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Amino asidler, bilhassa beslenme ve biyokimya yoniinden pek
biiyiik bir 6nem tagimaktadirlar. Gerek besinlerde ve gerekse biyolo-
jik materyalde bulunan amino asidlerin kalite ve kantitelerinin bilin-
mesinde hekimlik yoniinden biyiik faydalar vardir.

Amino asidlerin tayini maksadiyla eskidenberi bir¢ok metodlar
kullanmilmaktadir. Bu hususta ilk metodlardan birisi, amino asidlerin
ctil esterlerinin vakumda fraksiyonel distilasyona tabi tutulmasidir.
Muayyen amino asit gruplarimi birbirinden scpare edebilmek igin
butil alkol kullanilmistir.

Amino asidlerin nétral, bazik ve asidik gruplar halinde fraksi-
yone edilmelerinden sonra Van Slykc’nin nitréz asidi metodunun tat-
bik edilmesi, protein hidrolizatinda bulunan amino asidlerin separe
edilmesi ve hesaplanmasi igin bagvurulmug ilk metodlardan bir dige-
ridir. Bu teknikler, zamamimizda nadiren kullanilmaktadir. Bu ko-
nuda kullanilan bir diger mectod da elektrodializ metodudur. Bunda,
yar1 gecirgen bir zarla birbirinden ayrilmis ii¢ pargal bir diizenegin
orta kompartmaninda bulunan bir amino asit kariggmindan elektrik
akimi gegirilmek suretiyle amino asidlerin bir kompartmandan dige-
rine farkli gekilde gog cttirilmeleri miimkiindiir. Amino asidlerin tag-
diklar1 yiikler, ©zel pH ayarlayicilar: tarafindan ayarlanabilir ve
bu suretle mesela, diamino asidler katotta, dikarboksilik asidler anot
kompartmaninda ve mono amino mono karboksilik asitler de orta
kompartmanda toplanabilirler.
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Izotop seyreltme metodu da bu metodlardan bir digeridir. Igin-
de hangi amino asidlerin bulundugu bilinmeyen bir karigima izotop
ile isaretlenmig, bilinen bir amino asidden belirli miktarda ilave edilir.
Sonra eklenen amino asit, kariggmdan kabil oldugu kadar saf bir hal-
de tekrar clde edilir. Bu saf amino asidde jzotop atomunu tagiyan ami-
no asidin hangi oranda seyreltildigi tayin edilir. Seyreltme oranindan
da karigimda onceden mevcut olan o amino asidin miktar: hesaplanir.

Mikrobiyolojik ve enzimatik metodlarda amino asidlerin tayin-
leri igin kullanilmaktadir. Bazi mikroorganizmalar, ¢ogalmalar: igin
kiiltiir vasatlarinda amino asidlerin bulunmasma ihtiyag gosterirler.
Bundan faydalanilarak, sadece tayini yapilacak olan amino asidi 6n-
ceden ihtiva etmeyen, fakat belirli miktar niimuneyi havi bir ortamda
mikroorganizmalarin ¢ogalma derecelerinden hareketle o amino asi-
din miktar1 hesaplanir.

Bakterilerin bazi nev’ilerinde muayyen amino asidleri dekarbok-
sile eden spesifik enzimler mevcuttur. Bunlarin tesiriyle amino asitten
agiga gikan CO: gazinin miktar:, manometrik olarak olgiliir. Bura-
dan da o amino asidin miktar1 hesaplanir (2).

Kolorimetrik metodlar, amino asidlerin ninhidrin ile verdikleri
renk reaksiyonuna dayanan hassas metodlardir. Bununla beraber
kolorimetrik tayin metodlari, hassasiyet bakimindan amino asit ana-
lizerinki kadar tatminkar degildir (5).

Bir de kromatografik metodlar vardir. Kromatografi, bir erit-
ken igerisinde erimig halde bulunan maddelerin sabit ve hareketli faz-
lar arasinda ekilibrasyonuna uygun sekilde kurulmus bir diizenekte,
karigimda mevcut komponentlerin farkli hizlarda gog etmeleri esasina
dayanan bir teknik olarak tarif edilebilir. Zamanimizda, adsorpsiyon,
partitisyon ve iyon dcgisimi kromatografileri olmak iizere iig tip kro-
matografi kullarulmaktadir (2). Amino asit analizerler, bunlardan iyon
-degisimi kromatografisini tatbik ederek amino asidleri, hidrolizattan
eliic etmektedirler. Kromatografiden sonra her amino asit eliisyon
sirasina gore ninhidrin reaksiyonuna tabi olmaktadir. Amino asit ana-
lizerler, tatbik edilen protein hidrolizatindaki amino asidlerin kroma-
tografi, renk reaksiyonu ve kolorimetri ile kurvclerinin gizimi iglem-
lerini kendisi yaparak, neticeleri hassas ve dogru olarak veren modern
cihazlardir. Boyle bir cihazla zaman ve madde ydniinden en ekono-
mik sckilde c¢aliymak, ancak bu cihaza ait baz1 teknik ve ¢ok 6nemli
inceliklerin bilinmesi ve tatbikiyle miimkiin olabilir.

Iste yazimizin gayesi de, amino asit analiz metodlarin prensip
itibariyle godzden gegirdikten sonra bunlarin en miikemmeli olan
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otomatik amino asit analizi konusunu, Beckman 120/B model oto-
matik amino asit analizerin caliyma prensibini vererck izah etmek
ve caliyma sirasinda zaman ve madde tasarrufunu dogrudan dogru-
ya etkiliyen baz1 teknik bilgileri kaydctmektedir.

Asagida Beckman 120/B model otomatik amino asit analizerin
resmi goriilmektedir.

Yukarida resmi goriilen analizer, 220 V., 32 Amp. ile ¢ahymakta
olup giicii 2000 W. tir. Bu cihaz muhtelif kompartmanlardan ibarettir.
Bunlar; 1- Kromatografi 2- Reaksiyon hamam ve kolorimetre 3— tam-
pon, rejenerasyon ve ekilibrasyon sivilart 4- Pompalar, sicak su ha-
mam1 ve toplama kabi1 5- Multipoint kaydedici 6- gostergeler ve
otomatik kumanda kompartmanlaridir. Ayrica bir azot gazi bombasi
ile de haricen baglidir (2). Cihazin galiyma prensibi agagida sematik
olarak gosterilmistir:
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Yukaridaki basit, ¢aliyma prensibi semasindan da anlagilacag:
uzere:

Amino asidler, herseyden 6nce kolon kromatografisine tabi tu-
tulan bir protein hidrolizatindan kontrollu bir 1s1da ve uygun bir pH
derecesinde iyon dcgistirici bir recinede eliie edilirler.

Bunun kimyasal mekanizmas: sOyledir: Niimune, iginde po-
lisiilfonik bir reginenin Sodyum tuzu bulunan kolona tatbhik edilince
iyon degisimi vuku bulur. Polisiilfonik regine negatif yiiklii siilfonik
asit grubu sebebiyle bir katyon degistiricisidir. Amino asit molekiilii
de pozitif yiiklii amino grubu sebebiyle iyonik bir kuvvetle recineye
baglanir. Bu bir reverzibl reaksiyondur ve ekilibrasyon vuku bulur.
Regineden agagiya dogru siiziilen tampon soliisyonda amino asidler
bulundugundan kolonun iist kismindaki ekilibrasyon dengesi bozulur
ve regine, bu dengeyi temin edebilmek i¢in daha fazla amino asidi
serbest birakir. Amino asidlerin bu kromatografik eliisyonu, kimyasal
bilegime, regine taneciklerinin ve reginenin poréz hacmina, kroma-
tografi kolonunun yaricapina ve boyuna, amino asit molekiiliiniin
yikiine, pH ya, iyonik kuvvete, eliie edici tamponun akig hizma ve
operasyon 1sisina baghdir (3, 4).

Bazik amino asidlerin elisyonu 3,28 pH.l, asidik ve nétr amino
asidlerin elisyonu isc 3,28 ve 4,25 pH.Ii sitrat tamponlarla olur.

Bir pompa tarafindan pompalanan tampon soliisyonun basinci
ile kolondaki iyon dcgistirici recineyi gegen amino asidler, yine kont-
rollu bir hizda ayr1 bir pompa tarafindan basilan ninhidrin ayiraci
ile kargilagir. Reaksiyon hamamina giden bu karigim, orada 100°C de
karakteristik mavi menekse rengi vererek kolorimetreye gecer ve kolo-
rimetre bu rengin intensitesini 570 milimikronda olger. Ancak ser-
best amino grubu olmayan prolin ve hidrosksiprolin gibi amino asid-
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ler, sar1 renk verirler ve bu renk ise 440 milimikronda absorbe edilir.
Kolorimetredeki absorbsiyonun derecesine gore gegen 1s1gin siddetini
cereyan haline getiren bir fotosel, multipoint yaziciy: etkiler ve semi-
logaritmik bir kromatogram kigidina amino asidlerin ayri ayr1 kur-
velerinin ¢izilmesini saglar. Ninhidrin ve amino asidler arasinda aga-
gida gorildigi sekilde bir kimyasal reaksiyon cereyan eder (1):
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Analizer, protein ve peptid hidrolizatinda, fizyolojik sivilarda,
idrarda, kan plazmasinda, doku ekstraktinda ve yiyecck maddelerin-
de bulunan amino asidleri analize etmektedir. Bu materyalde bulunan
karbonhidratlar ve yaglar analizi bozmazlar.

Cihazin zaman ve madde yoéniinden en ekonomik sekilde kulla-
nilmasinda, operatériiniin dikkat etmesi gercken en 6nemli hususlar:
soyle siralamak miimkiindir (1):

1. Bir hidrolizatin kromatografisinde kullanilmig olan iyon degisti-
rici bir regine uzun kolonla her analizden sonra, kisa kolonla ise
her 3 analizden sonra usuliine uygun sekilde ve mutlaka rejenere
ve ckilibre edilmelidir.

2. Tampon ve ninhidrinin akmas: sirasinda gostergeler, normal
olarak su rakamlar arasinda oynamalidar.

3.28 pH L1 tampon igin 160-180
5.28 pH I tampon igin 40--60
Ninhidrin icin 12-16

Bu rakamlarin fazla yiikselmeleri halinde analize sonradan tek-
rarlanmak tizere son verilmelidir.

3. Tampon ve ninhidrinin analiz gartlarina uygun hiz ve miktar-
larda akmasini temin i¢in her giin 1 defa ve ilk analizden 6nce
“Coil” pozisyonunda “Flowrate’ olgiilmelidir.

4. Ardarda analizler yapilacagi zaman yeni analiz, bir 6nceki ana-
lizin bitiminden itibaren azami 20 dakika sonra baglamig olma-
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hdir. Ciinkii, “Coil” sistemden 20 dakika siire ile akiy olmadig
takdirde, onceki analiz den kalan ninhidrin artiklari, sistemde kris-
talize olarak akig diyagraminda bir aksama husule getirir ve ana-
liz yapilamaz. Yeni bir analize baglamlmayacaksa, sistem analizi
miiteakip tampon ile 1 saat “Coil” pozisyonunda yikanmalidir.

. Kromatogram iizerinde “Basis linie”” ayari, 6nceden yapilmakla

beraber her amino asit veya amino asit grubunun ¢iziminden son-
ra kontrol edilerek gerekirse tazelenmelidir. Bu ayar bilhassa
asidik ve notral amino asidlerin analizi sirasinda sik sik kontrol
ve yenilenmeye ihtiyag gésterir.

Bir kisa kolon analizinden sonra uzun kolonla analiz yapilacak-
sa, uzun kolonla analizin baglamasindan itibaren 12.nci dakika-
da, uzun kolon analizini kisa kolon analizi takip edecekse, kisa
kolon analizinin baglangicindan itibaren 7.inci dakikada “Basis
linie” ayar: yenilenir. Bu siireler esnasinda kaydedicinin ¢ahgti-
rilmasina lizum yoktur.

. Reaksiyon hamam ile sicak su sirkiilAsyonunu temin cden ha-

mamin su seviyeleri kontrol edilmeli ve gerekirse ikmal edilme-
lidir. Iyi montc edilmig bir reaksiyon hamaminda su seviyesi
hemen hemen degigmez. Digerinde ise bu kontrol ve ikmalin
sik sik tckrarlanmasi gerekir.

. Mecburiyet ve acil ckilibrasyon hallerinde, uzun kolonlardaki

rejenerasyonu tamamlanmig olan recine, 3,28 pH Ii tampon ile
40 dakika “Drain” pozisyonunda yikanabilir.

. Kolonlardaki reginelere niimunec tatbiki sirasinda N, gazi kagi-

rilmamas: gerektigi gibi, tampon tapasinin kolona irtibatlanmas:
sirasinda da igeride hava kabarcig: kalmamalidir.

. Tamponlarin yeniden ikmali halinde: Pompa 1. 3,28 ve 4,25

pH b tamponlari, pompa 2 de 5,28 pH I1 tamponu pompala-
maktadir. Yeni tamponlarin ikmalinden sonra pompa ile kroma-
tografi kolonu arasindaki kanalin pompalar kompartmanina
rastlayan kismindaki irtibat agilip, pompa basinciyla sistemdeki
hava kabarciklarimin ¢ikmasi temin edilir ve tekrar hava kabar-
ciksiz olarak irtibatlanir. Bu iglem her ikmalden sonra tekrar-
lamir. Ancak, bu iglem ninhidrin igin yapiliyorsa, ninhidrin
“Bleedcr’i de agilmalidir.”” Buffer Change Timer”, iglemin 3,28
pH I tampona tatbikinde “First Buffer” ve 4,25 pH I1 tampona
tatbikinde de “Second Buffer” pozisyonuna getirilmelidir. Bu
suretle kanallarda kalan hava kabarciginin sistemde bir tikaruklhik
yaparak analizc mani olmasi1 énlenmis olur.
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Cihazin hassasiyet kontrolii i¢in, niimune ile birlikte belirli kon-
santrasyonda Norloysin de tatbik edilir. Norloysinin kromatog-
ramdaki kurvesinden hasaplanan konsantrasyonu ile tatbik edilen
konsantrasyonu birbirinin ayni olmalidir.

Regine, reaktivasyon ve yeniden paketlenme sirasinda herhangi
bir kantitatif kayba ugramamaldir.

Analiz sartlar1 arasinda pH ¢ok miihim bir yer tuttugundan,
tamponlarin pH ayar: kesinlik tagimalidir. pH derecesi iyi olma-
yan bir tamponla ¢izilen sistin/2 kurvesi, valine ya ¢ok yakin
veya ¢ok uzakta bulunur. Bu tampon pH siun hatali oldugunu
bildiren iyi bir kriterdir. Sistin/2 yi valine yaklagtirmak gerekti-
ginde tampon HCI ile, aksi halde de NaOH ile yeniden gerekli
pH derecesini kazanincaya kadar hassas olarak ayarlanmaldar.

Regineler, usuliine uygun olarak rejenere ve ckilibre edilmemis-
lerse analiz bagka bir pH da cereyan edcceginden, kurveler de
degisik yapr ve buyiikliikte olur. Bu takdirde hemen analize son
verilip, NaOH reginenin her zamanki gibi 2/3 iinii degil de,
tamamim kat’cdinceye kadar rejenerasyon ve sonra da yine geregi
gibi ekilibrasyon yapimahdir.

Multipoint kaydediciye miirekkep konulmas: gerektiginde renk-
lerin karigtinnlmamasina ¢ok dikkat edilmelidir, Kaydedicideki
renk siingerlerinin siralamigt su gekildedir:

Mavi-Kahve-Kirmizi

Mavi-Kahve-Kirmiz

Mavi-Kahve-Kirmizi

Siyah-Siyah-Siyah

Bu sekildeki bir siralamg, her 4 noktadan birinin siyah olmasint
temin eder, ve intcgrasyonda bu siyah noktalar kullamlir.

Kromatogramda bulunan kahverenkli noktalar, prolin ve hid-
roksiprolin gibi serbest amino grubu tagimayan amino asitlerin;
mavi noktalar, kromatogram iizerindeki kurve yiiksekligi 1,400
U gecen amino asidlerin ve kirmizi noktalar da bunlarin diginda-
ki amino asidlerin hesaplanmalarinda kullamlirlar.

. Uzun kolonla yapilan bir analizi miitcakip yine uzun kolonla

¢ahsilmas: halinde gerek zaman, gerekse maddeler yoniinden ¢ok
ekonomik olan bir husus ta sudur:

Norloysin ¢izildikten sonra “Buffer Change Timer” “Second
Buffer” durumundan tekrar “First Buffer” durumuna getirilir.
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50 dakika bcklenir, bu siire iginde normal protein hidrolizatinin
son amino asit kurveleri olan Tirozin ve Fenilalanin de gizilecek-
tir. Norloysin ¢izildikten sonra, énceden niimune tatbik edilmig
olarak analize hazir vaziyette bekletilen diger kolon 50. inci
dakikada normal olarak analize sokulur. Ancak, bu 50 dakika-
lik bekleme siiresini 20 dakikaya indirmek miimkindir. Zira
3.28 pH I tampon 50 dakikada kaydediciye, 20 dakikada ise tam-
pon tapasina, yani regineye gelir. Bizim igin 6nemli olan: da bu
tamponun tapaya kadar gclmig olmasidir. Kurvelerin ¢izimi daha
evvel bitse dahi 20 dakika siire dolmadan yeni analize baglama-
malidar.

. Cihazda akig diagraminda herhangi bir aksaklik olursa, bir pih-

tilagma ihtimaline karst hemen reaksiyon hamamim ve kolori-
metreyi devreden c¢ikarmahdir. Bu surctle bozuklugun “Coil”
sisteme zarar vermesi onlenmig olur.
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