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OZET

Bu ¢alismada keto asitlerin degisik solvent sistemleriyle kroma-
tografik aywrimlar: yapidi. n- Butanol, etanol, su (Bu/Et[Suf) ve isop-
ropanol, amonyak su (Ipr/|Am/Su) sistemlerinin bizim laboratuvar
sartlaruvmzda en faydalilart olduguna karar verildi.

I. Giris

Bilindigi gibi ketoasitler, bilhassa makta, hem de daha ucuza mal oldu-
alfa ketoglutarik asit ile piruvik asit gundan siklikla kullanilmaktadir. Bu Ya-
insan viicudunda ¢esitli metabolizma zida keto asitlerin kromatografik ayi-
olaylarina istirak etmektedir. Bunlar igin- rumlar:r sirasinda mubhtelif solventler-
de en Onemlilerinin de glikozun indirekt de alinan sonuglardan bahsedilecektir.
oksidasyonu ile transaminasyon oldu-
gunu hatirlayacak olursak keto asit- 2. Materyal ve Metod :
ler'n gesitli materyelde ayirimlarinin
ne derece ehemmiyet arzettigi kendili- - Materyal
ginden O“a_ya gikmus  olur. Asagida tarif oldugu sekilde ha-

Zamimnimiza kadar keto asit tayini zirlanan standartlar ve reaktifler
icin ¢esitli metodlar iizerinde caliga- (1) ‘materyal olarak kullanildi:

lar yapilmistir. Uzerinde en ¢ok ugra-

sitlan da kolorimetrik (I) ve kroma- 1. 02 M Disodyum Glutarat Stan-

tografik (2) metodlardir. Keto asitlerin dardu:

¢ok degisik tiirlerinin bulunmasina rag- 7,8 gram alfa - Ketoglutarik asit
men dinitrofenilhidrazonlarla (DNP) 100 ml. soguk distile suda eriti-
kromatografik tesbitleri hem kolay ol- lir. 100 ml. IN sodyum hidroksit
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ilave edilir. Ph s1 6-7 arasinda
yarlanir. Buzdolabinda saklanir.

2. 0,2 M Sodyum Piruvat Standardi:
Bir miktar distile suda ¢oziilen
5,5 gram sodyum piruvat siiziil-
diikten sonra distile su ile 250
cc ye tamamlanir. pH s1 7 civarin-
da ayarlanip buzdolabinda muha-
faza edilir.

3, 2,4 Dinitrofenilhidiazin Reaktifi:
0,0396 gram 2,4 dinitrofenilhid-
razin 200 cc I N hidroklorik
asidde ertitilip buzdolabinda sak-
lanir.

4. Alkali reaktifi:

2 gram sodyum hidroksit 4 cc
distile suda eritilip 9% 90 lik
etanol ile 100 cc ye tamamlanir.

- Metod

Ivor Smith tarafindan tarif olu-
nan ve esasit standart solusyon-
lardaki ketoasitlerin Whatman
No. 4 kagidi lizerinde 2,4 dinit-
rofenilhidrazin ile yaptigi DNP
hidrazonlarin gesitli solventlerde
kromatografik olarak tesbiti e-

sasina dayanan metod tatbik edildi.

- Deneyin Yapihs1 :
a- Kagitlarin hazirlanmasi

Whatman No. 4 kégidi 21 x
28 ebadinda kesildi. Kagidin alt ke-
narindan 3 cm. yukariya tabana pa-
ralel olmak tizere bir dogru cizildi.
Bu dogru iizerinde birbirine 10 cm.
ara ile iki nokta tesbit edilerek nok-
talar merkez olmak tizere her ikisinin
de etrafina kursun kalemle 0,5 cm.
capinda iki daire igaretlendi. Birinin
uzerine K (Ketoglutarik asit), dige-
rinin lizetine de P (Piruvik asit) ya-
zild1.
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b- Kromatografi kigitlarma nu-
munenin tatbiki

Kagidin tatbik noktalarini iga-
retledigimiz kismi altina bir pipet
konarak yiikseltilmesi temin edildi.
0,1 ml. lik pipetler kulanilarak K
isaretli yere hazirlanan alfa - keto-
lutarik asit ihtiva eden 0, 2 M di-
sodyum ketoglutarattan, P isaretli
yere de 0,2 M sodyum piruvattan
0,01 ml. ye tamamlanincaya kadar
(takriben 1 damla) damlatildi, ku-
rutuldu. Sonrada hem K, hem de
P isaretli yerlere ¢ekilen 0,05 ml.
2,4 dinitrofenilhidrazinin tamami bi-
tinceye kadar azar azar kurutularak
damlatildi. Islemin sonunda kagitlar
oda 1sisinda kurumaga terk edildi.
Her solvent igin birisi alkali ayriaca
batirmadan, digeri batirarak olmak
lizere jki defa caligilacagindan iki
kagit hazidlandi-ve her ikisi de aym
islemlere tabi tutuldu.

c- Alkali aywracin tatbiki :

2,4 dinitrofenilhidrazin 0,05 ml.
sinin tamamen tatbikinden ve kuru-
masindan sonra k&gitlardan biri al-
alen ayiriaca batiriip ¢ikarildi.  Ku-
rutucuda 60°C de 20 dakike tutul-
duktan sonra diger kagit ile birlikte
kromatokablara yerlestirildi.

d- Kromatgkablardaki solventlere
koyma (Assandan Teknik) :

Bu maksatla kullanilan solvent-
ler asagidaki sekilde hazirlandi:

1- n- Butanol, Etanol, Su (Bu/Et/
Su) :

350 cc n-Butanol, 50 cc Etanol
100 cc Distile Su konur, karistirdir.
Soguk havada birakilan karigim



Alkali ayiraca batirilmamissa

4 saatde. Kagit iizerinde tepeye kadar

yirir.

2- n-Butanol, Etancl, 05N Amon-
yak (Bu/Et/Am)
350 cc n-Butanol, 50 cc ‘Eta-

nol, 100 cc 0,5 N Am,onyak

karigtiilr,

Alkali ayiraca batlrllmlgsa 7‘

saatde.

Alkali ayiraca batmlmamlssa
6,5 saatde kagit iizerinde tepeye
kadar yiiriir.

3- Isopropanol - su - Amonyak
(IPr/Am): ' o
200cc isopropil alkol, 20cc distile
su, 10cc amonyak karistirilarak
hazirlanir. Takriben 7 saatde kagit

iistiinde tepeye kadar ilerler.

Bu sekilde hazirlanmug solventleri
ihtiva eden kromatokablara her sol-
vent igin iki defa ¢aligilmis (alkali
ayiraca batirilmis ve batirilmamis) ve
kurumug kagitlar silendir seklinde
kivrilip, isaretli kisimlar disa gelecek
sekilde ignelenerek konuldu. Her sol-
vent igin tesbit edilen zaman sonunda
kagitlar ¢ikarilip 60°C deki kurutu-
cuda 20 dakika tutularak kurutuldu.

3. Bulgular

Kagit iistiindeki lekeleri ince-
ledigimiz zaman sunlari tesbit ettik:

1- Rf degerleri her kagittaki ¢a-
lisma igin ayr1 ayr1 bulundu.
Ortalamas: alinarak kaydedildi
(Tablo: ' 1).

bulanir fazla birka¢ damla etanol
ilave edince diizelir.

Alkali ayrraca batirilmigsa 5,5
sactde

Tablo 1. Her Solvent i¢in Elde Edilen Rf Degerleri :

Keto asit DNP hidrazon Bu/Et/Su Bu/Am/Su IPr/Am/Su Rengi
Alfa-Ketoglutarik

Asit (0,2 M disodyum 0,26 0,21 0,13 Yesil

keto glutarat)

Piruvik asit 0,38 0-4 0,5-0,6 Kahverengi

(0,2 M Sodyum Piruvat)

2- n-Butonal, Etanol, Su (Bu/Et/Su)
solventlerinde daha net, daha
diizenli lekeler husule geldi (Re-
sim 1 ve Resim II).

ruvik asitin emdirildigi kisim ise

kahverengi olarak agiga ¢iktu.
6- Alkali ayiraca batirilan kagt-

larda batirilmayana gore solvent
3- Ipr/Am/Su solventi bilhassa mo- daha ge yiiridi.
lekiil yapisinda ikinci bir kar- 4. Tartisma

boksil grubu bulunan (dikar- Tablo 1 de elde ettiimiz RF deger-
boksillik) ketoasitlerin - ayrim- lerini tablo 2 deki (2) orijinal meto-
larina daha uygundur. dun Rf degerleri ile kargilagtirirsak
neticelerin birbirine ¢ok yakin oldu-
gunu goriiriiz. Piruvik asit hizasinda
5- Alkali aymaca batirilmis ké- iki leke elde edilmesi hususunda
gitlarda alfa - ketoglutarik asi- simdiye kadar yapilan gesitli izahlar1
tin emdirildigikisim yesil, pi- asagidaki sekilde siralayabiliriz:

4- Biitlin solventlerde piruvik asit
hizasinda iki leke goriildii.
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Resim II. Ipr/Am/Su Solventinde lekelerin goriiniimii.
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a) Keto asit DNP hidrazonlarin
syn ve anti formlarinin tesbiti,
bugiin kolon kromatografisi ile
miimkiin olabilmektedir. Tek yon-
li kromatografide 2, iki yonlii ise
de 4 leke elde edilmesini de hesaba
katacak olursak, bu diisiiniis tarzi
bir izah izah olabilir.

b) Bir solvent igindeki bir madde

i¢in 1, iki madde igindeki igin 2
leke elde edilmektedir.

c) Ketoasitlerdeki veya onlarin
hidrazonlarindaki dekompozisyon
husulii.

Kondansasyondan dolayr ba-
zen piruvik asit tgiincii bir nokta
halinde de ortaya ¢ikmaktadir. El-
de ettigimiz Rf de degerleri klasik
verilere tamamen uyarlik goster-
mektedir. Bilindigi gibi biitiin hid-
razonlar kromatografiden sonra 5-
10 mikrogram gibi miktarlarda sari
renk  vermektedirler. (2). 1-2
mikrogram gibi daha az miktarlarda
ise alkalin ayirac kullanilmasi le-

keyi daha belirli hele geirdiginden
tercih edilecek bir ayirmm vasita-
sidit  diyebiliriz. 1 mikrogramdan
daha az olan degerler igin de DNP
hidrazonlar1 ultraviyoleye absorbe
ettirerek kromatografi yapilmasi de-
nenebilir. Bu takdirde kromatogra-
fide karanlik lekeler husule gelir.
Fakat caligmamizda bu kadar di-
siik konsantrasyonlar kullanilma-
digindan alkalen aynagla tesbit ye-

" terli olmugtur.

Netice olarak diyebiliriz ki,
Bu/Et/Su solventi hem temin ko-
layligi hem de azami 5,5 saat gibi
bir siirede hazirladigimiz  kagit-
larda tepeye kadar yiiriimesinden
dolayr zamandan tasarrufa da se-
bep oldugu i¢in ketoasit kroma-
togtafisinde en elverisli solventtir.
Ipr/Am/Su solventi de 7 saatlik
bekleme siiresini bir mahzur kabul
etmiyecek olursak, Bu/Et/Su sol-
venti yerine ayr1 gaye ile kullanila-
bilir.

Tablo II, Orijinal metoda gére her solvent igin verilen Rf degerleri:

Keto asit DNP hidrazon Bu/Et/Su Bu/Am/Su Ipr/Am/Su Rengi

Alfa--Ketoglutarik asit 0,28 0,22 0,16 Yesil
Piruvik asit 0,38 0,45 0,52-0,65 Kahverengi
SUMMARY

THE COMPARISON OF THE VARIOUS SOLVENT SYSTEMS IN THE
CHROMATOGRAPHIC SEPARATION OF KETO ACIDS

Butanol-Ethanol-Water (Bu / Et / Wat)
and (Isoprophanol - Ammonia - Water
(Ipr/Am/Wat) were the most useful
systems in our laboratory conditions.

In this study, the chromatographic
Separations of two keto acids have
beeen done by using various solvent
systems. It was concluded that n-
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