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EINIGE NEUE LAUFMITTEL MIT sek.—BUTANOL—
STATT n—BUTANOLSYSTEM ZUM NACHWEIS VON
AMINOSAEUREN IN DER PAPIERCHROMATOGRAPHIE

(\Kégit Kromatografisi yardimiyla Aminoasid’lerin tayini icin n-Butancl
sistemi yerine sek-Butanol sistemi kullanilarak elde edilmis birkac yeni
Solvent)

M. Miinip YEGIN
(Gekmeze Niikleer Arastiima ve Egitim Merkezi)

Zum Nachweis geringster Aminosaeuremengen wurden verschiede-
ne Laufmittel verwendet 1:254.5), von denen das beste das n-Butanol-

System nach WOIWOD war 6:7:8). Doch auch damit konnte man keine
guten Ergebnisse erzielen. Dacher wurden von uns iiber 100 neue La-
ufmittel ausprobiert, und statt des n-Butanol-Systems wurde das sek.-
Butanol-System verwendet, damit wir in isotonischer NaCl-Lésung in
kurzer Zeit austretende his 1 mmeg freie Aminosaeuremengen von He-
fezellen in der Rapierchromatographie auch quantitativ feststellen und
den Alter von Hefezellen richtig schaetzen kénnen.

Die hergestellten neuen Laufmittel sind mit Y (Yegin) bezeichnet
und numeriert. Die Chromatographie-Gefaesse sind mit dem gleichen
Laufmittel ~ gesaettigt. Nachweis durch Ninhydrin-Kupferreagenzien

1.6,9,) Vergleichende Rf-Werte von einigen Aminosaeuren sind auf Ta-
belle 1 angegeben.

Maya Hiicreleri (Saccharomyces Cerevisia) iizerinde yapilmas: ka-
rarlagtirilan bazi biolojik arastirmalar miinasebetiyle, ele gecen hiicrele-
rin daima ayni tazelikte olup olmadiklarinin bilinmesi elzem bulunu-
yor idi. Biz, Fabrikadan her sabah yeni Uriin kaydiyla aldigimiz Maya-
larda tazelik kontrolunu, onlardan kisa siire icinde disariya itrah olunan
serbest Aminoasid miktarlarini tesbit etmek suretiyle yaptik.*)

(*) I. Bize muntazaman taze Maya hediye eden (ERNST SANDVOOS/Miinchen
54) Firmasma alenen tegekkiir ederiz.
II. Bu Mesai, Almanya (Institut f. Biologie der Gesell. f. Strahlenforschung)
Neuherberg’de yapilnugtir,
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IAboratuvar Analizlerinde hassasiyet bakimmndan 6n sirayr muha-
faza etmese bile, biiyiik bir deger tagiyan kromatografi metodlar tetkik
edildi; Kagit Kromatografisi tercih olundu. Literatiirde kayitl olup Ami-

noasidler icin kullanilan Solventler teker teker denendi 1,2.84,5),

bunlardan maksada en uygun gibi goriineni W OTWOD’un Solventleri idi.

6,7.8). pakat biz, daha iyi bir Solventin bulunabilecegine kani oldugu-
muzdan, 100 den fazla yeni sistemler tegkil ederek, daha iyi sonug alma-
ga calistik. Neticede, maya hiicrelerinden itrah olunan 9 serbest Amino-
asid’in herbireri vazih bir sekilde ve 1 mmcgr miktarlart dahi kolorimet-
rik dlemelerde tesbit edilebilir durumda olan, yeni Solvent sistemleri el-
de ettik. Bunlart Y harfi ile isaretleyip sayilart 4 oldugundan, 1 den 4 ¢
kadar numaraladik. Aminoasid’lerin Kromatogram {izerindeki yerlerini
ve birbirlerine nazaran mesafelerini gosteren Rf kiymetlerini tesbit ede-
rek, bu yonden WOIWOD un Solventi ile bir kargilagtirma yaptik. 1 No.
i Cedvelde, adi gecen izahat mevcuttur.

Kromatografi Tanki cam’dan mamul bulunmaktaydi. Kapag silifli
olup hafif vaselin ile yaglanmigti, Kagit olarak Schleicher-Schiill No. 2043
b Mgl kullanildi. Kégitlar 6nce impregne edilmedi ve hicbir én muame-
leye tabi tutulmadi. Kromatografi Tanklarmin icine, KAgitlar konulma-
dan evel bir miktar aynt Solvent dikiilerek havasi doymus duruma ge-
tirildi.

Kromatogramlara tatbik edilen, icinde Aminoasid aranan Eriyikler
ayni en ve boyda cizgiler seklinde tatbik olundu ve bir Sac kurutma ci-
haziyla, tatbikatin stir’atlenmesi icin kurutma iglemi yiiriitiildi.

Solvent ve Kagit, Tank icine konup kapad: kapatildiktan sonra, Kro-
matogramlarm Solvent tarafimdan kat edilis siiresi, hemen hemen 20 Sa-
at’lik bir zaman almaktadir. Sonra digar alman Kromatogramlar, en az
94 Saat oda 1sismda kurutulmalidir. Kagitlar iyi kurutulmamigsa, netice-

Jerin hassasiyeti bozulur.




1 mubha- Cedvel No. 1
1 tetkik ;
up Ami- Maya hiicrelerinden 1trah olunduklart tesbit edilen 9 Aminoasid’in
,2,3,4,5), WOIWODun n-Butanol Sistemi ile YEGIN’in sekunder-Butanol Sis-
tleri idi. temleri alinda Kagit Kromatografisindeki Rf-kiymetlerini gostermektedir.
oldugu-
i¢c alma- Ami Solventler ve Rf-Kiymetleri
. mino

Amino- Asid

lorimet- P 1. nci Cihet | 2.nci Cihet
. cesitleri

nleri el- ‘

den 4 e

o o we | v | o owe | v o
yerlerini
bit ede-
.. 1 No. Cystin 0,06 0,01 0,02 0,01 0,12 0,06
5 silifli Lysin 012 | 005 005 | 003 | 019 | 010
lo. 2043 |
muame- Glykokoll 0,20 0,13 0,18 0,07 0,23 0,22
»nulma-
ma ge- Threonin | 0,24 0,18 0,19 0,09 0,29 0,30
N Alanin 0,29 0,27 0,28 0,22 0,35 0,37
riyikler
tma ci- Tryptophan 042 | 029 | 031 0,30 0,43 0,40
a, Kro- Methionin 0,44 | 041 040 | 020 | 050 | 047
20 Sa- ,
, €N az ~ Valin 0,48 0,47 0,45 0,19 0,56 0,52
netice-

Leucin 0,60 0,60 0,57 0,40 0,67 0,58
Aciklama: W (Wowod) Y (Yegin)

W, = n-Butanol/Eisessig/Wasser == 25:6:25, (V/V).

W, = n-Butanol/Aethylmethylketon/Wasser = 2:2:1, (V/V).

Y, = Sek.-Butanol/Eisessig/Wasser — 5:1:1 (V/V); pH=2,7.

Y, = Sek.-Butanol/Eisessig/Wasser = 50:15:10 (V/V); pH = 2,3.

Y; = Sek.-Butanol/Eisessig/Aethylmethylketon/Wasser — 3:2:1:1 (V/V).
Y, == Sek.-Butanol/Eisessig/Aethylmethylketon/Wasser -— 2:4:8:1 (V/V).
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Kromatogramlar iki Cihetli (dimensiyonlu) olarak hazirlanmig olup,
W, ve W, de Tanklar 4n-NH,0H ile mesbu hale getirilmistir.

(Y Solventlerinde, Tanklar ayni Solventle doyurulmustu ).
Kromatogramin yapihs tarzi: Yukaridan asagt (absteigende).
Kurutulmus olan Kromatogramlarda Aminoasidlerin tesbit ve tayin-

leri icin asagidaki Ninhydrin-Bakir Kompleksi Reaktifleri kullamilmigtir

1,6,9): '
A. Ninhydrin Reaktifi :

: 1) 0,2 gr Ninhydrin (E. Merck)
100 ml n—Butanol icinde eritildi.
2) 12 ml Glasiyal Acetik Acid (E. Merck)
88 ml Distille Su ile karistirlda,

1 No.h Reaktiften 95ml ve 2 No.l1 Reaktiften de 5l almip bir
Pulvarizator icinde iyice karismasi temin edildikten sonra, Kromatog-
ram iizerine muntazam olarak piiskiirtiildii ve nemli Kromatogram he-
men 105 C° lik Soba icine konulmak suretiyle 10 dakika kadar kurutul-
du. Bu miiddet zarfinda Aminoasidler, turuncu renkte Lekeler ile belir-
mektedirler, fakat bu renk bir kac giin zarfinda hafiflemege basladigin-
dan, Kromatogramlarm ikinci bir muameleye tébi tutulmalars icabet-
mektedir.

B. Bakir Reaktifi:

1 ml doymus Cupfernitrat (Riedel de Hean) Eriyi-
gi ile 0,02 ml Nitrik Asid (Salpetersaure p.A. E.
Merck), Aceton icinde 100 ml ye tamamlanir. -

Ninhydrin Reaktifi ile hazirlanan Kromatogramlar, bir diiz ve dar
Kiivet icinde, bu Bakir Reaktifi ile tam islanir ve sonra oda 1sisinda 30
dakika kadar karanlikta birakilir, Bu takdirde Aminoasidlerin goriinisd,
muhtelif nuanslarda koyu Kavun-ici sabit renge doner.

Kagit iizerindeki bu renkli alanlar aymi biiyiiklikte kesilmek ve
n-Methanol icinde eritilmek suretiyle, Standart kiymetler karsismda ko-
lorimetrik oloarak olciiliip kantitatif tayinleri yapilir.

Standard olarak SCHUCHARD ve SERVA Firmalarindan temin
olunan saf Aminoasidler, Serum Fizyolojikte eritilerek ve esit konsant-
rasyonda karigtinlarak, benzeri kamgimlar seklinde kullanild1.

SONUCLAR : Izotonik NaCl (0,009) icersinde ii¢c defa yikandiktan
sonra, dordiincii yikantismm kromatografisinde, Maya Hiicrelerinin izo-
tonik Vasatta 9 serbest Aminoasid biraktiklart ve bunlarm miktarlarm-
da, Hiicrelerin bekletilisleri nisbetinde bir artig oldugu tesbit edildi
Hiicrelerin Vasatta bekletilis siiresi 10 dakika olarak sabit tutuldugun-
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da, ayn1 maya topagmndan almip oda 1sisinda bekletilen ve 1., 2., 4. ve
6.nc1 giinlerde aym1 muamele ile analizleri yapilan Maya Hiicrelerinden
ttrah olunmug Aminoasid cesit ve miktarlari 2 No.li Cedvelde gosteril-
migtir, ‘

Cedvel No. 2

Saccharomyces Cerevisia Hiicrelerinin  oda 1sismda bekletildikleri
giinler zarfinda, eskimiglik derecelerine gére, itrah ettikleri serbest Ami-
noasid miktarlarni géstermektedir.

Eskiliklerine gore vasati Aminoasid
miktarlar1 (Micro Mol/Gram Maya Hiicresi)

Sira Amino- Analiz

No. Asidler Sayist  lLnciGlin  2.nci Giin - 4.ncii Glin~ 6.nc1 Gin
1 Cystin 30 3,0 41 4,6 3,0
2 Lysin 32 4,6 4,9 5.4 58
3 Glykokoll 32 4,9 5,5 5,6 6,0
4 Threonin 34 50 58 6,0 6,5
5  Alanin 34 4,2 59 6,1 6,6
6 Tryptophan 32 3,4 4.0 4.3 4.8
7  Methionin 30 6,0 6,5 6,6 6,9
8  Valin 33 34 3,8 4,0 4,5
9  Leucin 32 3,1 4,0 4,3 4.9

2 No.Ii Cedvelde goriilecegi gibi, Hiicrelerden Aminoasidlerin it-
rah miktarlar1 bakimindan fazlalik sirasma gére: Basta 6,9 me.Mol/
Gram Maya ile Methionin gelmekte ve miiteakiben Alanin, Threonin,
Glikokoll, Lysin, Cystin, Leucin, Tryptohan ve nihayet 4,5 mc.Mol/Gram
Maya ile Valin bulunmaktadir. Cedveldeki Numarotaj, Rf-Kiymetlerine
goredir, '

Yukarida, 6.nc1 gline kadar analize tabi tutulan maya Hiicrelerin-
deki miktarlar dile getirilmistir. Daha taze olan Hiicrelerdeki Aminoasid
itrah miktarlart da hemen hemen bunlara paralel bir seyir takip etmek-
tedirler, 1. giin ile 6. giin arasindaki miktalar, ortalama olarak birbirle-
rinden %60 farkhdirlar,

Literattir kayitlarinda da Maya Hiicrelerinin Protein yapilarinda
bu 9 Aminoasidin meveut oldugu yazihidir ve miktarlar;, arama metod-
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