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SEPARASYON VE PURIFIKASYON
YONTEMLERI

> Diyaliz

Bu teknik seyreltik  bir  cozeltideki
molekillerin bovutlarina gore ayrilmasi
temeline dayanur.

Bu teknigin en genel uygulamasi degisik
biiyiikliiklerdeki ~ molekiilleri  igeren
¢ozeltinin, makromolekiilleri gecirmeyen
fakat su vb. kiigiik molekiillerin gegigine
izin veren, yar1 gegirgen bir zardan
yapilmi§ diyaliz tipiine konulup digiik
iyonik kuvvette uygun bir tampona (veya
saf suya) daldirilmas: Seklinde
gergeklestirilir.

© Biyolojik molekillerin
ayrlmlnda kullanilan
en eski yéntemlerden

biri diyalizdir.
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> Diyaliz

® Zarin porlar1 genellikle molekiil e Kiiciik molekiillerin  ciki$i
agirligi 10.000 daltondan daha fazla tiipiin ici ile distaki

olan makromolekiillerin gegisine izin tamponun  konsantrasyonlar:

vermeycek kadar kiigtuktir. esit oluncaya kadar devam

® Bu nedenle, diyaliz tiiptiniin icindeki eder

su (ve kiiciik iyonlar) digar cikarken

iceride ayrimi istenen molekiiliin
konsantre bir ¢ozeltisi kalir.
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> Diyaliz

* Dengeye  ulastiktan  sonra,  e8er

digaridaki  soliisyon taze tamponla
yenilenecek olursa, diyalizin devam
etmesiyle  tlpin  igindeki  kiigik
molekillerin konsantrasyonundaki
azalma devam eder.

Boylece, istenilen ayirim tamamlanincaya

kadar diyaliz 1-2 glin surdurebilir.
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Start Dialysis
(high concentration gradient)

End Dialysis
(equilibrium)
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> Diyaliz

Dialysis membrane

—— (lobular macromolecule

196, 1604, 150kD
* Diyaliz i¢in kullanilan yar gecirgen zarlar (06,1608, 150k0a

cegitli matervallerden (kollodyon sellofan,
seliiloz ibi) yapﬂmls, degisik por capina
sahip ma%zemelerdlr

Membrane pore
(24A)

3 +—— Snal kol
(3-ME, ~54, 7804

' v——Saltion
(Na*, < 1A, 230)

® Por capi zardan gececek molekiillerin
biiyiikligiint belirler.
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> Diyaliz

® Diyaliz, iyonik olan ve olmayan, tim
kiicik molekiilleri yok etmek ve/veya
cozeltileri konsantre etmek icin Dbasit,
ucuz ve etkin bir yontemdir.

* Ayrica, biyolojik molekiillere zayif $ekilde

bagh olan kigik iyonlar ve molekilleri
(NAD, FAD gibi kofaktorler veya metal
iyonlar1) de bu yontemle ortadan kaldirmak

* Genellikle soliisyonlardaki tuzlar1 ve miimkiind{ir.
diger kiiciik molekiilleri ortamdan
uzaklastirmada kullanilir.




> Liyofilizasyon

° Llyoflhzasyon donmuS durumdaki bir
¢Ozlicinin (su) vakum altinda dogrudan

SEPARASYON VE PURIFIKASYON
YONTEMLERI

gaz haline gegmesini (buharlaSmasml)

saglavan subhmasvon temeline davah bir

tekniktir.

® Genellikle, yiiksek 1s1ya duyarh
materyallerin kurutulmas: ya da konsantre
edilmesi igin en etkin yontemlerden

biridir.
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> Liyofilizasyon

Alet  igerisinde,  biyolojik  materyalin
stabilitesini korumak tzere -40 °C dolayinda
tutulan 6rne@e yaklagik 5-25 mm Hg vakum
uygulamasi yapilr.

Sulu ¢ozeltiden olugan buz siiblimasyona
ugrar.

Bu koSullarda ugucu hale gecen tiim
materyaller ortadan kaldirihir, ucucu olmayan
(nukleik asitler, proteinler vb) ise konsantre

olurlar.

®* Bu Seckilde dondurularak kurutulmus
biyolojik materyaller ¢ok uzun siire

stabil olarak  kahirlar ve

canliliklarini korurlar.

ylllarca

°* Siv1 igine konulduklarinda yeniden

¢ozlnirler.
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» Santrifiijleme F=mxxw*xr

. _ < e e .
Bu teknik santrifiij adi verilen » F = santrifiij kuvvetinin derecesi

aletler yardimiyla, yiiksek hizda

o » m = ¢okelen partikiiliin etkin
dondirilerek  merkezkac  kuvveti kiitlesi

oluSturulan bir alanda partikiillerin > w = doniimiin acisal hizi

davrani$: temeline dayanir. (radyan/saniye)

» r = go¢ eden partikiillerin
merkezdeki dontim eksenine olan

uzakh@i (cm)
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> Santrifﬁjleme Armoured casing

® (Cokelen bir partikil tizerindeki

kuvvet, donim hiz1 ve partikiiliin : After
dontim eksenine uzakhg; ile artar. F

degerinin, yergekimi kuvvetiyle (g) ,}.a.w;é;; Supernatant=
ilgili olarak, daha genel bir ifadesi &% Pellet

goreceli (rolatif) yer ¢ekimi kuvveti

(RCF) dir.
Rapidly rotating rotor

* Rpm dakikadaki doniim say1s1
(devir/ dakika)
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> Santrifujleme

* Santriftjleme temelde biyolojik  materyalin
hazirlanmasinda, molekiillerin yalitimi ve
saﬂaStnllmasmda kullanilan preparatlf bir teknik
oldugu gibi saflagtinlmi$ molekiillerin hidrodinamik
ozelliklerinin (bicim, boyut, yo8unluk vb) analitik
olciilmesinde de yararhdlr

* Santrifiiler, temelde déniim saglayan bir motor ile
tiplerin konuldugu bir rotordan oluSur.
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Before After
Centrifugation Centrifugation

> Santrifujleme

Diisiik hizli santrifiijler

» -
» L
P

Oldukga agir partikillerin ¢okelmesinde kullamlan diigtik hizh (devirli)
santriftijlerin en yiiksek hizlar1 4000 — 5000 devir / dakikadir. (3000 g)

Bu aletler genelde oda sicakh@inda ¢aligirlar ve sicaklik kontrolleri yoktur.

Bu tip santriftijlerden daha ¢ok sivi besi ortamlar ya da stispansivonlardaki
hiicrelerin hizli sekilde ¢oktirtlmesinde yararlanilr.

Santrifiijleme sonunda tiiptin dibinde hiicreleri igeren bir ¢okelti (pellet)
olugur,¢okeltinin tstiindeki {ist s1v1 (supernatant) dokiilerek uzaklagtirilr.
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> Santriftjleme

Yiiksek hizli santrifiijler

® Daha duyarh uygulamalar igin, yiiksek devirli ve 1s1 kontrollii santriftjler

gereklidir.

*  Sicakligm ve hizin kontrol altinda tutulmasi, ozellikle yiiksek sicakliga
duyarh biyolojik materyalin santrifiijlenmesi sirasinda 6nemlidir.

® Maksimum hizlar1 genellikle 12000 — 15000 devir/dakikadur. (11000 —
12000 g)




SEPARASYON VE PURIFIKASYON
YONTEMLERI

> Santrifujleme

* Yiiksek hizli santrifiijler

* Biyolojik 6rneklerin hazirlanmasinda orta ya da ytiksek
hizli santriftjlerin kullanimi gereklidir.

* Bu santriftjlerde, par(;alama strecinden sonra hiicresel
artiklar1 yok edilebildigi gibi hiicre organelleri (niikleus,
mitokondri, kloroolast) ve kimvasal uvgulamalar
sonrasinda makromolekiiller (niikleik asit, protein)
coktirulebilir.
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> Santriftjleme

* Ultrasantrifiijler

® En karmagik yapih santrifiijlerdir.

® Ultrasantrifiijlerle ¢ok yiiksek devirlere ulagilabilmesi nedeniyle
rotorda yiitksek derecede 1s1 arti$i meydana geleceginden cahigma
sirasinda aletin i¢inin sogutulmas: gerekir.

® Ultrasantrifiijler hticre bileSenlerinin _(organel veva molekillerin

ayrllmasmda ve saflastirilmasinda, saflastirilmiS makromolekillerin
(saflik derecesi, molekiil agirligi, yogunlugu, bicimi, bileSenlerinin

ozellikleri  ve oranmmin  belirlenmesine vonelik  olarak) analitik

ol¢timlerinin yapilmasinda geni§ ¢apta kullanihir.




