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I Eagit kromatografisi metodu :

-

Bugiin biitlin diinyada k&gt kromatografisi metodunun kullanil-
madigl pek az Biokimya laboratuvar: vardir. Birkag sene icinde
biitin diinyaya yayilmistir. Umumi kromatografi metodu TSWETT
tarafindan 1906 da meydana cikarimistir. Umumi kromatografik
analizin esasy aluminium oksit, nigasta, sellilloz gibi  muhtelif ab-
sorbantlarda, maddelerin farkli derecede massolmasiyle ayrilmasi-
dar, ——
Kéagit kromatografisi metodu 1941 de MARTIN ve SYNGE tara-
findan TSWETT’in metodunun degistiriimesiyle geligmistir, Kagit
kromatografi metodunda kullanilan esya: Tank; 45.24.14 sm. ca-
pinda kalin geperli cam kap kromatografi kabi olarak kullanihr.
Tankin agzi vhzelinli uygun bir cam ile sikica kapatilir, Tank ha-
rareti sabit (25°C.) karanhik odada veya tahtadan 160.75.50 sm.
geniglikte bir cdacikta muhafaza edilir. Trof (Trough) : eritici mah-
lali koymak icin 23. 2.5. 2.5 sm. capinda porselen bir oluktur. Mik-
ropipet,; kromatogram iizerine muayyen hacimde eriyik koymak i¢in
kullanilir,

Kéagit kromatografi tecriibeleri icin 2.5—3 sm. genislikte 50
sm. uzunlukta kullanilan filitre kagidi [ (Whatman I) veya (Schlei-
cher ve Schuell 2043 b) | uygundur.

Kromatogramin hazirlanmasi: Kromatogram iizerinde evvelce
isaretlenmis noktaya tecriibe edilecek maddenin eriyigi mikropipet-
le ¢ok yavas ve dikkatle tatbik edilir. Isaretli nokta iizerinde dam-
lalar kuru kagitta dairevi lekeler halinde dagilir. Eriyigin cok ya-
yilmamasi icin lekeler derhal sac kurutma makinas: ile kurutulur.
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{nici kromatogramlarda (Descending Chromatography) hazirlanan
serit st ucundan trof icindeki eriticiye daldirihir, Eritici {solvent)
kagit tarafindan emilir ve tetkik edilecek maddeyi ihtiva eden leke-
vi asagiya dogru hareket ettirir. Mimferit maddeler erime wnisbetine
tabi olarak mahlil tarafindan forkly siratte gekilir. Fritiel smir:
(Solvent front) seridin sonuna erigince serit trofdan cikarilir  ve
eritici simirinin Onil kursun kalemle isaretlendikien sonra kuruma-
ya birakilir, Eriticinin 40 sm. kosmas: igin 1azim gelen zaman mah-
laliin tabiatina gore degisir. Umumiyetle 12--24 saattir. Kroma-
togrami kosturmaya aksam baslayip ertesi giimil sabahleyin bitir-
mek elveriglidir. Bundan baska caikict  kromatogram { Ascending
(Chromatography) usuliinde serit sadece asithir ve alt ucu mahlile
patipihir, Eritici eriyik kagit tarafindan emilir ve maddeyi muay-
ven stiratie tasr. Bu tarzda hazirlanan kuru kromatogramlara uy-
gun aywracglar (sprayer) plskiirtiilie. Madde ile piiskiirtiilen ayirac
arasinda renkli reaksiyonlar husule gelir. Eger tetkik edilen madde
énceden renkli ise ayirag kullanmak lizumsuzdur.

Kromatografik analizi yapilabilen her bilegik muayyen mah-
lilde muayyen bir hareket siiratine sahiptir. Uzun zineirli  amino
asiller glycocoll’den, monosakkaritler disakkaritlerden daha cabuk
hareket ederler, Bir madde hareket siirati ile karakterize edilebilir.

" Rf - kwymeti: Bir bilesigin hareket siiratinin olciistidiir. RE-kiy-
meti; baslangig noktasindan maddenin hareket ettigi uzakhgin, eri-
ticinin hareket ettigi uzakhiga bolimdur,

fark-paglangic noktasi- A maddesi a
Rf-kiymetl - : L =
fark-baslangic notkasi-eriticl siniri C

Rf-kiymeti her zaman birden kiiciik veya bire miisavidir. Rf kagit
seridin boyuna tabi degildir. Kesin ayrilma kaide olarak Rf-kiymeti
0.90 dan daha az olunca elde odilir, Rf-kiymeti suhunet ve yogunluk
degigikliklerine gore o, 10 farkedebilir. Bunun icin her zaman bi-
linmeyen madde yanmda bir kontrol madde kosturmak daha emin
bir usuldiir. Ciinki beraber kogan kontrol maddest kromatogramil
bozan ayni faktorlere maruzdur. Rf-kiymetinden bahsedildigi za-
man hangi eriticinin tatbik edildigi ve kullanilan kagit tipini zikret-

ek lizumludur (Sekil: i3.

128




A\
QN
= N\

PR

P . B ol

K.....

Sekil 1: Kagit kromatografi cihazi; T, Tank; tr, trof; Kg Kromatogram;

AR, baglangic noktasina konan tecriithe maddesi: A, A maddesi; B, B

maddesi; 8, eritici mahlalin smir; a, A maddesinin baslangic noktasma

uzakhigl; b, B maddesinin baglangi¢ noktasina uzaklhigi; ¢, eritici simirinin
baslangic noktasina uzakhfl

i1, Sentetik biiytine maddelerinin incelenmesi :

Biiyiime maddesi fizerine artan arastirmalar, tabii olarak elde
edilen nebat ekstrelerinde az miktarda bulunan biiytime maddeleri-
nin tayini icin basit bir metoda ibtiyag gosterdi. Simdiye kadar kul-
lamilan tekniklerle bilyiimeyi engelleyici maddeleri, bilylimeyi etsvik
eden maddelerden, yahut muhtelif biiylime tesvik edici maddeleri
birbirinden ayirmak giic yahut imkansizdi Kagit kromatografisi
teknigiyle az materielle calismak miimkiin olmustur.
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Sekil 1: Kagit kromategrafi cihazi; T, Tank; tr, trof; K, Kromatogram;

AR, baslangic noktasina konan tecriibe maddesi; A, A maddesi; B, B

maddesi; 8, eritici mahltliin smur: a, A maddesinin baglangic noktasmna

uzaekhigl;, b, B maddesinin baglangi¢ noktasina uzakhg; ¢, eritici simrimin
baslangi¢ noktasina uzakhgi,

I1. Sentetik biiyiine maddelerinin incelenmesi :

Biiyiime maddesi iizerine artan arastirmalar, tabii olarak elde
edilen nebat ekstrelerinde az miktarda bulunan bilyiime maddeleri-
nin tayini icin basit bir metoda ihtiyvac gésterdi. Simdiye kadar kul-
lanilan tekniklerle biiylimeyi engelleyici maddeleri, biiylimeyi etsvik
eden maddelerden, yahut muhtelif biiylime tegvik edici maddeleri
birbirinden ayirmak giic yahut imkansizdi. Kagit kromatografisi
teknigiyle az materielle calismak miimkiin olmustur.
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Indole miirekkeplerinin kromatogramlar BENNET-OLARK ve
TAMBIAH, KEFFORD (1951) tarafindan tetkik edildi. Sentetik
biuviime maddelerinin absolu alkolle yapilan mahlilleri —10°C, da
karanlkta saklanir, WHATMAN T kromatografi kigidina 3 41 al-
kolik mahlll mikropipetle tatbik edilir. Saf indole-3-acetic acid, in-
dole-3-propionic acid ve indole-3-butyric acid’le vapilan tecriibeler
bu ii¢ maddenin ayrilabilecegini gosterdi. Muhtelif eriticilerin genis
miktarda tetkiki 30 indole miirekkebi lizerine vapilan calismalardan
sonra BENNET-CLARK, TAMBIAH, KEFFORD (1951 STOWE
ve THIMANN (953) de Iso-propanol-amonyak-sy karigiminin Indole-
carboxylic acidlerin kagit iizerinde ayirmak icin en iyl karisim ol-
dugu neticesine vardilar,
a) IPA Eriticinin hazirlanmasy  : 10 kisim Iso-propyl alkol

1 kisum con. amonyak (D =

(.880)
1 kisim damitik su ile karis-
tarilir,
b) butanol » » : 80 n-butyl alkol )
‘ 2 con. amonyak (D=—0.880)
14 damitik su
Kromatogramlar eritici mahlille mesbu atmosferde 8—16 saat
sabit suhunette (25°C) develope edilir. Bu sekilde hazirlanan kro-
matogramlar direkt giin 1sigindan mahrum olarak kurutulur ve he-
men ayiracla plskirtilir,
Iso-propanol eriticisi Indole miirekkepleri icin en uygun bir Rf-

kiymeti verir; husule gelen lekeler yayilmaz 25°C. Rf-kiymeti:

(IAA) Indole-3 acetic acid = 0.52 (koyu kirmiz)
(IPA)) Indole-3 propionic acid — 0.59 (pembe-kahve rengi)
(IBA) Indole-3 butyric acid = 0.66 (portakal rengi)

Indole miirekkepleri kuru kromatogramlarda Ferricperchlorie
ayiraci ile IBA cok bariz renkler verir, Sirasiyla IAA koyu kirmiz,
IPA pembe kahverengi, IBA portakal rengi.

Ferricperchloric ayiracin hazirlanmasi

50 kismi ¢ 5 perchloric acid: 1 kisim 0,05 M. ferric chloride.
i1l Buyiime maddelerinin kantitatif tayiai :

a) Indole miirekkeplerinin viiz Slgiisti-logaritm miktar miinase-
beti : '




Tl -1

Indole serilerinin kromatogramlar: Ferric-perchloric veya diger
ayiraclarla piiskiirtiildiikten sonra, tam renk boyaninca lekenin si-
nir1 isaretlenir. Yiizey Olctisii plénimetre ile pletiliir, Lekenin yiiz
Sleiisii baslangicta konan madde miktarinin logaritmasina  karsi
grafigi cizilir. Lekelerin yiiz Olciist, baslangic noktalarindaki tat-
bik edilen biiyiime maddelerinin miktarimin logaritmas: ile

IAA = 0.25—8 pg.

IBA - 220 ug arasinda orantibdir. Daha sgagr yogunluklar
keyfi olarak tayin edilirler (Sekil: 2).
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Sekil 2: Ferric-perchloric ayiraci pliskiirtilmils kromatogramdakl TAA leke-
sinin vizélclisit ile miktarin logaritmas: arasindaki miinasebet, Ordinat: yiliz-
Blciisii (planimetre birimi). Absissa: miktarin logaritmasi. Kefford (1954)

TAA’nm faaliyetinin kromatogramda kaybi

Kromatogramlar develope olduktan hemen sonra aywraclarla
piiskiirtiiliirlerse kayip olmaz. Kromatogramlar: azot icinde develo-
pe etmek hic bir avantaj temin etmez, Fakat 151k ve havada biraki-
linca TAA dan % 60 kadar kayip olur. Eger kromatogramlarin sak-
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lanmas1 lazimsa, azot atmosferinde develope olan kromatogramlar
karanhkta —10°C. muhafaza edilmelidir TAMBIAH {(1951).

b) Biyolojik tecriibelerle biiyiime maddelerin kantitatif tayini:

Avena sativa (var. Victory) kabuklar: cikarilir ve iglatilir. Ru-
tubetli kumda devamh kirmizi sk altinda 25°C. {72 saat’da) ko-
leoptiller 1.5—2 sm. uzun oluncaya kadar biiyiir, Ayni uzunluktaki
koleoptillerin apikal ucundan 12 koleoptil beraber 3 mm. kesilir ve
miiteakip 3 mm. parcalar kullamilir. Tecritbe kablarinim % 3 sak-
karoz 2 ml. ve pH = 5,0 temini icin 0,2 ml. 0,06 m. KH.PO, tampon
ilave edilir. Kromatogramlar 2,5.2,5 sm. parcalara ayrilir 3.5 sm.
kutrundaki pyrex kaplara takriben 10 koleoptil kesidi ile beraber
dagitilir. Bir tane bos ve bir tane bilinen miktarda TAA ihtiva eden
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Sekil 3: Idrar ekstresinin koleoptil uzama aktivitesi,
Ordinat: koleoptil uzamasi (% ).
Absissa: baslangic noktasindan uzakhgi (sm.)
Bennet-Clark, (1952).

kromatogram parcas! standart olarak seriye ilave edilir. Pyrex kab-
lar icindeki bu kesitler 25°C. 24 saat hususi bir masa iizerinde ha-
fifce calkanir. Kesitlerin uzamas: mikroskopta mikrometre ile &l-
ciiliir. Koleoptil boyu orijinal uzunlugunun % si olarak ifade edilir.
Koleoptilin orijinal boyunun % uzamas: kromatogramlarm baslan-
gictaki lekede biiyiime maddesindeki yogunluk ile orantihdir (Se-
kil: 3).




1V, Bitki eksirelerinin incelenmesi ;

Kullanilacak bitki materieli —10°C. dondurviur yvahut materiel
keser kesmez mimkiin oldugu kadar gaauk takriben 5 dakika az hacim
de absolu alkolle (metil alkol veya etil alkol) kaynatuir ve derhal so-
gutulur, gonra mazere edilir. Mazere edilmig doku —10°C. hig ol-
mazsa 24 saat tutuldukian sonra alkolik ekstrakt santrifujla ayri-
Lir. Sulp bakiye iki defa taze alkolle yikanir. Ekstrakt ve sulp baki-
venin yikandigr alkol birlestirilir ve eger lizum gOriilirse filtre
edilir, Biitiin alkol buharlagtirihincaya kadar (vacum distillation)
agag tazyikte buharlastinlir. Bakiye olarak sulu mahlil kalir. Ph
kagidy kullanarak 7 10 H.PO, Ph — 3 temin edildikten sonra ¢
defa ethyl acetat (ether de olabilir) (10 gr madde icin 3X 25 ml.)
ile ekstraksiyon hunisinde calkalanir su atilir.

Fhkstraksiyonun saflastiriimasy

Hihyl acetat ekstrakti iic defa ¢ 5 (NaHCO,) sodyum bikar-
bonat eriyigi ile calkalanir. Ethyl asetat atiir, Ph = 3 temini igin
¢, 10 H,PO, fosforik asitle asitlestirilir. Tekrar iig defa ethyl ace-
tat ile calkalanir. Bu usulle asidik maddeler ethyl acetat veya ether
ekstraktinda ayrilir, Burada Neutral ve bazi phenolic maddeleri ih-
tiva eden ekstrakt kisumlar: tetkik edilmemistir, Asidik maddeleri
ihtiva eden ethyl acetat sicak su banyosunda yogunlastirilir. Baki-
ye kalan beyaz kristalleri halletmek icin ethyl alkol ilave edilir.

Elde edilen 0.5 ml ekstrakt ve iki defa pipeti, kab1 yikamak
icin kullanilan alkol veya ethyl acetat kromatogram fizerine konur.
Tkstraktin kromatogramdaki yolu ultra viole 1s1k altinda isaretle-
nir, Kontrol TAA seritleri kromatogramlardan kesip ayrilir ve Fer-
ric-perchloric aviraci ile pliskiirtulie. Kromatogram 2.5 sm. fasila-
larla baslangic noktasina paralel olarak bolinir. Biolojik tecriibe-
1@1‘ NE pzhr ve bilylimeyi tesvik eden ve engelleyen maddelerin kro-
matogramdaki yerleri bulunur, Kimyevi terkibin ne oldugunu bul-
mak icin beraber kogan belli bilylime maddelerinin mukayesesi ya-
pibr, veyahut cok miktarda kromatogramlardan elde edilen (elute)
stiziintiiniin kimyacilar tarafindan tahlili yapilir. Fakat bu tahlil
ancak kiymetli maddeler icin elveriglidir aksi halde cok pahali bir
usuldiir,

Riitiin tetkik edilen nebat ekstraktlarinin kromatogramlarinda
TOD (1954), koleoptil bilyiimesinde aktif fic nahiye bulunur
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Bilgenin birisi TAA ile isaretlenmis %ekw'q mevkiine tekabiil eder.
Bu lekenin alam: ile tayin edilen TAA'nin kantitatif tayini ve kole-
optilin uzama faaliyeti ile mak@l bir ‘;tk‘ide uygundur, IAA isare- -
tine tekabiil eden nahiyenin biiylime faaliveti TAA dan ileri gelir
(Sekil: 4), Blyiimede faal colan diger iki bolgenin biiyiime faaliye-
tinin mes'ul oldugu madde maliim degildir. Rf-kiymeti 1A A ninkin-
den az olan nahiyenin tekabiil ettigi maddeye accelerator-a (tegvik
edici) terimi kullanilir, Rf-lknymeti TAA ninkinden daha bilyiik olan
madde koleoptil kesitlerinde engelleyici tesir gosterir, Bu maddeye
engelleyici £ ferimi verildi.
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Sekil 4: Etiole bezelye (Pisum sativum) siirgiinii ekstresinin
koleoptil uzama aktivitesi,

Ordinat: koleoptil uzamas) (%).

Absissa: baglangic noktasindan uzakhgy (em.),

Kefford (1954).

, Oy o« ve eﬂnb\,‘?euu B; Vicia fabg siirgiin ve kék.

Pisum siirgiin ve kok; Helianthus suirgiin, Zea Mays kékii ve olgun-

lagmamig Zea Mays tane, Solanum tuberostm siirgiin ve tuberleri

gibi bir cok nebat materielinde bulundugu gésterilmistir, KEFFOD

(1954) Kok ve siirgiinlerin ekstrelerinin ihtiva ettikleri biiyiime

maddesi arasinda bilylik bir benzerlik vardir. Bir cok hormon kont-

rolunda olan biiyiime reaksiyonlar: siirglinler ve koklerde ziddirlar.

Siirgiin ve koklerin bilyiime maddelerindeki bu benzerlik siirgiin ve

koklerin biiyime maddelerine kars: fizyolojik reaksivonlari zid ol-

madikeca beklenmeyen bir hadisedir. Eger bu dogru ise JTAA kdkler-

de hiicre uzamasini bozan bir rol oynar,
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