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KONU:
Gubre Numunelerinde Serbest Amino Asitlerin Tayini

CALISMANIN AMACI:

Gubrenin verimliligini arttirmak icin kullanilan amino asitlerin sivi ve kati formdaki gilibrelerde
kantitatif tayini.

GuUbre numunelerinde kompleks iyonize matrikse sahip oldugu bilinen amino asitler tim yan
zincirleri bir arada duisinildiginde, arti veya eksi yukliliikten hidrofobige kadar oldukca fazla
cesitli yapisal ozellikler gosterirler. Ayrica bu yan zincirler, oldukga farkl gesitlilikte kovalent ve
non-kovalent baglarin yapisina katilabilirler. Gibredeki analizlerinde 1.amino asitler OPA ve 3-MPA
turevlendiricileri vasitasiyla SPD-20A dedektér ile 338 nm UV bélgede ya da RF-20A dedektor ile
340 nm Ex — 450 nm Em’da tayin edilebilirken, 2.amino asitler FMOC tirevlendiricisi kullanilarak
SPD-20A dedektor ile 262 nm UV bolgede ya da RF-20A dedektor ile 266 nm Ex — 305 nm Em’da
tayin edilebilmektedir; burada elde edilen piklerin yiksekligi ve olgllebilirligini arttirmak amaci ile
RF-20A dedektor; pikler arasindaki rezollisyonu arttirmak amaci ile kiiciik yiizey ¢capli ODS kolon ve
Gercgeklesen reaksiyonlarin hassasiyeti icin Nexera SIL-30AC oto ornekleyici kullanilabilir. Bu
calismada RF-20A dedektor kullanilarak nitel ve nicel sonuca ulasilacaktir.

OPA : O-phtal aldehyde, 3-MPA : 3-mercaptopropanoic acid , FMOC : 9-fluorenylmethyl chloroformate

METOD ve MATERYALLER:

Numune ekstraksiyon igin Sivi-Sivi Faz Ekstraksiyon yontemi kullanilmistir.

Calisma Shimadzu marka HPLC XR ve tirevlendirme vyapabilmek amaciyla Nexera SIL-30AC
cihaziyla yapiimistir.

KULLANILAN GUBRE TURLERI :

v’ Kati Gubre
v Sivi Giibre
NUMUNE HAZIRLIK :
GOZELTININ ADI HACMI iCERIGI
8.2mL Derisik HCl ve 20 mL tiodiglikol kar|§|m|*
1 Ekstraksiyon Cozeltisi 1L
(0.1MHClI ve %2 tiodiglikol)
2 5-Silfosalisilik Asit Cozeltisi 1L 60g 5-SSA (%6)
3 Sodyum Hidroksit Cozeltisi 1L 40g NaOH (1M)
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*Cozelti hazirlanirken ceker ocak kullaniimali ve tiodiglikol derisik asit ile direkt olarak
karistirlilmamalidir.

1 | 4 g numune tartilir.

2 | 100mL ekstraksiyon ¢ozeltisi eklenir

3 | Karisim, 60 dakika karistirilir (Sivi Numune igin 10 dakika yeterlidir)

4 | Karisim, berrak bir sipernatant olusana kadar bekletilir.

4. adimda tanimlanan slipernatant ¢ozeltisinden 10 mL alinir ve 5mL 5-SSA ¢ozeltisi ile karistirilir (5

5
dakika) ve ardindan santrifijlenir.
6 Elde edilen slipernatantin 10mL’sinin pH’1 7,0’a ayarlanir ve su ile hacim, 100mL’ye tamamlanir ve
tirevlendirme islemine gegilir.
MOBIL FAZ
Cozelti Ad icerigi Konsantrasyonu
Na,HPO, 40 mM (Buffer)
Mobil Faz A
pH=7,8 (Kati NaOH ile ayarlanir)
Mobil Faz B Asetonitril : Su : Metanol 45 45:10
TUREVLENDIRME
Cozelti Adi igerigi Konsantrasyonu Tireviendirme Prosediirii
0,4 M (100 mL) 2,472¢g
Borat Tamponu Borik Asit
Borik Asit + KOH
(Diluent) pH=9.8 (Kati KOH ile
ayarlanir)
10mg OPAIN 100 UL | pjjyent+Numune+OPA+FMOC+Su
MeOH
5:1:1:1: 64
+
Tiirevlendirici )
+
Karigimi OPA + Diluent 900uL Diluent
+
10 uL 3-MPA

HESAPLAMA : Numune degerlendirmesi i¢ ya da harici standart kalibrasyon ydnteminden

yararlanilarak kalitatif olarak yapilmistir.
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ANALITIK KOSULLAR:

Kolon : YMC Triart C18

Dedektor : RF-20 A

Gradient Kosullari :

Sire (dk)

Mobil Faz A

Mobil Faz B

RF-20A

0

0-2

100

2.0-18.0

45

55

340 nm Ex / 450 nm Em

16

18.0-18.5

100

18.5-225

100

22.5-24.0

100

24.0-27.0

100

266 nm Ex / 305 nm Em

Akis Hizi Orani : 2 mL/dk

Basing Degeri : 230 bar ile 310 bar arasinda degisebilir.

Kolon Sicakhgi : 30C

Oto Ornekleyici Sicakhgi : 4C

Oto Ornekleyici Programi (Nexera SIL-30AC)

Peetrestment

i

Command

j - Use SoeYTE): 1347250
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SONUCLAR ve GORUSLER
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Grafik 1.1: i¢ standartlarinda dahil oldugu 24 kati amino asit standardindan 2,5 ppm olacak sekilde
hazirlanmis standart karisiminin LC kromatogrami ; 16. dakikaya kadar Ex :340 nm, Em:450 nm,
16.dakikadan sonra, Ex : 266 nm, Em:305 nm’dir.
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Grafik 1.2: 20 kati amino asit standardindan 1 ppm olacak sekilde hazirlanmis standart karisiminin
LC kromatogrami.

Tablol1.1: Amino Asitlerin Kodlari ve Molekl Agirliklari

MOLEKUL MOLEKUL

AMINO ASIT AGIRLIGI KoD AMINO ASIT AGIRLIGI KoD
ASPARTATE 133.1 AST CYSTINE 240.3 CYs
GLUTAMATE 147.1 GLT VALINE 117.2 VAL
ASPARGINE 132.1 ASP METHIONINE 149.2 MET
SERIN 105.1 SER NORVALINE (IS) 117.2 NOR
GLUTAMINE 146.1 GLU TYRPTOPHAN 204.2 TRP
HISTIDINE 155.2 HIS P.ALANIN 165.2 PHE
GLYCINE 75.07 GLY ISOLEUCINE 131.2 1SO
THRENIONIN 119.1 THR LEUCINE 131.2 LEU
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CITRULLINE 175.2 CIT LYSINE 146.2 LYS
ARGININE 174.2 ARG HYDROXYP 131.1 HYX
ALANINE 89.09 ALA SARCOSINE (IS) 89.1 SAR
TYROSINE 181.2 TYR PROLINE 115.1 PRO

2. Kati Numune:
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Grafik 2.1: Kati numune 6n hazirhk islemi bitirildikten sonra 0,45u Nylon filtreden suziilerek
sisteme enjekte edilmistir.
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Grafik 2.2: Standart ve kati numune arasindaki LC kromatogramlarinin karsilagtirilmasi (siyah:
standart, pembe: kati numune)
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Grafik 2.3: Kati numune igin yapilan geri kazanim c¢alismasinin LC kromatogrami.

3.Sivi Numune:
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Grafik 3.1: Sivi numune 6n hazirlik islemi bitirildikten sonra 0,45u Nylon filtreden sizilerek
sisteme enjekte edilmistir.

Bu Aplikasyon Notu uygulamanin gerceklestirildigi tarihe ait bilgiler 1s18inda olusturulmustur.
Bu yayinda yer alan bilgilerin referans gosterilerek baska bir yerde kullanilmasi Ant Teknik’in iznine tabidir.
Aplikasyon Notu Ant Teknik tarafindan 6nceden bildirilmeksizin degistirilebilir.
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