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SANTRIFUJ

Enzim gibi biliyilk molekiiller yiliksek santrifiij alaninda ultrasantrifiij ile ayrilirlar.
Sedimentasyon hiz1 molekiiliin boyut ve sekline, ¢6zeltinin viskozitesine de bagli olmasina
ragmen molekiil agirlig: arttik¢a hiz da artar. Bu yontem enzimleri birbirlerinden ayirmada ¢ok
kullanilmaz, ¢iinkii ultrasantrifiijde sadece kiiciik hacimler (birkag cm?®) islem gorebilir.
Halbuki santrifiij, izolasyonda ¢O0kmiis veya c¢Oziinmez materyali uzaklagtirmada veya
(NH4)2S0s4 ile ¢oktiiriilmiis enzimi uzaklastirmada ¢ok kullanilir. Bu durumda diisiik santrifiij

alanlar1 (5000-50.000) x g gereklidir ve birkag litreye kadar hacim uygundur.

ADSORPiYON

Bilesenlerin s1vi ortamdan kat1 ylizeyine adsorpsiyonu, fermentasyon ortamindan ¢oziinebilir
materyalin ayrilmasinda en c¢ok kullanilan yontemlerden biridir. Adsorpsiyonda cesitli
mekanizmalar yer alabilir. Fiziksel adsorpsiyonda van der Waals kuvvetleri gibi zayif baglar
baskindir. Iyon degisim adsorpsiyonunda kuvvetli iyonik baglar vardir. Adsorpsiyonda,
¢Oziinen bilesen s1vi fazdan katiya tasinir; kesikli isletimde bir siire sonra dengeye ulasilir.
Kullanilan adsorbentin tiirii uygulamaya bagli olarak degisir. Iyon degistirici recineler ve diger

polimerik adsorbentler protein veya kii¢iik molekiillerin ayrilmasinda kullanilir.



KROMATOGRAFIK YONTEMLER

JEL FILTRASYON

Farklt molekiil agirligindaki enzimler dolgulu bir jeldeki dolgularin gdzeneklerine girme
yeteneklerine gore ayrilirlar. En ¢ok kullanilan jel tiirleri Sephadex, Bio-jel P, Sepharcyl ve
Sepharose’dur. Jel ile doldurulmus kolondan akarken dolgularin gdzeneklerine girebilen kiiglik
molekiiller jelde kalir, biiylik molekiiller ise kolonu terkeder. Gozeneklerin boyutlar
degistirilerek ayirilacak molekiil agirligini belirlemek miimkiindiir. Ornegin Sephadex G-100,
MA=4000-150.000 Da arasinda olan kiiresel proteinleri ayirir. Enzim ile jel arasinda spesifik
olmayan etkilesimleri en aza indirgemek icin ¢ok kuvvetli iyonik gerilimden kaginmak gerekir.
Jel filtrasyon biiylik Olgekte yapilabilir, ancak biiylik kolonlarin isletimi zaman alic1 ve
doldurulacak jel de pahali oldugu i¢in bu yontem uygulamasini kii¢iik dlgekte bulur. Ayrica

HPLC’de de jel filtrasyon uygulamalar1 vardir.

iYON DEGIiSiM KROMOTOGRAFISi

Farkl1 yiikteki tanecikler arasinda elektrostatik cekme etkilesimlerine dayanir. Iyon degistirici
recineler seliiloz, Sephadex gibi materyallerin modifiye edilmesi ile hazirlanir. Saflastirma
isleminde enzim genellikle diisiik 1iyonik gerilimde ve enzim ile iyon degistiricinin ters isaretli
oldugu pH degerinde iyon degistirici ile temas ettirilir. iyon degistiriciye baglanmis olan enzim
desorpsiyonu, pH’1 yani yiikleri degistirerek veya daha ¢ok uygulandigi gibi ¢ozeltinin iyonik
gerilimini derisimleri artan katyon ve anyonlar1 iyon degistiriciye baglamak i¢in yarisacak

sekilde- artirarak yapilir. Iyon degisim kromotografi biiyiik veya kiiciik dl¢ekte uygulanabilir.



Biiyiik Olcekte kesikli ¢alismak uygundur. Giiniimiizde uygulamasi ¢oktur; iyon degisimi

temelli HPLC de vardir.
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