BITKI NUMUNELERINDE KANTITATIF VE KALTITATIF OLARAK XARBON-
HIDRAT, ORGANIK ASIT ANALIZ METODLARI

1) Karbon Hidrat Apaliz Metodn:

Kalitatif ve kantitatif olarak kar-
bonhidratlarm analizinde Sweeley(1963)
tarafindan yayinlanoug gazkromatog-
rafi metodu kullanilmakta olup, bu
metodu  Willams ve Martin (1967)
kiltlir bitkilerinde karbonhidrat a-
nalizzinde somutlagtinimiglardir,

Prensip olarak karbonhidrat mo-
lekiillerindeki hidroksil grubunun e-
terlesmesine dayanir. EBterlegme kan-
stm1 olarak Hexametildisilazan {CH3)3
SINHSI (CH3)3 ve Trimetilklorsilan
(CH3)3 SiCI kullanilr. Bu reagenz
ile Trimetilsilil—karbonhidrat  gazk-
romatografide ayrima ugrar.

Bu metod Sweeley digerleri {1963)
tarafindan yazildig: sekilde Baf—Bahge
bitki numunelerinde de Mattusch (1968),
Buchlon ve Neubeller (1969) aym se-
kilde Erkan {1969} tarafindan da uygu-
lanmag olup, iyl neticeler alinmugtir,

Numunenin hazitlanigi; 100—200
mg kurutulmug ve Sfitilmiis numune
cam santrifilj kablarina konur. Uzerine
0.50—0,75 ml sudan arnmig piridin,
0.3—0.4 ml Hexamentildisilazan ve
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0.14—0.20 ml Trimetil klorsilan ilave
edilir. Ve oda sicaklifinda 30 dakika
beklemeye terk edilir.

Bu bekleme esasinda bir ¢ok defa elle
sallanir, Bunu takiben 30 dakika 5000
ufdak. santrifiijde birakilir. Hitamunda
iistde kalan sivtdan 0.005 ml alwarak
gazkromatografiye enjekte ediler.

Elde edilen piklerin alam plani-
metre ile saptanir ve saf karbonhidret-
lanin pik alanlant ile orantilandiktan
sonra numune igindeki karbonhidrat
miktarlar hesaplanir.

2)Organik asit analiz metodlan :

Analizler Scheffer ve digerleri
(1965) gore yapilir.

a) Kurutulmus numupede titras-
yon asidi tayini :

2 g kurutulmus ve Oiitiilmis nu-
mune saf su ile 4C° de extrakt edilir fil-
treden gicirildikten sonra yaikanir ve
filtrat 250 ml’e tamamlanir. Bu siizik-
ten 10 ml alimarak bir pH metrede
0.01 N NaOH ile pH 7.0 gelene ka-
dar titre edilir.
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Tablo [: Karbonhidrat analizinde gazkromatogratinin calisma sartlan

Caligma  sartlan

Monosakkarid ve geker
alkolleri (Hexit) igin

Di-ve Trisakka-
ridler igin

Kolon hacmi
Kolondaki tutucvlar

5m x 4 mm (metal)
Reoplex 400 Kieselgurlu

{0,2—0,3 mm)
Kolon is1s1 175 C*°
Enjekte . 15151 300 C°
Akis lan
Kagidin hizi(hir noktadan)
Enjekte edilen

Numune miktar

3 m x 4 mm (Cam)
Silicongummi

(SE 30)

250 C°

300 €

30 ml Azot/dak.

8,5 mm/fdak.

0.005 ml

b) Kurutulmus numunede total or-

ganik asit tayini

Yukarndaki selalde hazirlanomsg
numuneden 10 ml alinarak katyon tutu-
cudan (Amberlite— 120) H— Formunda
gecirilir. Daha sonra yukandaki islem
tekrarlamir.

¢) Yas numunede titrasyon asidi

ve toplam organik asit tayini:

75 g kadar yas numune havanda
ezilir, 10 dakika 100 ml ethanol ile
kaynatilir ve 250 ml. lik cam balona
siiziilir, yukandaki islemler tekrarla-
nir,

d) Asit karniguninin kalitatif olarak

Bu ayngim iglemi kagit kromatog-
rafi yardimu ile yapilir. Yukaridaki se-
kide hazirlanmmg exrat agagidaki iglem-
ler ile kafit kromatografi igin hazir-
lanir.

1) Na2 CO3 ile aktiflenmig anyon
tutucusundan (IRA—400) 300 ml
lik exrakt gok yavag sekilde (203 mlfdak)
gegirilir. Organik asitler tutucuda CO3’a
baglanarak kalirlar. Renk maddeleri,
seker, fenoller fermentler, proteinler
ve aminoasitler geger.

2) Organik asitler (NH4)2 CO3
vardimi ile alinir. $imdi ¢dzeltide orga-
nik asitler, NH+-4, (NH4)2 CO3 bu-
lunmakta.

ayrsimi :
Al Anygn*tutucu B)(NH.J [os) Cauatasma D) Katyon tutucu
| extrakl LS ag asitiNg), €Oy
l -0rg a
COJ o 2 — ~~0rg & *
€O, _orga b
° - Co
\CUJ ~ org a 0: L }:jﬁ‘
co, NH;
B e
1% e
! l *
Seker, fermentier, org asit NH, org asit
Reng maddeleri, Aminoasiller
[NH,}, COy

Preteinter ; fenoller.
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3) Rotasyon evaprotdr yardimi ile
buharlastirilarak fazla NH-+4 atilir ve
sadece asitler ile tuzlara baglanmi§ o-
lan Amonyak kalir.

4) Bu artik NH-+4; HCI asit ile
aktife edilmis katyon tutucusundan
H—Formunda uzaklagtirlir. Bu halde
organjk esitler tamamen serbesttir-
ler.

5) Organik asitler tamamen buhar-
lagtirilir (40 Co°® ve vakumda).

6) 5 m! saf suilave edilii. Buzdo-
labinda muhafaza edilir.

7y Farkli miktarlarda (S+S§ 2043
b mgl) kafit zerine taginmir.

8) Kagit yukardan delinir, cam
gubuk gegirilir ve ipler ile cam kii-
vete asilir. Yarim saat kiivet iginde bek-
letilir. n—Butanol: asettk asit : Su
{4: 1:5) karisiminin iist fazina daldir-
Iir.

9) Kagit kiivetten alinir ve kursun
kalem ile akig ylksekligi isaretlendik-
ten sonra 105 C° de kurutma dolabinda
asetik asitin ugmasi saglanir.

10) kurutulan kagit mandallandik-
tan sonra, 2 g glikoz, 2 ml anilin 20 ml
su 20 ml olkol ve 60 ml n—Butanol ka-
ristmu gdzelti pliskdrtiiliir.

11) 15 dakika tekrar 105 C° de ku-
rutulmaya birakilir.

12y Rf— degerinin hesaplanmasi.
Numune taguma noktasiile asit merkezi
arast mesafenin, numune tagima nok-
tast ile gozelti akig yiiksekligi mesa-
fesine bodlimid bize Rf deferimi
Verir.

¢) Kantitatif ofarak asit komponent-
lerinin tayini:

Yukaridaki sekilde hazirlanmig 2ml
nurnune sefadeks kolon (Sephadex 25)
ve fraksiyvon kolektdr yardimi ile ayrigi-
ma brrakilir. 5 ml lik tiiplere frakte o-
lan numune, kuru hava ile kurutulur ve
fenoltitalin damlatilirak 0.01 n NaOH
ile titre edilir. Fraksivonlar toplana-
rak asit kompononentleri saptanmis
olur.

Franksiyon igleminde 9, 0.25,
1.5 n ve 5.0 n asetik asit {250, 500,
500 ml) kangimi ve en son alarakta
6 n asit formik kullanilir.

DIE QUALITATIVE UND QU-
ANTITATIVE BESTIMMUNGSME-
THODEN VON KOHLENHYDRA-
TEN UND ORGANISCHEN SA-
EUREN BEI PFLANZENPROBEN

Die einzelnen Zucker wurden QW-
Qualitativ und Quantitativ mit Hilfe
der von Sweeley (1963) Publizierten
gaschromatographischen Methode a-
nalyisert. Diese methode, die bereits
bei Williams und Martin (1967) fiir die
Zucker analyse bei Kulturpflanzen ver-
wendung fand. Fiir den verwandeten
Gaschromatographen wurden in Ab-
wandlung der von Svweeley it. al. (1963)
besvhriebenen Metlode Analysenbe-
dingungen die Mattusch (1968) Buchloh
und Neubeller (1969) sowie Erkan (1969)
beschricben haben, erprobt.

Zur Quantitativen Bestimmung der
einzelnen Sacurekomponenten wurde
nach einem leicht abgeaenderten Ver-
fahren von Scheffer et. al (1965) an e-
iener sephadexsaeulu (sephadex 25)
getrennt.
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g E ; meElEad !
Resim 1: Gazkromatografik seker analiz fraktogram:
(Lm:gizelti maddesi, 1:Fruktoz,2:-D-Glitoz. 3:
Mannit, 4: B-D-Glikoz, 5-Bilinmiyen, 6: inosit
(Gobekli Marulda, Erkan 1969 8.47)

Resim 2 Gzkromatografik sakkarozanaliz Fraktogrami
(Lm: ¢bzelti maddesi— Gobekli Mamrulda-Erkan
‘5. 48 ) '
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1. Galakturon asit : 0.09
2. China asit :0.26
3. Shikimi asit :0.34
4, Sitrik asit 0 0.42
5. Malik aist 0 0.49
6. Malon asit : 0.55
7. Kehruber asit :0.71
8. Fumarik asit : 0.81
9. Bilinmiyen asit  : (.87

Resim 3: Organik asitlerin  kagit k-
gamamgaﬁdalﬂ ayrimi ve Rf deger-
leri (Gobekli Marulda, Erkan 1969
S. 59)
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