofotometre ile

tesbit edilmistir(Sekil 47).
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Tablo: 42

Nikleik Asit Bazlarm

Nukleik Asit Bazlar

Urasili( 0.20 M, 40 ml1 )
Stozin( 0.20 M, 40 ml1 )

Ellsyonu

pik
t(sn) V(ml)
400 10
600 15

+2 .00/ —
[ . Sitozin
i\
 urasit 1]
CAsBIV.D Ufas”, '
]
I',| *
[y ]
) :[ "'
‘x | ““L
-0 . 20R . -
9.8 S8

Sekil 47. Nikleik Asit Bazlarm

V=20 ml, A=254 nm

Tablo: 43

Nikleik Asit Bazlari

(2]
[wx]
!
b\

Eldsyonu: 1M NH ,§=1x15 cm
3

Eldsyonu
pik
Nikleik Asit Bazlarm t(sn) V(ml)
Urasil ( 0.02 M, 40 ml ) 600 9.3
Sitozin( 0.02 M, 40 m1 ) 1500 23.3

9



+1.88A8

Sitozin
9.200
ACDIV.) ] f\
'. . /
i Urasil I
\ .| /
"l
! }j
p/
+0.08a - . N

9.8 S99 .9(SEC/DIV.) 20668

Sekil 48. Nik. Asit Bazlar: Elisyonu: 1M NH , $=1x30 cm
V=28 ml, \=254 nm

Jekillerden gorilecedi gibi wurasil ve sitozinin
biribirinden ayrilmasi her iki kolondada ayni sayilir. Kolon
uzunluklarinin degismesiyle maddelerin kolondan ¢ikmalar:
biraz daha gecikmig olur. Kolondaki recine ¢ok aktif oldugu
igin, kolon uzunlugunun degismesiyle ayirmada meydana gelen
degisiklikler sadece kolon boyunca ayrilacak olan maddelerin
alikonma siirelerinin uzamasidir. Uzun kolonda maddeler daha
uzun sire tutunmugtur. Ligand-Dedigtirme olayi burada ¢ok
h1zl1 olmaktadir. Kolon uzunlugu kigik olsa bile maddeleri
iyi bir gsekilde ayirmak mimkindir. Kolon uzunlugunun
artmasiyla reginede tutunan ligandlarin eluantla kolondan

sokiillmesi gecikmektedir(Sekil 49).
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Tablo: 44
Nikleik Asit Bazlari Elidsyonu
pik

Nikleik Asit Bazlary t(sn) V(ml)

Urasil ( 0.02 M, 40 ml) 745 7.4
Sitozin( 0.02 M, 40 ml) 1855 18.5
Adenin ( 0.02 M, 40 ml) 3500 35.0

+2.00R — + v —
Urasil o
2:398., Sitozin
Adenin
-@.20R w_ " )
0.0 S00.0CSEC/DIV,.) 5500

Sekil 49. Nikleik Asit Bazlari Eldsyonu: 1M NH ,$=1x60 cm
3
V=50 mi,\=254 nm

3. YURUTOCU VE SOKUCU FAZ (ELUANT) KONSANTRASYONUNUN
DEGISTIRILMESININ AYIRMA OZERINE ETKiSI

Re¢ine ile yiikkli kolona wurasil ve sitozin
cozeltilerinden alinan karigim injekte edilir. Daha sonra

eluant olarak kullanilan amonyak ¢o6zeltisi konsantrasyonu

93



degistirilerek ayirmalar tamamlanir(Sekil 50).

Tablo: 45

Nikleik Asit Bazlari Eliisyonu

pik
Nitkleik Asit Bazlari t(sn) V(ml)
Urasil ( 0.02 M, 50 ml ) 460 5.7
Sitozin( 0.02 M, 50 ml ) 635 7.9
"'2-@@)’-\ v v -t
P Sitozin
|
A.5060 UraSi] II \
AsDIV. D>
nol
o
r I\ll |
A
_ l|“- | '¥|‘\
-3.1084 o : »
0.9 Sen.3{SEC/DIV.)>» Jwoon

sekil 50. Nilk. Asit Bazlari Elisyonu: 1 M NH , ¢=1x15 cm,
3
V=10 ml, A=260 nm

Tablo: 46

Nilk. Asit Bazlari Eliisyonu

pik
Niik. Asit Bazlari t(sn) V(ml)
Urasil ( 0.02 M, 50 ml ) 465 5.2
Sitozin( 0.02 M, 50 ml ) 615 6.8
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+2.004a - -
i P Sitozin
Urasil I\
1]
3.5949 I\ll
CA/BI0.) ¢ || x
|
Vo
|
3 '\
) )
"\— 1 \'._
-8.194 A - , :
6.9 588 .9(SEC/DIV.) 3880

Sekil 51. Nik. Asit Bazlar Eldsyonu: 2 M NH , $=1x15 cm,
—_— 3
V=10 ml, A=260 nm

Sekil 50 ve 51 den goriilecegi gibi eluant olarak
kullanilan amonyak konsantrasyonu artirilmasi kolondan ¢ikis
siresini biraz kisaltmaktadir. Ayirma lzerine etkisi sinirly
olmustur. Farkli eluant konsantrasyonlarinda yapilan elis-

yonlarla elde edilen pikler net olup yukarida gbterilmistir.

4- KOLONDAKI AKI§ HIZININ AYIRMA UZERINE ETKiSi

Regcine 1ile yiikkli kolona urasil ve sitozin ¢oézelti-
sinden bir mikropipet ile belirli hacimlerde alarak kolona
injekte edilir. Daha sonra Peritaltik pompa hizi degigtiril-
mek siretiyle kolona gonderilen eluant hizi degistirilir.
Kolondan ¢ikan eluant, UV Spektrofotometresi ile analiz

edilerek kromatogramlar kaydedilir($ekil 52).
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Tablo: 47

Nik. Asit Bazlari: Ret. Hacimleri

pik
Nik. Asit Bazlar t(sn) V(ml)
Urasil ( 0.02 M, 20 m1 ) 600 7.2
Sitozin( 0.02 M, 20 ml ) 750 9.0
+2.684 "
0.500

CAZDIV. D

Urasil

fal
+

Sitozin

(L

-’d.
=

{
!
TN
-@.18A

S8 .8(SEC/DIV. S

>, 3080
§ekil 52. Nik. Asit Bazlari Eldsyonu: 2 M NH ,$= 1x20 cm,

3
V=12 ml, A=260 nm

5-

KOLONLARIN SER]
ETKIS

BAGLANMASININ AYIRMA UZERINE

Ayirma isleminde 30 cm ve 15 cm uzunluktaki kolonla-
ra Ni++ yikld KMDAE-Sporopollenin doldurularak birbirine
seri baglanmigtir. 30 cm uzunlugundaki kolona urasil ve
sitozin injekte edilerek bir peristaltik pompa ile amonyak

gozeltisi kolona verilir. 15 cm uzunlugundaki kolondan ¢ikan
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eluant UV Spektrofotometresi ile analiz edilir(Sekil 53).

Tablo: 48

Nilk. Asit Bazlari Ret. Hacimleri

pik
Nik. Asit Bazlari t(sn) V(ml)
Urasil ( 0.02 M, 25 ml ) 2250 22.5
Sitozin( 0.02 M, 25 ml ) 3300 33.0
+2.00A * -
!
25398 | y .
Urasi] Sitozin
I\ — /\\_,//\\_
-0.20A N i . .
0.0 560.0¢(SEC DIV, 4500 .

Sekil 53. Niik. Asit Bazlari Elisyonu: 2 M NH . $=1x30 cm,
3
V=38 m1,A =254 nm

Ayirma isleminde elde edilen neticeler 50 cm 1ik
uzun bir kolon kullanarak yapilan eliisyon islemine
benzemektedir. Elidsyon kiigik uzunluktaki kolonlarla mukayese
edildigi zaman gok bir fark yoktur. Seri bagli kolonlarin
kullanilimasi kolonda ayirmak istedigimiz maddelerin, sadece
kolondan ¢ikigini geciktirmektedir. Ayirma dzerinde fazla

bir dedigiklik olmamigtir.

97



IX. LIGAND-DEGISTIRME KINETI&1

Ligandlar reg¢ineye baglandig§:r zaman, ligandlarin
konsantrasyonuna bagli olarak i¢ alternatif hiz tayin etme
metodu vardir.

1. Gozeltideki iyonlarin diflizyonu veya transportasyonu

2. lyon-Degistirici regine igindeki iyonlarin difiizyonu

3. lyon-degistiricide bulunan fonksiyonel gruplardaki
kisimlarda iyon-degistirme olay:

¢ozeltideki iyonlarin difiizyon olayina filim difiz-
yonu denir, hizi kontrol eden basamak iyon degistiriciyi
cevreleyen sivi film arasindan olan transportasyondur. Iyon-
degigtirici iginde olan difiizyona tanecik diflizyonu denir.
Degistirici tarafinda kimyasal degismeler olmaktadir.
Tanecik difdzyonu veya kimyasal dedistirme; tegekkidl eden
komplekslerin tabiatina baglh olan ¢ok yavas reaksiyon
adimidir(51).

Eger reaksion, ligandlarin sikica nasi1 bagland1g§1-
na baglyr ise gergek kimyasal degistirme reaksiyonu, hiz
tayin etme adim olarak kullanilir. Yukaridaki bahsedilene
bagli de§ilse, buna alternatif olarak regine taneciginden
veya regine tanecigine cevreleyen filimdeki difizyon; hiz
tayin etme adimy olacaktir. Bu iki alternatifte agikca ayirt
edilebilir; ¢lnki  ilkindeki olay karistirma olayindan

etkilenmeyecektir; halbuki ikincisinde, karistirma hizinin

98



etkisi biyilk olacaktir. Tanecik ¢apinin reaksiyon hizs
izerine etkisi biyiiktir. Bu nedenle re¢ine taneciklerinin
homojen biyikliikte olmasy gerekmektedir(52).

Calismalarda ligand-degistirici reginelere yiiklenmis
olan katyonlar ile selat-degistirme olarak niikleosit ve
niikleik asit bazlarinin tutunmasi ve birakilmasi incelen-

++ ++ ++

mistir. Ayirmalarda kullanilan Cu , Ni ve Co yukli
regcinelerde yavas adim , (reaksiyon hizin1 tespit eden
reaksiyon), kimyasal yer de§istirme reaksiyonudur. Reaksiyon
hizin1 tayin etmek i¢in , Tigand-degistirme esasinda regine
capinda degisiklik olup olmadigini tespit edebilmek igin;
hazirlanan tabii ve sentetik recinelere nilkkleosidlerden,
iiridin ve sitidin eklenerek regine ¢aplari mikroskop ile
6lcluimigtir. Tablo(49) da gériilecedi gibi ortalama regine
¢aplarinda degisiklik olmamistir. Bu da 1ycopodium-Clavatum
ligand degistiricilerinde , hiz tayin etmek filim difilizyonu
yerine, kimyasal yer degistirme reaksiyonu hizi tayiﬁ
etmedeki adim olarak se¢iimistir. Tablo (49) da ligand-
degistirme o6ncesi ve sonrasindaki ortalama regine c¢aplar:
gosterilmistir.

Kinetik deneylerde yapilan islemler goyledir: Belli
bir miktar kurutulmus regine bir beher igerisine konur.
Belli miktar saf su ligand-degistirici regineye eklenir. Bir
manyetik karigtirici ile regine karistirilir. Beher
icerisine pH metrenin elektrodu daldirilir. Beher igindeki
suspansiyona nikleik asitlerin veya nilkleosidlerin herhangi
bir ¢6zeltisinden belli hacimde alinan numuneler

suspansiyona eklenir. Zamana kargi cozeltinin pH 1 6lgllir.
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Gozelti pH s1 sabitleginceye kadar kaydedilir. Beher igeri-
sinde bulunan regine ile, eklenen nitkleosit veya
nikleik asit bazi1 arasinda bir 1ligand deg§istirme olay:

olacaktir. Ligand-Degistirme reaksiyonu:

-——HZO L o= ®-L + Lo

2

Hiz denklemi gbtyle olur:

d[L-H 0] n n
2 1 2
Ve ——— - k [S-HO] [L]
dt exp 2
veya
@M + L = Q- + L-m
3 3
d[L-NH ] n n
3 1 2
V= = k [S-NH ] [ L]
dt exp 3

Reaksiyonun meydana geldigi ¢6zeltinin pH s1 yarim

saata yakin o6lgtlir. Olgimlerden elde edilen datalarla a +

H
kars1 t grafigi ¢izilir. Grafikteki i1k noktalar dogrudur.

Dogrunun egimi reaksiyon baslangi¢ hi1z1 V; kabul edilebilir.
Sonuglar analiz edildiginde Vo degeri reginenin ve ligandin,
¢bzeltideki kinetik mertebesini buimak i¢in kullanilabilir.
Yukaridaki hiz denkleminde [S-H O] regine fazindaki aktif
Ligand-konsantrasyonu ve [L] gégeltideki ligand konsantras-

yonudur. Sonuglardan n =n =1 kabul edilebilir.
1 2 :
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Tablo: 49
Elde Edilen Yeni Reg¢inelerin Ortalama Caplarinin Mikroskop

ile Olgilmesi:

RECINE ADI D(pm) D{(pMm) D(pm)
O — Y((i,lgﬁz Ur’?din Si'gdin
Ykl Yakld

Cu++ Yiiklud KMDAE-Sporopollenin 31.5 31.5 31.5
Co++ Yik1ld KMDAE-Sporopollenin 31.5 31.5 31.5
Cu++ Yiik1u aDAEG-Sporopollenin 31.5 31.5 31.5
Cu++ Yikld bDAEG-Sporopolienin 30.6 30.6 30.6
Ni++ Yiik1i bDAEG-Sporopollenin 30.6 30.6 30.6

++
IX. 1. A. Co Yiiklu KMDAE-Sporopollenin Reginesi-

Sitidin Ligand-Degistirme Kinetigi:

++
0.5 gr kurutulmus Cu yiklid KMDAE-Sporopollienin

recinesi saf su ile suspansiyon haline getirilir. Bu suspan-
siyona 0.02 M, 6 ml sitidin ilave edilerek pH degisimi
kaydedilir(Tablo:50).

a ,kargi1 t grafigi ¢izilir(Sekil 54). Egri egimin-
den Vo=0?6 bulunur. n =n =1 diginilerek 1ligand-degistirme
reaksiyonu igin bir%nc% mertebeden kinetik denkiemi
kullanilir,

KMDAE -Sporopollenin: 0.5 gr
Guanin : 0.02 M, 6 ml

Go6zelti Hacmi : 70 ml

Reaksiyon Bag. Hiz1 : 0.6
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Tablo: 50

Sitidin Ligand-Degistirme Reaksiyonu pH Degisimi

t(dak) pH H x10 °
0 4.03 9.33
4 4.16 6.91
8 4.24 5.75
12 4.29 5.13
16 4.33 4.68
20 4.37 4.27
24 4.40 3.98
28 4.42 3.80
32 4.44 3.63
36 4.46 3.47
40 4.48 3.31
44 4.48 3.31
x10_7 A
900 4
800
700 1
aﬁf 600 -
500 -
400 -
300 ' . : _ -
0 10 20 30 40 t(dak)
Sekil 54 . a 4 mn Zamana Bagimlil1g1: 0.5 gr regine, 25°C

H
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++
IX. 1. B- Cu Yiikli KMDAE-Sporopolienin Reginesi-

Guanin Ligand-Degistirme Kinetigi:

2 gr kurutulmug Cu*+ yikld KMDAE-Sporopolienin re-
¢inesi saf su ile suspansiyon haline getirilir. Suspansiyona
guanin ¢ozeltisi ek]engrek zamanla degigen ¢bozelti pH s
kaydedilir.

KMDAE-Sporopollenin: 2 gr

Guanin : 0.02 M, 25 ml
Cozelti Hacmi : 100 m]

Reak. Bag. Hizn : 0.55

Tablo: 51
Guanin Ligand-Degistirme Reak. pH Degerleri

[

+ 13

t(sn) pH [ H] x10

0 12.32 4.79

4 12.30 5.01

8 12.28 5.25

12 12.26 5.50

16 12.24 5.75
20 12.22 6.03

24 12.20 6.31

28 12.18 6.61

32 12.17 6.76

36 12.15 7.08

40 12.14 7.24
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=15

x10 |
700 |
650
600 J
&4
B 550
500 |
450 ———— —
0 10 20 30 40 50

t(dak)

Sekil 55, aH+n1n Zamana Bagwmlil1g1: 2 gr regine, 25°C

++ ’
IX.2. Co Yiikli aDAEG-Sporopollienin Recinesi-

Sitidin Ligand-Degistirme Kinetigi:

0.5 gr kuru aDAEG-Sporopollenin reginesi suspansiyon
haline getirildikten sonra, 0.02 M, 12 ml sitidin ¢oézeltisi

suspansiyona ilave edilerek reaksiyonun pH degigimi 61gulir.

aDAEG-Sporopollenin: 0.5 gr
Sitidin : 0.02 M, 12 ml
Gozelti Hacmi : 62 ml

Reaksiyon Bag. Hizi: 0.152
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Tablo: 52
Sitidin Ligand-Degistirme Reak. pH Degisimi

+ 12
t(dak) pH [ H] x10
0 11.50 3.16x10
4 11.42 3.80x10
8 11.35 4.47x10
12 11.30 5.01x10
16 11.26 5.50x10
20 11.23 5.89x10
24 11.20 6.31x10
28 11.18 6.31x10
32 11.16 6.61x10
36 11.15 6.92x10
40 11.13 7.08x10
-12
x10
- 700 A .
H
500 A
300 L . —
0 20 40 60
t(dak)
++

gekil 56. Co  Yikli aDAEG-Sporopollenin - sitidin Reginesi

aH*p1n zamana bagimii11g1: 0.5 gr regine, 25°C
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++
IX.3.A. Co Yiikli bDAEG-Sporopollenin Recinesi ile

Ligand-Degistirme Kinetiginin Incelenmesi:

bDAEG-Sporopollenin: 0.563 gr

Uridin : 0.0025 M, 20 ml
Cozelti Hacmi : 40 ml

Reak. Bas. Hiz1 : 0.67

Tablo: 53

Uridin Ligand-Degistirme Reak. pH Degisimi

t(dak) pH [ H+]

0 3.20 6.30x10“4
4 3.41 3.89x10-4
8 4.06 8.70x10-5
12 4.58 2.63x10-5
16 4.75 1.77x10-5
20 4.88 1.31x10-5
24 5.00 1.00x10-5
28 5.08 8.31x10-6
32 6.90 6.90x10-6
36 5.22 5.90x10-6
40 5.27 5.26x10-6
44 5.33 4.67x10-6
48 5.34 5.33x10“6
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x10 |
60 |
40 1
aH+
20 |
0 : ——— S
0 10 4 ax)20 30
++

Sekil 57. Co yukli bDAEG-Sporopollenin Reginesi - iridin
a nin zamana bagimlil1gi: 0.563 gr regine, 25°C
H+

++
IX.3. B- Co DbDAEG-Sporopollenin Reg¢inesi-Guanin

Ligand-Degistirme Kinetigi:

0.5 gr kurutulan 1igand- degistirici regine saf su
ile suspansiyon haline getirilir. Suspansiyon, 0.02 M, 10 m]
guanin ¢ozeltisi ile karistirilir. Reaksiyonun pH sinin za-

mana gbre degisimi bir pH metre. ile kaydedilir(Tablo:54).

bDAEG-Sporopolienin: .5 gr
Guanin : 0.02 M, 10 ml
Cozelti Hacmi : 40 ml

Reak. Bas. Hiza : 0.57
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Tablo: 54
Guanin ligand-Degistirme Reak. pH De§igimi

+ 12
t (dak) pH [ H ] x10
0 12.11 0.776
4 11,98 1.050
8 11.93 1.170
12 11.89 1.290
16 11.85 1.410
20 11.81 1.550
24 11.80 1.580
28 11.78 1.660
32 11.75 1.780
-13
x10 &
1700 .
1500 | °
@y
H 1300
1100 -
900 |
700 -

0 10 20 30 40
t(dak)

sekil 58. aH+p1n Zamana Bagimli11g1: 0.5 gr regine, 25°C

108



X. DENEY SONUGLARININ DEGERLENDIRILMESI
VE TARTISNMA

Ligand-degigtirme kromatografisi nikleosid,
nikleik asit, aminler ve benzer maddelerin analizinde
kullanilan tercihli bir metodtur. Son yillarda gaz
kromatografisi niikleik asitlerin analizinde kullaniimaya
baslanmistir. Gaz kromatografisi analiz i¢in buharlagabilen
bilegenler ister ve ayirma iglemi birkag basamakla olur.
Sivi  kromatografisinde ise niikleik asitler ve benzer
maddeler direkt olarak kolana injekte edilebilir,
buharlasmaya gerek kalmadan ayirma islemleri
yapi1labilir(37).

Nikleik asitlerin ayiriimasi genelde gradient-
elisyon kullanarak kuvvetli anyon-degistiricilerle analiz
edilmistir. Bu g¢aligma metodu hidroliz sistemler igin iyi
ayirma metodu olmasina ragmen ¢ok zaman alicidir ve yaklagik
24 saat tamamlama ig¢in gerekli oldugundan gok sikicidir(37).
Halbuki elde ettigimiz reginelerde ise nikleik asitlerin
ayiriimasi ¢ok hizli bir gekilde olmakta ve sadece tek bir
eluant kullanilarak ayirmalari miumkin olmaktadir.

Galigmalarimizdaki ayirma islemlerinde eluant olarak
amonyak kullanilmigstir. Kolon, rejenerasyona gerek kalmadan
yeni ayirmalar i¢in kullamilir. Hazirladigimz 1ligand-

degistiricilerde pH 1n, eluant konsantrasyonunun
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degigmesiyle kolondaki regine paketinde gbzle géridlir bir
degisiklik goriimemistir. Re¢inenin yapisi1 degismemigtir.

Etilendiamin kompleksleriyle, amonyak kompleksleri-
nin disasiyosyonunu ele alalim. Etilendiamin ve amonyagin
elektronik etkileri aymidir. Eder amonyak molekiili
kompleksten parcalanirsa ¢ozelti icerisine kolayca girer;
yani kompleks haline tekrar donme ihtimali uzaktir. Halbuki
etilendiaminin yapmis oldugu kompleksierde amino gruplarinin
birisi kompleksten ayrilirsa diger ucundaki amino gruplari
kalir ve tekrar metale baglanir. Kompleksten ayrilan azot
atomu ancak birka¢ yiiz pikometre uzaklagabilir ve metal
katyona tekrar geri salinim yaparak baglanir. Bu sunu
gostermektedir: Etilendiamin  kompleksleri ¢ok saglam
yapidadir, ¢ok az bir ihtimallie dissosiye olabilir, ¢ok
kararlidir. Bu ©6zelliklerinden faydalanarak Lycopodium-
Clavatum'a etilendiamin eklenmis olup, yiiritici faz olarakta
amonyak kullanilmistir.

Sulfolanmig regine]er, ile mukayese edildigi zaman
sentezledigimiz regineler bilyilk avantajlara sahiptir.
Sulfolanmis reginelerde metal iyon kayb1 ¢ok fazladir.
Halbuki karboksilik regineler kendilerine baglanan metal
jyonlarin1 daha siki tutarlar, boylelikle bu tip fonksiyonlu
recineler ligand-de§istirme kromatografisinde kararli
fazlar olusturan regineler olmas1 niteligiyle ¢ok
kullaniglidir.

Polimer tipinde elde edilen sentetik reginelerin bir
diger dezavantaji mekanik kuvvetlerinin zayif olmasi

nedeniyle yilkksek basin¢li sistemlerde kullanilmazlar(38).
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Yiksek basingly sistemlerde, sentetik regineler kullanilirsa
deforme olmakta veya yap1§arak kolonun geg¢irgenligini
azaltmaktadir. Kararliligin artmasi igin, kati materyalin
basinca karsi dayanikli olmasi saglanmalidir. Bu 6zellik
tabii reginelerin kullanilmasini 6nemli hale getirmistir.
Sporopollenin sabit bir kimyasal yapiya sahiptir. Pollen
taneciklerinin morfolojisine bakildigi zaman tanecik
biiyikliklerinin homojen bir yapiya sahip oldugu ve sabit bir
yapida oldugu goérilmigtir.

L.Clavatum yaklagik 25 mikronluk bir capa sahip olup
elipsel bir gsekildedir. Bu biyiiklik tim taneciklerde
mevcuttur. Bundan dolays, kolondan akis hi1z1 sabit olup,
bir dalgalanma mevcut degildir. Tabiatta L. Clavatumun 10
mikrondan 250 mikrona kadar degisik taneciklerde bulundugu
bilinmektedir(40).

Ayrica bu regineler kimyasal ve fiziksel kararliliga
sahiptir. Sicak alkali ve asitiki ¢bzeltilere karsy
kararliligim korur. Sicak oksitleyicilere karg1
kararliligini korur. Sicak oksitleyicilere karsi kararlidir.
250°C ye kadar dayaniklidirlar(4l).

selat, siilfonik ve selllozik iyon-degistiricilerin
ligand-degigtirme kromatografisinde karsilastiriimas:
yapilacak olursa, Selat ligand-degistiriciler metal iyonunu
en 1iyi tutan reginelerdir. Elde ettigimiz tabii gelat

++ ++ ++
ligand-degigtiricilerin Cu , Ni , Co gibi gegis
elementlerini tutma 6zelligi gok biyiktir. Sentetik 1igand-
degistiricilerden olan Chelex-100 reginesi uzun sire

kullani11ldig1 zaman regineden metal s1zd1g1' gérilmuastir.
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Ligand-degistirici Sporopollenin reginelerinde metal
si1zinti1s1 olmamaktadir.

Ayirma igleminde differansiyel refraktometre ve
siirek1i analiz yapabilen UV spekrofotometre kullamiimisgtir.
Eluant olarak amonyak secilmistir. Ayirma piklerine
baki11d1g1  zaman, piklerin bazen base line ({izerinde
yurumedigi gorilmigtir. Kolon sicakligr ayarlanip, akis
hizindaki deviasyonlar azaltilirsa; | pikler base 1line
lzerinde yiiriyecektir. Yine bazen baglangigta kiigiik bir pik
gorilmektedir. Bunun nedeni reginede aminierle veya diger
ligandlarla yer degistiren amonyak konsantrasyonunun,
yluritici olarak kullanilan amonyak konsantrasyonundan biyiik
olmasindandir. Eger, vrecine daha once amonyak ile
doyurulmussa; bu pulse eluantla birlikte ayni hizda hareket
edecektir. Eder recine amonyak ile doyurulmamigsa; bu pulse
daha yavag hareket edecektir ve kolondan g¢ikisida
geq%kecektir. Bizim yaptigimz ayirma iglemlerinde ikinci
durum goridimemistir. Kolondan siirekli olarak amonyak
ge¢irdigimiz igin, ayirma islemelerinde pulse,
kromatogramlarin baslangicinda ¢ikmigtir.

Orijinal Lycopodium-Clavatum ile ayirma diglemleri
denendigi halde ayirma gergeklesmemistir. Fonksiyonel grubu
olmayan L. Clavatum ayirma yapmamaktadir. L. Clavatum kolona
doldurularak nikleositler ve niikleik asit bazlari injekte
edilip amonyak eluantiyla eliisyon yapilmistir. Elde edilen
kromatogramlarda tek pik gériimigtir. Fonksiyonel gruplar L.
Clavatum yapisina girmedigi middetce ayirma olmiyacag:

bir gercektir.
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CO in recine binyesine girmemesi saglanmalidir. CO
Diaminoeti%-Sporopo]lenin biinyesine girmigse reginedek?
aminler karbonatlarina doniiseceginden dolayi, regineye
yiklenen fonksiyonel gruplarin recine tarafindan tutma
ve Dbirakilma o6zelligi ortadan kalkacaktir. Yapilan
denemelerde CO tutmugs regine ile ayirma olmadigy

2
gordimigtar.

X. 1. Nikleositierin ve Niikleik Asit Bazlarinin

Ligand-Degistirici Sporopollenin Recineleri

ile Ayirilmasi:

Son yillarda pirin ve pirimidin karigsimliari genelde
katyon-degistirici regineler kullanilarak ve gradient
elisyon teknigi yontemi ile ayirilmalari yapiliyordu(48,49).
Bu tip regine yikli kromatografide yapilan ayirmalar,
tagiyic1 ¢ozeltinin iyonik kuvvetini siirekli artirarak
yapilmistir.  Nikleositlerin ve nilkkleik asit bazlarinin
katyon-degistirici regineler ile ayirilmasi da oldukca zaman
alicidir(37).

Caligmalarimizda elde edilen recineleri 1ligand-
degistirme kromatografisinde kullanarak yapmis oldugumuz
ayirmalar bir saat gibi kisa zamanlarda olmugtur. Nikleik
asit ve nilkleositlerin bizim elde ettigimiz reginelerle
ayirilmasy , katyon-degdistirici reginelere gore 20-25 kat
daha kisa siirede olmugtur. Ayirmalarda 15x1 cm ve 30x1 cm

¢aplr kolonlar ve 3 M "a kadar degigen amonyak ¢ozeltisi
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eluant olarak kullanmilmistir.

Elde edilen tim ligand-degistiricilerde, sadece tek
cesit eluant Tineer eliisyon islemlerinde kullaniimigtir.
Rejenérasyona gerek yoktur. Cozeltinin pH s1 degistigi zaman
kolon verimliligi artmaktadir. 50°C de yapilan denemelerde
nikieositlerin ve nikleoik- asit bazlarinin kolondan
¢1kmalari daha kisa zamanda olmugtur.

Cu++ KMDAE-Sporopollenin ile ayirmalardan elde
edilen piklere bakildig1 zaman sekil(4) {iridin, adenozin,
sitozin ve adenin gibi serbest elektron ¢ifti bulunduran
ligandlarin Cu++ yiklid metal iyonuna karsi farkli ilgilere
sahip olmasindan dolayr bu ligandlarin regine yiik1i kolondan
asagiya dogru siruklenmeleri farkli hizlarda olacak ve
biribirinden ayirilacaktir.

Cu++ ylikla KMDAE-Sporopollenin reginesiyle yapilan
ayirma iglemlerinde eluant olarak kullanilan amonyagin
ligand-degistirme isleminde biiyiik 6ﬁemi vardir. Kolona
ligandlar injekte edilmeden once, kolon bos olarak ‘sadece
amonyak ¢ozeltisi ile galigirken, regine govdesine bagii olan
bakir(11) gegis metallerinin bos koordinasyon uglarina
amonyak girmektedir. Daha sonra kolona ayirmak distedigimiz
ligandlardan nikleosit ve niikleik asit bazlari yiklendigi
zaman, metal iyonuna dnceden baglanmig olan amonyak, yeni
ligandlarla yer degistirecektir. Yer degistiren ve Cu++
katyonuna tutunan 1igandlarin kolondan sékilmeleri farkla
zamanlarda olacak ve sonugta ligandlar biribirinden

ayrilacaktin

9ekil(4) elde edilen piklere bakildigr zaman
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adenozin, (ridine gore regineye daha kuvvetli baglanmig
oldugundan kolondan daha ge¢ ¢ikmistir. Nikleik asit
bazlarindan olan urasil-sitozin ve urasil-adenin
piklerinden(sekil 5,6) da goérilecegi gibi sitozin ve adenin,
urasile nazaran ligand-degistirici regineye daha kuvvetli
tutunmasindan dolay1 kolondan ge¢ ¢ikmistir.

Urasil, guanin ve adenin pK degerleri sirasiyla 9.5,
9.4, 9.8 dir. Uridin ve guanozin ise 9.2 ve 9.5 dir(50).
Urasil ve adenin piklerine baktigimiz zaman (Sekil 7) pK
degerleri biyik olan kolondan daha geg¢ ¢ikmistir. Kolondan
ge¢ ¢ikmanin diger bir olglside; -NH grubu igeren
maddelerin regineye daha siki tutunmasi nédeniy]e kolonda
daha uzun siire kalmasidir. Sitozin ve adenin gekil (11) de
gorildigu gibi -NH grubu ihtiva ettiklerinden recineye
daha kuvvetli tutuﬁarak kolondan urasile goére daha geg
¢ikmiglardir. Benzer sekilde sitidin ve adenozin -NH grubu
ihtiva ettiginden sekil(9) da gordlecedi gibi kolonu daha
ge¢ terk etmi§ti;. Kolondan maddelerin ge¢ ¢ikmasimi
- .etkileyen diger bir faktor halkanin 7, 9 numarasinda -N
atomu bulunduran maddelerin, regineye baglanmasi daha
kuvvetli olacagr ig¢in kolonu terk etmeleride daha geg
olacaktir(50). Guanin ve adenin halkalarinin 9. numarasinda
-N atomu bulundurmalari nedeniyle kolonu daha ge¢ terk
etmiglerdir. Aym sekilde adenozin bulundurdugu -N
atomu sebebiyie kolonu dridine gbre daha ge¢ terk

etmigtir(Sekil 4).
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++
X. 2. Aminlerin Ni  Yikli b-DAEG-Sporopollenin

Reginesi ile Ayirilmasi:

. ++
Aminlerin ayriimasinda kullanilan kolonlar Ni

yiklu b-DAEG-sporopollenin regine ile doldurulmugtur.
Re¢ine kullaniimadan once 1 M amonyak cozeltisi ile yikanir.
Béylece metal-amonyak kompleks1i 1igand-degistirici ayirma
i¢in hazir hale getirilmis olur. Daha sonra gok kiigiik amin
miktarlari kolonun yukari kismindan verilir ve sulu amonyak
cbzeltisi  kullanarak kolonun asagisina dogru aminler
siiriklenir. Farkly aminler farkli hizlarda kolon boyunca
hareket ederler. Aminlerin  kolondan ¢ikis sirasi
trietanolamin, isobutilamin ve anilin sirasinda (Sekil 24)
ve Jekil 25 de gorilecegi gibi trietanolamin ve dietilamin
seklindedir. Aminlerin ayirilmasi net bir sekilde oimustur.
Aminlerin R degerlerindeki farkliliktan dolay
refraktometre i{e ayirmalar tesbit edilmistir. Ayrica, amin
etrafindaki siterik engel ve hidrofilik .substﬁtﬁent1er
baglanma kuvvetini zayiflastiririar.

Aminlerin ayirilmasi sirasina bakarsak ¢ok bilyiik
karbon zincirine sahip ve dalli olan aminler kolondan daha
once ¢ikmiglardir. Diz zincirli aminler kolonda daha sik:
tutunurlar ve bbylece kolondan ge¢ ¢ikarlar. Regine
gézeneklerine diiz zincirli aminlerin girmesi daha kolay olup
tutunmasida  kuvvetli olmaktadir(45). Primer aminler;
segonder, tersiyer ve hetorosiklik aminlerden daha

kuvvetlice regineye tutunurlar. Trietanolamin ve dietil-
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amin ayirilma pikierine bakarsak (Sekil 25), trietanolamin
dietilamine g6re daha ¢ok dala sahiptir. Bu nedenle
trietanolamin kolondan daha énce ¢1kmistair.

Aminlerin. ayirilmasini1 etkileyen faktér sadece bu
degildir. Degerlendirme baz kuvvetiyle de olabilir. Fakat bu
tam agik degildir. Etilenaminin eliisyon sirasi baz
kuvveti ile ters orant1i1d1r. Bu disincede tam gegerli
- degildir. pK degerlerine bakarsak mono, di ve trimetilamin
pK deger]er? 3.45, 3.39 ve 4.53 olmasina ragmen eliisyon
hagimleri ayni sirayi takip etmemektedir. Bazi durumlarda
aminlerin elisyon hacimleri amonyak konsantrasyonunun karesi
ile orantil1 olabilir. Yani bir hidrazin molekidlu iki
amonyak molekili ile yer degistirebilir. Bu da hidrazinin
Cu++ ile 1ikili kopri yapmasiyla olusabilir. Bazende
elisyonda; amonyak konsantrasyonunun 1-2 kati arasi orantili

olarak eliisyon hacimleri artabilir(39).

X. 3. Nikleositlerin ve Nikleik Asit Bazlarinin

Chelex-100 Recinesi ile Ayirilmasi

Ligand-degi§tirmgr,teknigindeki zorluklardan birisi
re¢ineye yiikli metal i;iklar1n sokicli ve tasiyici olarak
kullanilan eluantla iyon-degistirme prensibine gbre
siyrilmasidir. Bu gercek, metal iyonlarin secgimine
simirlilik getirir. Sulfolanms polisitiren reginelerine
eklenen Ni++ iyonlary eluantla birlikte ¢ok az bir miktarda

++
yer degistirdigi halde, aym1 regine Cu yiiklenmesi
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durumunda, kolondan siyrilan Bakir(II) nin Nikel(II) den
daha fazla oldugu gorilmigtur(45). Metal sizintilarim
onlemek i¢in, diminodiasetat fonksiyonel grubu ihtiva eden
1igand-degi§t5riciler yapiimgtir., Bu tip fonksiyonel
gruplar1 ihtiva eden Chelex-100 reginesinde dahi metal iyon
s1zintis1 zamanla meydana gelebiimektedir. Daha sonralarm
biyik molekilleri ayirmak i¢in kullanilan sellulozik
recineler iyi ayirmalar vermesine ragmen, re¢inedeki mgta]
iyonlari kagadinin gok olmasi biuyik sanssizliktir(45).

/ Dowex A-I, Dow Chemical Co. den alinan regjne1ere
gecig elementleri ekliyerek, metal  yiikl1i-Chelex-100
regineleri elde edilir. Bu reginede fonksiyonel grup olarak
imino-diasetatlar bulunmaktadir. Polimer matriksi polisiti-
ren olup divinilbenzenle ¢apraz baglanmistir. Ligand-
degistirici olarak Chelex-100 un kullanildigr Tligand-
degistirme  kromatografisi niikleik asit bilesenlerinin
ay1r1}ﬁa51nda kullanilan bir ayirma metodudur. Chelex-100 ‘e
nikleik asitlerin baglanma kuvvetinin ¢ok biyik olmasi
sebebi ile ayirma iglemleri g¢ok hi1zlv olmamaktadir.
Che]ex—loo re¢inesinin baglanma kuvveti 8-12 (kjul\mol)
dur(42). VYavag ayirma 6zelligi bir dezavantaj gibi
gbriinmekle beraber bu reginenin: a) Biiyik bir kimyasal
kararli111ga sahip olmas1 b) Gegis metalleri yiklenmig halde
bir kag¢ ay uzun sire kullanilabilmesi onemli avantajlarin-
dandir. Bu reginenin dezavantajlarini siralarsak; eluant
olarak amonyak kullaniidigir zaman,amonyakl: ortamda hidroliz
olma ediliminde olan bazi bilegiklerin ayirilmasinin gigles-

mesi ve halojen tuzlarin ve asidik ¢ozeltilerin bakiri
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re¢ineden gekebilmesidir.

Chelex-100 reginesi ile absorplanan metallerin
miktar: pH nin bir fonksiyonudur. pH 2yden kiigiikse absorpsi-
yon c¢ok diigiik, 2-4 arasi1 ise absorpsiyon artmakta ve pH 4
oldugu zaman maksimuma ulagmaktadir(43).

Chelex-100 reginesine alkali toprak elementleri kat-
yon olarak eklendigi zaman, bu elementler reginede bulunan
iminodiasetat ile zayif kompleksler vermekte, halbuki bu

++ ++ ++
recine, gecis elementlerinden olan Cu , Nij ve Co ile
reaksiyona girdigi zaman ¢ok kuvvetli kompleksler meydana
getirmektedir(44). |

3eki1(37) de elde edilen piklere bakildiginda; siti-
din, lﬂridine gére regineye daha kuvvetli baglanmis olup
kolondan daha geg¢ ¢ikmistir. Nikleik asit bazlarindan olan

urasil-sitozin elisyonunda, sitozin kolona  kuvvetli

tutunarak kolonu ge¢ terk etmigtir( Sekil 38).

+ X. 4. Kolon Parametrelerinin Degistirilmesi

1- Ayarilacak Madde Kdﬁsantrasyon]ar1n1n Ayirma

Uzerine Etkisi:

Nikleositlerin ve nikleik asit bazlarinin
konsantrasyonu artirilidign  zaman ayirma islemindeki
degisiklik sadece pik yiksekliginin artmasidir(Sekil 44,45).
Ayirilacak madde miktarinin artmasina orantil1 olarak pik

yiksek1igi ve pik alanlar1 artmaktadir.
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2- Kolon Uzunlugunun Ayirma Uzerine Etkisi:

Degisik  uzunluklardaki recine ile doldurulmus
kolonlara niikleosit ve niikkleik asit bazlar1 injekte edilerek
yapilan ayirmalarda elde ediien piklerden( Sekil 47) ¢ikan
sonu¢ sudur: Kolon uzunluklarinin degismesiyle maddelerin
kolondan ¢ikmalari gecikmistir. Hazirladigimiz regine g¢ok
aktif oldugu ig¢in kisa kolonlarda dahi ayirmalar mimkindir.
Kolon  yiiksekligi artmasiyla niikleosid ve nikleik asit
bazlarinin kolonda kalma sireleri ve resoliisyonu artarak

kolondan daha ge¢ ¢ikmiglardir.

3- Eluant Konsantrastonunun Degistirilmesinin Ayirma

Uzerine Etkisi:

Kolondan ayirilacak Tligandlarin koordinasyon
seciciligi pH ya baglidir. Ayirma prosesinin verimini
. artirmak istiyorsak eluant olarak kullanilacak g¢bzeltinin pH
© s1 Uzerinde degistirmeler yaparak uygun pH araliginda en iyi
ayirma yapilabilir. Eluant bilegiminin degistirilmesi adsor-
be edilecek maddelerin adsorpsiyon hizini degistirecektir.

Recine ile yikli kolona injekte edilen niikleosit ve
niikleik asit bazlari, amonyak eluanti kullanmilarak reg¢ineden
s6kidimiglerdir. Amonyak konsantrasyonlari degistirilerek
elde edilen kromatogramlar $ekil 50,51 de gosterilmigtir.
Piklerin ¢ikig1 zamana baglidir. Yapmisg oldugumuz ayirma
iglemlerinde absorpsiyon ve desorpsiyonun zamana Kkarsi
pikleri alinmigtir. Gikan piklerin alanlarina bakilacak

olursa, amonyak konsantrasyonu arttlkga piklerin yikseklik-
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leri azalmaktadir. Cinki derigik émonyak'daha kuvvetli bir
sokiici oldugu i¢in kolona injekte edilen maddeleri daha kisa
zamanda ¢ikaracaktir. Bu da piklerin boyunun kisa oimasina
sebep olur. Ayirma igleminde kuliandigimiz kolonlar, ozel
olarak boro-silikatlardan yapilmis kolonlar oldugu igin
amonyak konsantrasyonunu 3 M {zerine ¢ikarmadik. Clnki
derisik amonyak kolona zarar vermektedir. Amonyak

konsantrasyonu 0.2 - 2 M arasinda degistirilmistir.
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XI. SONUG

1. Tabii bir polimer olan Sporopollenine diaminoetan
ve bromo asetik asit fonksiyonel gruplari eklenerek regineye
saglam  bir yap1 kazandirilir. Bu reginelere gegis

++ 4+ ++
metalierinden Cu , Ni ve Co yuklenerek kompleks yapiya
sahip ligand degistirici regineler elde edilir.

++ ++ ++

2. Cu , Ni veCo yiukli KMDAE-Sporopollenin
ligand- degistirici regineler , yapilarinda etilendiamin
bulundugu ig¢in ok saglam bir yapiya séhip olup, oldukga

++ ++ ++
kararlidir. Cu , Ni  ve Co yiiklau KMDAE-Sporlarin regi-
neleri nikleosidlerin ve niikleik asit bazlarinin ayrilmasi
i¢cin oldukga uygun reginelerdir. Bu ligand degistiricilerde
metal sizintis1 olmamaktadir. Bu regineler uzun omirld
olup, kuvvetli asit ve bazlara kargi oldukgca dayaniklidir.

3. Gegis elementleriyle yiiklenen karboksilik regine
kolonlar ligand-degistirme kromotografisinde g¢ok giizel
ayirmalar vermektedir. Bakir (II) yikld bromoasedik asit
bagl1 ligand degigtirici kolonlar keskin pikler vermektedir.
Metal iyon yikliu kolonlardan eliisyon sirasi g6yle olmaktadiry

Kuvvetli bazlar, zayif bazlara nazaran daha kuvvetli

tutunurlar.

122



4. Lycopodium-Clavatuma, diaminoetan ve dikloranti-
glioksim bagjlanmasiyla elde edilen regine ile Tigandlarin
ayrilmasina yeni imkanlar getirilmistir. bis-DAEG -
Sporopolierin ad1 verilen bu regineye ge¢is elementlerinden

++ ++ ++
Cu , Ni ve Co eklenerek kararli kompleks regineler elde
edilmigtir. Bu regineler ile nikleosidlerin ve nikleik asit
bazlarinin ayrilmasi gergeklestiriimigtir. Elde edilen
re¢inelerle net ayirmalar yapilabilir ve bu reginelerin,

ligand-degistirici regine olarak kolon  kromotografi -

¢aligmalarinda alternatif bir hetod olarak kullanilabilir.

5. Lycopodium-Clavatum polimerine diaminoetan ve
antikloroglioksim baglanmasiyla elde edilen yeni reginelere
++ ++ ++
Cu , Ni ve Co gibi gegis elementleri eklenmek suretiy-
le elde edilen kompleks, Tligand-degistirici regine olarak
niikleik asitlerin ve niikleosidlerin ayrilmasinda

kullanilabilir.

6. Cu(Il) yiikiu bDAEG-Sporopollerin recginesi ile
aminlerin ayirilmas: gerceklestirilebilir. Aminlerin
ayrilmasinda aminlerin primer, segonder, tersiyer
hetorosiklik olmas1; amin tarafindaki siterik engel gibi
etkiler ayirma (zerine etki etmistir. Aminlerin R
degerindeki farkliliktan dolay: refraktometre ile ay1rma1a:

tesbit edilebilir.

7. Lycopodium-Clauatum polimerine diaminoetan ve

p-klorbenzaldoksim baglanarak elde edilen yeni regine,
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gecis elementleri ile kuvvetli kompleks yapar. Bu, kompleks

recine 1igand degistirici olarak kromotografi caligmalarinda
kullanilabilir. Kompleks de koordinasyon uglarinda serbest
(bog) ug sayis1 az oldugu i¢in ayirmalar ¢ok net olmamakla
beraber niikleosit ve nikleik asitlerin ayirilmasinda

kullanilabilir.

8. Selat reginelerinden olan Chelex-100 reginesine
gegis elementleri baglanarak, ligand-degistirici olarak
kromotografide kullanilmak | suretiyle nukleositlerin ,
nikleik asitlerin ve aminlerin ayiriimas:1 yapilabilir.
Reginenin pahali olmas1 ve uzun siire kullanildi1gr zaman
kolondan metal sizintisi olmasi1 bir dezavantaj gibi
gbriniyorsada 1ligand-degistirici kromotografide alternatif

olarak kullanilabilen bir reginedir.

S. Hazarlanan tabii 1ligand-degistirici ko]bn]arda
yapilan caligmalarda uygun eluant olarak amonyak
secilmigtir. 0,1-2,5 M amonyak konsantrasyonlarinda yapilan
ayirmalar net olmaktadir. Yapilan ayirma iglemlerinde kisa

kolon kullanmak ayirma ig¢in pratik olmaktadir.

10. Tabii bir polimer olan Lycopodium-Clavatum ;
kolay elde edilmesi , ucuz olmas1 , g¢obziciler igerisinde
sismemesi, homojen bir yapiya sahip olmasi ve .kimyasal
reaktiflere karsi kararli olmasy gibi avantajli o6zellikle-
rinden dolayr kolon kromotografi ¢aligmalarinda 1igand-de-

gistirici regine olarak kullaniimas: oldukga uygundur.
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