BiYOKIMYA UYGULAMA LABORATUVARLARINDA UYULMASI GEREKEN KURALLAR
1-Laboratuvarlarda mutlaka beyaz 6nlikle ¢alisiimalidir. Saclar kisa ya da uzun ise arkadan toplanmis
olmahdir. Tirnaklar kisa olmalidir. Elde yara kesigi varsa su gecirmez bant ile kapatilmalidir.
2-Temizlige ve laboratuvar dizenine uyulmaldir. Kullanilan malzeme tekrar vyerli yerine
yerlestirilmelidir.

3-Hicbir kimyasal maddeye elle dokunulmamali ve koklanmamalhdir.

4-Ayirag siseleri suirekli kapal tutulmahdir.

5-Yeni hazirlanan reaktiflerin tzerine etiketleme yaparak hazirlama tarihi, hazirlayanin adi-soyadi ve
biliniyorsa son kullanma tarihi yazilmalidir.

6-Reaktifler ve kimyasal maddeler uygun sartlarda saklanmalidir.

7-Bozulan ve son kullanma tarihi gecen reaktifler kullanilmamalidir.

8-Calisma sirasinda kirli ve temiz maddeler birbirine karistirlmamalidir.

9-Bltlin calismalarda distile su kullaniimalidir.

10-Her calismadan sonra eller sabunlu su ile yikanmalidir.

11-Yanici ve tahris edici maddelerin cilt ile tamasinda gecikmeden bol su ile yikayip gorevlilere haber
verilmelidir.

12-Laboratuvar ortaminda sigara icilmemeli, herhangi bir sey yenilmemelidir.

13-Laboratuvar ortaminda son derece sakin ve sessiz ¢alisilmahdir.

14-Malzeme ve cihazlar kullanilirken son derece 6zen gosterilmeli; her bir cihaz usuliine uygun tarzda
dikkatlice kullaniimalidir.

15-Calisma sirasinda laubali hareketlerden, girilti ve sakalasma gibi tavirlardan kaginilmalidir.

16- Ayirag sisesi kullanilirken etiketli kismi avug icine gelecek sekilde tutulmali ve ayirag sisesinin
kapagi da ayni elde tutulmali, tezgaha birakilmamalidir. Ayirag 45° egimle deney tlipline yavasca az
miktarda ( yaklasik bir kursun kalem kalinhiginda) alinmalidir. Yanlishkla fazla alinan ayirag kesinlikle
ayirag sisesine bosaltilmamalidir. Fazla alinan ayiraci arkadasimizla paylasabiliriz.

17- Deney sirasinda tlpUmize alinan ayiraglarin toplam miktari tiptn 1/3’Gnu gecmemelidir. Aksi
taktirde kaynatma ve karistirma islemlerinde kazalara yol agabilir.

18- Yanicl ve kendiliginden tutusabilen alkol, eter ve kloroform gibi ayiraglarin bulundugu siseler
hicbir zaman yanan bunzen bekin yaninda bulundurulmamali ve acilmamalidir.

19- Yogun asit ve alkalilerin {izerine hicbir zaman su ilave edilmez. Once bir miktar su alinmali ve daha

sonra asit ya da alkali ilave edilmelidir. Aksi taktirde sigrama ve asiri 1sinmaya bagli patlama
gelisebilir.

20- Deney tliplyle giplak ateste kaynatma islemi yapilacaksa, mutlaka masa kullaniimali ve deney
tlpu aleve 45° egimle tutulmahdir. Tlp, ara sira alevden uzaklastirilarak karistiriilmalidir. Direk tlpiln
dip kismindan isitilirsa ani sigrama ve patlama olusabilir. Ayrica kaynatma sirasinda deney tiipliniin
agiz kismini daima bosluga dogru cevirmeliyiz. Kendimize ya da arkadaslarimiza dogru kaynatma
islemini yaparsak ani sigramalardan dolayi kazalar meydana gelebilir.

21- Beklerin alevi soluk mavi renkli olmalidir. Bekin hava alan kismi kapaliysa bu alev parlak kirmizi
olur ve deney tiiplerinde is olusturur. Deney sonrasi beklerin vanalari kapatilarak laboratuar terk
edilmelidir.

22- Deney sonrasi tiiplerdeki ayiraglar kesinlikle direkt lavabolara doékilmemelidir. Once musluk
aciimali ve bol su ile birlikte atiklar yavasca lavaboya dokiilmelidir. Deney tipleri firca ve deterjanla
temizlenmeli, durulanmali ve ters vaziyetde tlip sporuna yerlestirilmelidir. Tezgahlar silinmeli ve eller
sabunlanarak laboratuar terk edilmelidir.

23- Deney sonuglari diizenli olarak laboratuar defterine kaydedilmeli ve kitap bilgileriyle
karsilastirilarak pekistirilmelidir.



LABORATUVAR KAZALARINDA iLK YARDIM

Kimyasal maddelerin yutulmasi veya dokllip deri ile temasi gibi olasi laboratuvar kazalarinda,
sogukkanli davranilarak laboratuvar sorumlusuna durum hemen bildirilmeli ve asagidaki 6énlemler
alinmalidir:

a) Asit yaniklari: Asitlerin ele dokiilmesi veya ylize sigramasi durumunda, asitin sigradigl yer 6nce bol
su ile yikanmali, sonra bikarbonat ¢ozeltisi ile, daha sonra yeniden bol su ile yikanmalidir. Asitlerin
gbze sigramasl durumunda da goz bol su ile yikanmali, sonra %1’lik sodyum bikarbonat ¢ozeltisi ile
banyo yaptiriimali ve mutlaka g6z doktoruna basvurulmalidir.

b) Baz yaniklari: Bazlarin neden oldugu yaniklarda yanan yer énce bol su, sonra %1’lik asetik asit
¢Ozeltisi ve sonra yeniden bol su ile yikanmalidir.

c) Brom yaniklari: Once seyreltik amonyakla, sonra da alkolle veya benzenle yikanip baglanir.
d) Fosfor yaniklan: Once %1’lik bakir siilfat ¢ozeltisi ile yikanmali ve siirekli degistirilen %1’lik bakir
sllfat ¢ozeltisi emdirilmis sargi bezi ile 1slatiimalidir.

e) Yutulan maddelerle olan zehirlenmeler: Eger asit yutulmus ise, 6nce bol su sonra magnezya siti
veya sodyum bikarbonat (ya da soda) ¢ozeltisi icirilmelidir. Yutulan baz ise 6nce bol su, sonra sirke (ya
da %1’lik asetik asit ¢ozeltisi ) veya limon suyu (yada sitrik asit ¢Ozeltisi) igirilmelidir. Yutulan madde
bir agir metal tuzu ise sit veya yumurta aki icirilmelidir. Arsenik, antimon, bakir, kursun, civa, giims,
veya diger metaller yutulmussa tuzlu su gibi kusturucular kullanilarak mide bosaltilir. Yutulan

siddeti cok yliksek olan bu ¢ozelti ile zehirli madde hemen mideden atilir.

Deneyler sirasinda kullanilan kimyasal maddelere ait tehlike ve risk isaretlerine dikkat edilmelidir.
Belli basl tehlike isaretleri asagidaki gibidir:



KiMYASAL MADDELERE AiT ETIKETLERDEKI TEHLIKE VE RiSK iSARETLERI
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Yeni Etiket Risk Piktogramlari (EU GHS Diizenlemeleri)

 isklobaorkn ___ Uynbbasi ik Pilogram

bol

Tehikeibaresi | | ReleransHarl | |

Tehlike
Patlayici | E . Patlayici Uyar
Gok kolay alevlenir F+ l : Tehlike <ﬁ>
Kol v | : 0 Alevlenir swilar s
Oksitleyici 0 l Oksitleyici sivilar Tﬁh"ke
, IRH yarl
Basing alfindaki gazlar,
| LR Sikighrlmig gazlar e @
Cildi tahris edici Tehlike @
i | : I Metal agindinci Uyar ‘
Gok toksik T+ : ‘
i T, Al ehirli Tehlike E43
Tararh Xn Akut zehirlilik Uyan
Tahris edici | Xi 7 Cildi tahris edici Uyan
——_ Tehlike
, | - | Karsinojenlik Uyan @
Gevre icin tehlikeli l Sucul cevre icin zararl Uyar
Ozon tabakast igin zararh Tehlike Piktogram Yok




BiYOKIMYA LABORATUVARINDA KULLANILAN BASLICA ARAG VE GEREGLER

Beher : Kati ve ve sivi kimyasallarin deney ortamina aktarilmasinda ve birgok laboratuar isleminde
kullanilan kaba dereceli cam kaplardir.

E

Erlen: Cozeltilerin karistirilmasinda ve titrasyon islemlerinde kullanilan kaba dereceli cam kaplardir.

Erlen

Balon: Karistirma, kaynatma ve distilasyon islemlerinde kullanilan kaba dereceli cam kaplardir.
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Balon Joje: Cozelti hazirlamak icin kullanilan hassas camdan yapilmis hacmi belli kaplardir.
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Meziir: Belli hacimde sivilari almak ve ¢6zelti hazirlamada kullanilan hassas dereceli silindir kaplardir.

Mezar

Huni ve slizgeg¢ kagidi: Siizge¢ kagidi ile birlikte cesitli kati ve sivi karisimlarinin stizilmesinde
kullanilan cam malzemelerdir.



Spor buret
kiskaci, Biret

Pipet: Kiictik miktarlardaki sivilari almak icin kullanilan dereceli cam malzemelerdir.

Pipetler

Puar (iig yollu): Pipet yardimiyla sivi gekmek i¢in kullanilir.

Otomatik pipet: Kiiclik hacimlerde sivilari cekmek icin hassas analizlerde kullanilan sabit, ya da
ayarlanabilir hacimli pipetlerdir.



Piset: Deneylerde kullanilan saf suyun az miktarlarda ilave edilmesinde ve ¢o6zelti hazirlarken
¢Ozeltinin istenilen hacme tamamlanmasi islemlerinde kullanilan plastik malzemelerdir.

Deney ve santrifiij tiipleri: Deneyleri yapmada ve santrifiij islemlerinde kullanilan gesitli hacimlerde
(kisa ve uzun) tiplerdir.

Vida kapakli tip  diz deney tiipi konik tabanh santrifiij tipld  Eppendorf tipi

Reaktif Siseleri: Ayiraglari saklamada kullanilan dayanikli camdan yapilmis kapakli siselerdir. Beyaz ve
amber renkli olanlari, vida kapakl otoklavlananlari ve damlalikh olanlari vardir.

Bunzen Beki: Laboratuvardaki isitma ve kaynatma islemlerinde kullanilir.




Hava

ayan .

girigi

Amyant tel kil ticgen (1sitmada kullanilir.)

Spatiil: Kati kimyasallari tartim icin aktarmada kullanilir.

Pastor Pipeti: Cam ya da plastikten yapilan, kiigiik hacimlerde sivilari aktarmada kullanilr.

Baget: Karistirma islemlerinde kullanilan cam ¢ubuklardir.

~

Havan: Kati maddeleri birbirine karistirmada ve pargalama islerinde kullanilir.
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‘ |~.¢—

Manyetik Balik: Cozelti hazirlamada kullanilan miknatistan yapilan karistirma islemlerinde kullanilan
malzemedir.

Parafilm: Tiiplerin, ya da agzi agik diger cam malzemelerin agzini kapatmada kullanilan esnek bir
malzemedir.



BiYOKIMYADA SIKGA KULLANILAN COZELTILER

Cozici (solvent) denen dagitici bir faz ile bir veya birgcok dagitilmis fazdan (¢6zlinen, soliit) olusan sivi
karisima ¢ozelti (soliisyon) denir. Coézlinen madde konsantrasyonuna gore ¢ozeltiler g gruba ayrilir:
1) Diliie cozeltiler (seyreltik ¢o6zeltiler): Coziinmiis madde miktarinin az oldugu c¢ozeltilerdir
(konsantrasyonu duslik ¢cozeltiler).

2) Konsantre g¢ozeltiler (derisik ¢ozeltiler): Coziinmiis madde miktarinin fazla oldugu ¢oézeltilerdir
(konsantrasyonu yulksek ¢ozeltiler).

3) Doymus ¢ozeltiler (satiire ¢ozeltiler): Cozinmiis madde miktarinin maksimum oldugu cozeltilerdir.
Bir g¢ozeltinin konsantrasyonu, c¢ozeltinin belirli bir hacmi icinde ¢dziinmis olan madde (substrat)
miktaridir. Cozelti konsantrasyonu ifade etmek igin ylizde(%) molarite(M), normalite(N) gibi ifadeler
kullanihr.

YUZDE COZELTILER

Ylzde ¢ozeltiler agirlik/hacim, hacim/hacim ve agirlik/agirlik diye 3 gruba ayrilir.

1-Agirhik (weight)/hacim (voliim) (w/v): Bu tip ¢ozeltiyi hazirlarken kati kimyasaldan gr cinsinden
tartilir ve distile su ile son hacme tamamlanir.

Or: 500ml % 5 NaOH ¢ézeltisini hazirlayiniz?

5gr NaOH 100ml hacme d.su ile tamamlanirsa ~ %5’lik NaOH hazirlanir,
X gr NaOH 500 ml
X=500x5 =25gr NaOH tartilir.

100

500 ml’'lik balon jojeye bir miktar distile su konur ve (izerine 25 gr NaOH ilave edilir ve d. su ile 500ml
gizgisine kadar tamamlanir. Balon jojenin agzi kapatilir ve karistirilir. (Resiml, 2, 3 ve 4). Daha sonra
reaktif sisesine bosaltilir, Gzeri etiketlenir (%5 NaOH, tarih ve isim yazilir) ve buzdolabinda saklanir.

Resim 1. Cozelti hazirlamada kullanilan malzelemeler



¥ Géz hizasinda, siv1 seviyesi berrak
‘ 1 ¢ozeltilerde meniskiisiin altinda,
/" ! renkli ¢ozeltilerde ise meniskiisiin
iistiinde olacak sekilde tamamlamr.

Resim 2. Balon jojede hacim tamamlama

d

Resim 4. Cozeltinin etiketlenen ayirag sisesine konarak saklanmasi.

2- Hacim (voliim)/hacim (voliim) (v/v): 100 ml ¢6zeltide ¢6ziinen maddenin ml cinsinden miktaridir.
Burada ¢oziicii ve ¢dziinen miktari hacim birimleri ile verilir. Birimi, mililitre, litre, metrekiip(m?3)
vb.olabilir.

Or: 150ml %20’lik (v/v) sulu etil alkol ¢dzeltisi nasil hazirlanir?

100ml ¢ozeltide 20ml etil alkol varsa
150ml cozeltide X? ml etil alkol olur
X=150 x 20 =30ml etil alkol alinir.

100



30 ml etil alkol alinir balon jojeye aktarilir, bir miktar d. su ile karistirilir ve son hacim 150 ml’'ye
tamamlanir.
Or: icinde hacimce % 50 etil alkol bulunan 500 ml ¢dzelti, % 96’lik etil alkolden nasil hazirlanir?

% .V1=%.V2
%50 . 500 = %96 . X
X=260,42 ml %96'lik etil alkolden alinir, balon jojeye konur ve d. su ile 500ml’ye tamamlanir.

3- Agirhk (weight)/Agirhk (weight) (w/w): 100 g c¢ozeltide, ¢oziinmiis maddenin gram cinsinden
miktaridir. Cozlinen ve ¢ozlicli miktari kiitle birimleri olarak verilir. Birimi; gram, miligram, kilogram
vb. olabilir.

Or. 250 ml % 10’luk (w/w) KCl ¢bzeltisi nasil hazirlanir?

Eger ¢Ozelti, su ile hazirlanacaksa suyun yogunlugu (d =1.0 g/cm3) oldugundan kutlesi
hacmine esittir. Coziinen maddeye X dersek;

100 ml KCl ¢ozeltisi igin 10g KCL gerekliyse

250 ml _KClI cozeltisiicin Xg KCl gerekir.
X=250 x 10 =25 gr KCl tartilir.
100

250-25 = 225g d. su alinir. Balon jojede 25g KCl suyun bir miktarinda ¢ozilir ve geriye kalan su ilave
edilir ve kanistirilir.
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MOLAR COZELTILER
Molarite, en ¢ok kullanilan ve hazirlanmasi en kolay olan derisim birimlerinden biri olmakla birlikte en
onemli dezavantaji sicakliga bagimli olusudur. Sicaklik nedeniyle sivi hacmindeki genlesme derisimi
degistirir. Bu nedenle ¢ozelti hazirlandiktan sonra eger i1sinma olmugsa oda sicakhgina kadar
sogutulmasi ve hacim kontrolliniin yapilmasi gerekir.

Molarite, 1 L ¢ozeltideki mol sayisidir.
Molaritenin dlgiim birimi mol/litre ve sembolii M’dir.
1 M ¢ozelti deyince ¢ozeltinin 1 litresinde 1 mol ¢6ziinen bulundugu anlasilir.

1 M=1 mol/L=1000 mM=1000000 M
1 mM=1 mmol/L= 0,001 M
1uM=1 pmol/L= 0,001 mM

1 mol glukoz=180 g glukoz
1 mol NaCl=58,5 g NaCl
1mol CaCl,=111 g CaCl,

Or: 500 ml 0,1 M NaOH ¢6zeltisi hazirlamak icin gerekli olan NaOH miktarini hesaplayiniz ?
(NaOH M.A = 40g)

Molaritenin tanimindan yola cikarak oranti ile ¢cozersek,

1M 1000ml (1L) NaOH hazirlamak igin 40g (1 mol) NaOH gereklidir.
1M 500mI NaOH igin 40/2= 20g NaOH gerekir.
01Mm 500 ml NaOH i¢in 20/10= 2 g NaOH gerekir.

2 gr NaOH tartilir, balon jojeye bir miktar d. su ilave edilir, Gzerine 2 gr NaOH konur ve karistirilir.
Distile su ile hacmi 500 ml’ye tamamlanir.

Or: 250 ml 0,3 M HCI ¢ozeltisi hazirlamak igin yogunlugu 1.19 g/cm?(g/ml) ve % 37’lik olan derisik
HClI'den ne kadar alinmalidir? Hesaplayiniz. (HCI M.A. = 36,5 g)

1M 1000ml HCI asit ¢ozeltisi hazirlamak igin 36,5g (1 mol) HCI gerekir.
1M 250 ml HClI ¢ozeltisi igin 9,125g gerekir.
0,3M 250ml HCl ¢ozeltisi icin 2,74 g HCl gerekir.

HCl asit sivi oldugu icin ml olarak alabiliriz. Bu yiizden agirliktan hacme gegeriz;
d = m/V formilinde yerine koyarsak; 1,19 =2,74/V V= 2,3ml HCl alinz. Fakat elimizdeki HCl %37
saflikta oldugu icin soyle bir oranti daha yapariz;

%100 HCl olsaydi 2,3ml HCl alirdik

%37 HCL'den X mlalirz.

X=100x2,3 X =6,22ml HCl alinir.
37
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Balon jojenin igine bir miktar d. su konur 6,22 ml HCl ilave edilir. Karistirilir ve son hacim 250 ml’ye d.
su ile tamamlanir. Kesinlikle asit Gizerine su ilave edilmez!

Molar ve % konsantrasyonlarin birbirine gevrilmesi icin asagidaki esitlikten yararlanihir:

mol/L konsantrasyon x molekil agirhgi = g/L konsantrasyon

NORMAL GCOZELTILER

Normalite, 1 L ¢ozeltideki ekivalan agirlik sayisidir. Normalitenin 6lgiim birimi Eq/litre ve semboli
N’dir. Bir baska ifadeyle normalite, bir maddenin esdeger gramini ( maddenin mol agirhginin veya
formul agirhginin valansina ya da etki degerine bolinmesiyle bulunur.) bir litresinde bulunduran
¢Ozeltilerdir.

Etki degeri (tesir degerligi), bilesigin asit, baz ya da tuz olusuna gbre degisir. Asitlerin degerligi
tasidiklari hidrojen sayisina (HClI'de 1, H,SO.'de 2 gibi), bazlarin degerligi de tasidiklari hidroksil grubu
sayisina (NaOH’de 1, Ba(OH), ‘de 2) gore, tuzlarin ise anyon ve katyonlarin herhangi birinin toplam
yiik sayisina ( AlCl; ‘de Al +3 ve CI-3 degerlikli oldugundan tesir degerligi 3’diir.) gére hesaplanir.

Or: 0,2 N 250ml NaOH cozeltisi nasil hazirlanir?

NaOH molekil agirhg =40g/mol

Tesir degerligi: Asitlerde proton (H*) sayisi, bazlarda (OH’) iyonu sayisi ve tuzlarda pozitif yikli iyon
sayisl. Buna gore,

NaOH’in tesir degerligi=1'dir.

Esdeger-gram sayisi (veya ekivalent) = mol agirhigi /tesir degerligi = 40/1 = 40g

40g NaOH alinip 1 litre ¢ozeltide ¢oziinseydi bu ¢ozelti 1 N’lik olurdu. 0,2 N icin, 0,2x40=8g NaOH
gerekirdi, fakat 250ml’lik ¢ozelti oldugu icin;

1000ml icin 8g NaOH gerekiyorsa

250ml icin X gr NaOH gerekir.

X=2g NaOH alinip 250m’lik bir balon jojede bir miktar d. suda ¢6zlir ve 250ml’ye tamamlanir.

Or: 250ml 0,1N H,S04 ¢dzeltisi nasil hazirlanir? (d= 1,84g/ml, %98, M.A= 98g)
H,S0, in Esdeger grami = 98 (Molekiil agirligi) / 2 (tesir degerligi) = 49g

IN 1000ml H,S04 ¢ozeltisi igin 49g H,S0, gereklidir.
IN 250ml H,S0, ¢ozeltisi igin 12,25g H,S0, gereklidir.
0,1 N 250ml H,SO4cbzeltisi icin 1,225g H,S04 gereklidir.

H,SO4 sivi oldugundan, d= m/V  1,84g/ml = 1,225g/V V= 0,665 ml H,SO4 alinir. Fakat elimizdeki
H,S0. ¢ozeltisi %98’lik oldugundan,

%100 H,SO4'den 0,665ml alirsak
%98'’lik H,SO,’'den X mlalirz.
X= 100 x 0,665/ 98 X= 0,68ml H,SO4 alinir. Balon jojeye bir miktar d. su ilave edilir ve 0,68ml

H,SO,ilave edilir ve hacim 250 ml’ye tamamlanir.
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GCOZELTILERIN SEYRELTILMELERI VE COZELTI KARISIMLARI

Seyreltilen ¢ozeltilerin ilk volim(V ), ilk konsantrasyon(C ), seyreltildikten sonraki volim(V,) ve
seyreltildikten sonraki konsantrasyon(C,)’lar arasinda, V, x C, = V, x C, seklinde bir baginti vardir.

Konsantre bir ¢ozeltiden belli voliimde ve belli konsantrasyonda seyreltik ¢ozeltilerin hazirlanmasi
icin konsantre ¢ozeltiden alinacak miktari hesaplamada bu baginti kullanilir.
Ornek: % 98'lik alkol ile 250 mL % 70’lik alkol ¢dzeltisi hazirlamak igin,

V,xC =V, xC,

V,x98=250x70

V, =2507098x

V, = 178,57 mL % 98'lik alkol alinir ve toplam volim 250 mL olacak sekilde distile su ile

karistirilir.
Bir maddenin vollimi V, ve konsantrasyonu C, olan ¢ozeltisi ile volimi V, ve konsantrasyonu C, olan

¢Ozeltisi karistinldiginda da karisimin voIUmU(Vm) ve konsantrasyonu(C ile karisimi olusturan

)
1+2
¢ozeltilerin volim ve konsantrasyonlari arasinda (V_,) x (C ,,) =V, x C + V, x C, seklinde bir baginti

vardir.

Ornek: 200 ml 0,2 M ve 300 ml 0,5 M NaOHgézeltilerinin karistiriimasiyla elde edilen yeni ¢dzeltinin
molaritesi nedir?

V1M1+V2M2=VT MT
200x 0,2 + 300 x 0,5 = (200 + 300) x M+
M7= 0,38M

Ornek: 200 ml 0,3 M HClgbzeltisini 0,5 M yapabilmek icin 1 M’lik asit ¢dzeltisinden ne kadar
eklenmelidir?

Bu sorunun ¢6zimd icin ¢ozelti formillerinden yararlanilabilir.
M1V1+ M2V2= MTVT
|V|1: 0,3 M V1: 200 ml |\/|2: 1,0 M sz ?

0,3x200+1,0xV,=0,5(200+V,)

60 +V,=100+0,5 V,

V2-0,5V, =100 -60

0,5V,=40

V,=80 ml

O halde 200 ml’lik 0,3 M HCl¢6zeltisine 1,0 M HCI ¢ozeltisinden 80 ml eklenirse elde edilen ¢6zelti 0,5
molar ve eldeki ¢ozeltinin toplam hacmi 280 ml olur.
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SERI DILUSYONLAR

Bir ¢ozeltinin 1/2 oraninda seyreltilmesi deyince 1 volim ¢ozelti ile 1 volim seyreltme sivisinin
kanistirilacagr anlasilir; 1 volim ¢ozelti ile 2 volim seyreltme sivisinin karistirilmasi, 1/3 oraninda
seyreltme demektir. Seyreltme sivisi genellikle sudur ve bu nedenle seyreltme islemleri genellikle
sulandirma veya diliisyon olarak adlandirilirlar; seyreltme sivisi da diliient olarak adlandirilir.

Seri dillisyonlarda her dilisyondan sonra elde edilen yeni ¢ozelti tekrar diliie edilir ve bu islem ardi
ardina tekrarlanabilir. Ornegin; 0,5 mL serumun 0,5 mL fizyolojik NaCl ¢ézeltisi ile karistirilmasiyla
serum 1/2 oraninda dillie edilmis olur. 1/2 oraninda diliie serumdan 0,5 mL alip 0,5 mL fizyolojik NaCl
cozeltisi ile karistirirsak tekrar 1/2 oraninda dillisyon yapmis oluruz. Art arda iki defa 1/2 oraninda
diliisyon, toplam olarak 1/2x 1/2= 1/4 oraninda diliisyon demektir.

( )“)
(— 1

\ Orjinal

1 mi Ornek
Dilusyon —+

1ml
(¥

1mi 1mi iml

N W

m

1710 17100 110°  1/10° 1/10° 1/10°
(107 (109 (10N (109 (109 (109

Orijinal 6rnekten seri diliisyonlarin hazirlanmasi

KONSANTRASYONLARA HIDRASYON SUYUNUN ETKiSi
Kristal seklindeki bilesiklerde molekiile bagh su, hidrasyon suyu olarak bilinir. Kati maddelerin
¢Ozeltilerini hazirlarken yapilacak hesaplamalarda kullanilan formiiller, hidrasyon suyu olmayan
maddelere gore yazilmistir. Hidrasyon suyu olan kristal seklindeki kati maddelerin c¢ozeltilerini
hazirlarken, formille maddenin susuz haline gére gerekli miktari bulduktan sonra, basit oranti ile
kullanilacak kristalli hal icin gerekli miktari hesaplamak gerekir. Ornegin; 250 mL %10’luk Cuso,
¢ozeltisini hidrasyon suyu olmayan bakir stlfattan(CuSO,, molekil agirhgi 160) degil de 1 molekiil
hidrasyon suyu olan bakir stilfattan(CuSO,-H,0, molekil agirhgi 178) ile hazirlayacaksak tartacagimiz

CuSO,H,0 miktari,

istenen konsantrasyon(%)/100 x istenen volim(mL) = g tartilacak soliit miktari formiliine
gb6re bulacagimiz 10/100 x 250 = 25 g degildir;
160 g CuSO4'ten 25 g almamiz gerekirse

178 g CuSO4-H.O’dan X =? g gerekir basit orantisina gore

X =178 x 25/ 160
X =27,81g'drr.
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Sekillerle Cozelti Hazirlama Asamalari

1-Cozlinen maddenin tartimi 2- Balon joje, piset alinir.  3-Tartilan madde balon jojeye aktarilir.

4- Maddenin balon jojede ¢6zdirilmesi. 5- Cozeltinin son hacminin tamamlanmasi

6-Cozeltinin reaktif sisesine aktarimi ve etiketlenmesi
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Kimyasal maddeler

Bazi elementler A. No Element adi Sembol Atom Ag. Degerlik

1 Hidrojen H 1,008 +1

2 Helyum He 4,003 0

3 Lityum Li 6,941 +1

6 Karbon C 12,01 +2; +4; -4

7 Azot N 14,01 +2; +3; +4; +5; -3
8 Oksijen (0] 16,00 -2

9 FlGor F 19,00 -1

11 Sodyum Na 22,99 +1

12 Magnezyum Mg 24,31 +2

13 Aliminyum Al 26,98 +3

14 Silisyum Si 28,09 +4

15 Fosfor P 30,97 +3; +4; +5; -3
16 Kukart S 32,06 +2; +4; +6; -2
17 Klor cl 35,45 +1; +3; +5; +7; -1
19 Potasyum K 39,10 +1

20 Kalsiyum Ca 40,08 +2

23 Vanadyum \' 50,94 +2; +3; +4; +5
24 Krom Cr 52,00 +2;+3; +6

25 Manganez Mn 54,94 +2; +3; +4; +6; +7
26 Demir Fe 55,85 +2; +3

27 Kobalt Co 58,93 +2; +3

28 Nikel Ni 58,70 +2; +3

29 Bakir Cu 63,55 +1; +2

30 Cinko Zn 65,38 +2

33 Arsenik As 74,92 +3; +5; -3

34 Selenyum Se 78,96 +4; +6; -2

35 Brom Br 79,90 +1; +5; -1

42 Molibden Mo 95,94 +2; +3; +4; +5; +6
47 GUmus Ag 107,87 +1

48 Kadmiyum cd 112,41 +2

50 Kalay Sn 118,7 +2; +4

51 Antimon Sb 121,75 +3; 45;-3

53 iyot 1 126,9 +1; +5; +7; -1
56 Baryum Ba 137,3 +2

74 Wolfram w 183,8 +6

76 Osmium Os 190,2 +2; +3; +4; +6
78 Platinum Pt 195,09 +2; +4

79 Altin Au 196,97 +1; +3

80 Civa Hg 200,6 +1; +2

82 Kursun Pb 207,2 +2; +4

83 Bizmut Bi 208,98 +3; +5

84 Polonyum Po 209 +2; +4

88 Radyum Ra 226,03 +2

92 Uranyum U 238,03 +3; +4; +5; +6



Ol¢ii birimleri

Metrik sistemde birimler Nicelik Birim Birim sembolii
Volim(Hacim) Litre L
Kitle gram g
Uzunluk metre m

Ol¢ii birimlerinin 6niine gelebilen 6nekler

ﬁlngk adi 10’'un  kuvveti
BIRIM Sembol deger
Giga G 109
Mega M 1 06
Kilo k 1 03
Hekto h 1 02
Deka da 101
Desi d 1 0'1
Santi c 1 0'2
Mili m 1 0'3
Mikro u 1 0'6
Nano n 1 0'9
Piko p 10-12
Femto f 1 0‘15

mmol = milimol (10 mol)

umol = mikromol (10 mol)

nmol = nanomol (10 mol)

pmol = pikomol (102 mol)

eq = equvalent (maddenin molekdl agirhginin tesir degerligine béliinmesiyle elde edilir.
Meq = miliequvalent (103 eq)

M = molarite

N = normalite

Ppm: parts per million (milyonda bir). Bir litrede veya kg da erimis mg madde miktaridir.
Ppb: parts per billion (milyarda bir). Bir litrede veya bir kiloda erimis ug madde miktaridir.
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Ornegin bazi element ve bilesiklerin gram olarak ekivalan agirliklari séyledir:

Madde Molekiiler agirhk Valans Ekivalan agirlik
(gram) (gram)
HCl 36,46 1 36,46
H,SO, 98,08 2 49,04
H,PO, 98,00 3 32,67
NaOH 40,00 1 40,00
Na,Co, 106,00 2 53,00
NaCl 58,45 1 58,45
CuSo, 160,00 2 80,00
CaCl, 111,00 2 55,50
* 22,99 1 22,99
Na
K+ 39,10 1 39,10
a 35,45 1 35,45
z 40,08 2 20,04
Ca
2+
Mg 24,31 2 12,155

ASIT-BAZ TITRASYONU

Amag: Volimetrik metot kullanarak, konsantrasyonu bilinmeyen asit ya da ¢0zeltisinin
konsantrasyonunun tayin edilmesidir.

Prensip: Genel olarak titrasyon adi verilen volimetrik yontemle, konsantrasyonu kesin olarak bilinen
bir ¢ozelti (standart ¢ozelti) ile bilinmeyen bir ¢ozeltinin tamamen tepkimeye girmesi sonucu,
bilinmeyen ¢ozeltinin konsantrasyonunun bulunmasidir.

Titrasyon: Konsantrasyonu bilinen bir ¢ozelti (standart ¢ozelti) ile bilinmeyen madde miktarinin
esdegerlik noktasina kadar karisimini saglayarak, harcanan standart ¢ozelti miktarindan, bilinmeyen
madde konsantrasyonunun bulunmasi yontemidir. Titrasyon islemi doniim noktasina kadar devam
eder.

Normalite: Bir litre ¢ozeltide ¢6zlinmis olan maddenin esdeger gram sayisidir. Normalite, titrimetrik
analizlerde kullanilan en uygun konsantrasyon birimidir.

Esdegerlik Noktasi: Standart cozelti ile konsantrasyonu bilinmeyen c¢o6zeltinin esdeger gram
sayilarinin teorik olarak eslendigi hacim oranlaridir.

Titrasyon sirasinda ¢ozeltideki bazi fiziksel degismelerin gozlenmesiyle deneysel olarak esdegerlik
noktasina erisildigi tahmin edilir. Bu fiziksel degismeler, titrasyonun tam donim noktasinda
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kendilerini gostermelidirler. Esdegerlik noktasi ile doniim noktasi arasindaki standart ¢ozelti hacim
farkinin ¢ok kiigiik olmasi istenir.

Do6niim Noktasi: Titrasyon esnasinda, titrasyonun noétralize oldugu devredir. Yani, standart ¢ozelti ile
bilinmeyen c¢o6zelti arasinda noétralizasyonun olustugu noktadir. DAnim noktasi indikatorler
yardimiyla belirlenir.

Asit-Baz Titrasyonunda doniim noktasinda,
Esdeger gram asit = Esdeger gram baz

Vasit X N asit = Vibaz X N ba;

V= Asit veya bazin hacmi

N= asit veya bazin normalitesi

Asit-baz titrasyonda donim noktasi indikator adi verilen ve ortamdaki hidrojen iyonu
konsantrasyonuna gore renk degistiren organik bilesikler kullanilarak gozlenir. Genellikle yiksek
molekdl agirliginda bulunan kompleks organik bilesikler olan asit-baz indikatoérleri, belirli pH

araliklarinda renk degisimi gosterirler. Bazi indikatorler ve pH araliklari asagidaki gibidir:

indikator Renk Degisimi Renk Degisiminin
Gozlendigi pH Arahigi

Timol Mavisi Kirmizi-Sari 1,2-2,8

Bromofenol Mavisi Sari-Mavi 3,0-4,6

Kongo Kirmizisi Mavi-Kirmizi 3,0-5,0

Metil Oranj Kirmizi-Sari 3,2-4,4

Bromokrezol Yesili Sari-Mavi 3,8-5,4

Metil Kirmizisi Kirmizi-San 4,8-6,0

Bromotimol Mavisi Sari-Mavi 6,0-7,6

Turnusol Kirmizi-Mavi 7,0

Krezol Kirmizisi Sari-Kirmizi 7,0-8,8

Timol Mavisi Sari-Mavi 8,0-9,6

Fenolftalein Renksiz-Pembe 8,2-10,0

Alizarin Sarisi Renksiz-Kirmizi 10,1-12,0
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Deneyin Yapilisi:
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Yukardaki gibi deney dizenegi kurulur. Biret (50ml), huni, erlen (250ml), pastor pipeti, indikator,
distile su, pipet, asit ve baz sollsyonlari titrasyon iseminde kullanilir.

l.Kisim

Genelllikle derisimi bilinmeyen ¢ozelti erlene konur. Konsantrasyonu bilinen ¢ozelti ise biirete
doldurulur.

1- Biiret, biiret tutacagina sabitlenir. Konsantrasyonu bilinen standart asit ¢ozeltisi biretin 0 (sifir)
cizgisine kadar doldurulur.

2- Konsantrasyonu bilinmeyen baz ¢dzeltisinden 10ml alinarak bir erlene konur. Uzerine 25ml distile
su ilave edilir ve 2-3 damla fenolftalein indikatori damlatilir. Cozeltinin rengi pembe olur.

3- Sag el ile erlen, sol el ile biret muslugu tutularak titrasyona baslanir. Blretten damlalar
bosaltilirken, erlen siratle galkalanarak, asit ve bazin tepkimeye girmesi hizlandirilir.

4- Donlim noktasina yaklastik¢a, titrasyonun hizi yavaslatilir. Standart asit ¢ozeltisinin baz ¢ozeltisi ile
karistigl noktada, indikatoriin pembe rengi renksizlesmeye baslar. Ancak galkalama ile tekrar pembe
olur.

5- Tam doniim noktasinda ise tamamen renksizlesir ve bu noktada titrasyona son verilir. Renksizligin
30-60 sn kadar kalici olmasi beklenir. Harcanan asit miktari biretten kaydedilir.

6- Bu sekilde titre edildikten sonra, hesaplama yoluyla bilinmeyen baz ¢ozeltisinin konsantrasyonu
bulunur.
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Biret ——————

Derisimi :
bilinen asit veya
baz cozeltisi

]
(C*U#
Erlen
Derigimi
bilinmeyen asit veya
baz cozeltisi

$ekil : Titrasyon Diizenegi

chemys

Resim L1: Titrasyon

I.Kisim

1- Standart baz ¢ozeltisi ile konsantrasyonu bilinmeyen asit ¢ozeltisi I. Kissimda anlatildigi gibi titre
edilir ve asit ¢dzeltisinin konsantrasyonu bulunur.

Fenolftalein Cozeltisi: %95’lik etil alkolde %0,1 oraninda hazirlanir. (0,005g fenolftalein alinir ve 25
ml’ye etil alkol ile tamamlanir.)

Titrasyon Yaparken Dikkat Edilecek Hususlar

Saglkli bir titrasyon yapabilmek icin izlenmesi gereken bir islem sirasi ve uyulmasi gereken bazi
kurallar vardir. Bu kurallardan 6nemli olan bazilari asagida verilmistir:

- Titrasyon i¢in uygun o6lcllerde analiz kaplari segilmeli ve kaplar temiz olmalidir. Kullanilacak erlenin
hacmi, titrasyon sonunda birikecegi tahmin edilen ¢ozeltinin hacminin en az iki kati olmalidir.

- Ayarli ¢ozelti agz1 kapali ve Uzeri etiketlenmis olarak saklanmali, sicakta veya giines isiginda
birakilmamali, kullanilmadan 6nce mutlaka galkalanmalidir.

- D6nldm noktasini belirlemek igin uygun indikator segilmeli ve fazlasinin ilavesinden kaginilmalidir.

- Blret muslugunun saghkli ¢alisip gcalismadigi, akitip akitmadigi kontrol edilmeli, akitiyorsa vazelin
surilerek giderilmeye galisiimalidir.

- Biret ayarl ¢ozelti ile doldurulmadan 6nce birkag¢ kez az miktarda ayarli ¢ozelti ile ¢alkalanmahdir.

- Biretin u¢ kisminda hava kabarcigi kalmamis olmasina dikkat edilmelidir. Analize baslamadan 6nce
blretin ucundaki damla temiz bir kaba dokundurularak alinmali, bu amagla kagit veya pamuk
kesinlikle kullanilmamahdir.
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- Ayarl c¢ozelti blretten damla damla ilave edilmeli ve bu sirada erlenmayer diizenli olarak
calkalanmahdir.

- Titrasyona olusan renk, en az 30 saniye kalici oluncaya kadar devam edilmelidir.

- Titrasyon sonunda sarfiyatin okunmasi, biretin ¢ceperlerindeki sivinin akmasini saglamak igin 5-10
saniye sonra yapilmali fakat kesinlikle daha sonraya birakilmamalidir.

KARBONHIDRATLAR
Karbonhidratlar yasayan organizmalar icin enerji depolarinin ve metabolik ara Grinlerin evrensel bir
kaynagidir. Genel formiilleri [C(H;0)]n dir. Genel formilden yola cikilarak karbohidratlar (ya da
hidratlanmis karbon) olarak isimlendirilir. Karbonhidratlar aslinda hidratlanmis karbon degildir, fakat
karbonil grubu (C=0) iceren polihidroksi bilesiklerdir.

Bu boliimde yapilacak uygulamalarin genel amaci:

1- Karbonhidratlarin farkli tipleri hakkinda basit bilgileri edinmek,
2- Karbonhidratlarin farkli tipleri arasindaki farkliliklari ayirtetmek ve tanimlamaktir.
Karbonhidratlarin Siniflandirilmasi

Karbonhidratlar 4 farkh 6zelligine gore siniflandirilir.

A. Seker zincirindeki karbon atomlarinin sayisina gore:

1. Trioses: 3 karbon atomu icerir ( 6rnegin, gliseraldehit).

2. Pentozlar: 5 karbon atomu icerir.( Ornegin, riboz)

3. Heksozlar: 6 karbon atomu icerir.( Ornegin, glikoz)

4. Heptozlar: 7 karbon atomu igerir.( Ornegin, sedoheptuloz)
B.Seker zincirindeki terminal fonksiyonel gruba gore,

1. Aldozlar: Terminal aldehid grubu igerirler (-CHO) (6r, glukoz)
2. Ketozlar: Terminal keton grubu icerirler (C=0) (Or, fruktoz)

H\C4o CH,OH
H—C—OH é=o
HO—C—H HO—C—H
H—C—OH H—C—OH
H—C—OH H—C—OH
CH,0OH CH,0H
D-glucose D-fructose

C. Seker monomerlerinin sayisina gore,

1- Monosakkaritler: Tek bir seker (initesi icerir (Or. Glukoz ve fruktoz)

2. Disakkaritler: 2 monosakkarit tinitesinin baglanmasiyla olusan sekerler. Ornegin,
sukroz ----glukoz+fruktoz

Laktoz-----glukoz + galaktoz

Maltoz------ glukoz +glukoz
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3. Polisakkaritler: Birbirine baglanan bircok monosakkarit {nitesinden kuruludur. Onemli
polisakkaritler nisasta, selliloz ve glikojendir. Tim bu polisakkaritler farkli sekillerde birbirlerine
baglanan glukoz Unitelerinden meydana gelir.

D. Seker Unitelerinin indirgeyici 6zelligine gore,

1. indirgeyici sekerler: Tim monosakkaritler ve cogu disakkarit (6r. Laktoz ve maltoz) indirgeyici
sekerlerdir.

2. indirgeyici olmayan sekerler: Or, siikroz.

Not: Bag yapisina katilmayan serbest aldehit ya da keton grubu (serbest anomerik C atomu) iceren
sekerler indirgeyicidir. Bu tanima gore tiim monosakkaritler indirgeyici 6zellige sahiptir. Laktoz ve
maltoz gibi disakkaritler de indirgeyicidir. Polisakkaritler ve sukroz indirgeyici degildir.

KARBONHIDRATLARIN KALITATIF TESTLERI
Karbonhidratlarin Reaksiyonlari

Zayif Alkalilerle; zayif alkalilerle (0,05N NaOH) monosakkaritlerdeki serbest fonksiyonel grup
tautomerize olur (1 ve 2 nolu karbonlar etrafinda yeniden dizenlenme olur.)Buna ayni zamanda
Lobry de Bruyn Alberda Van Ekenstein doniisiimii denir. Bu olay bir enol ara madde Uzerinden
gerceklesir (enediol veya dienol). (sekil 1) Enediol gicli redikleyici ajandir. Siikroz gibi serbest
fonksiyonel grup icermeyen sekerler alkalilerle enolize olmaz ve kismi olarak alkali sollisyonda
stabildirler.

Gucla Alkalilerle; glicli alkalilerle kaynatildiklarinda karbonhidratlarin aldehit grubu karamelizasyon
denilen rezin olusturmak Uzere polimerize olur. Bu nedenle glukoz indirgeyici 6zelligini kaybeder.
(Moore deneyi) Bu durum Na,COs iceren Benedict ayiracinin NaOH iceren Fehling ayiracina goére
tercih edilme sebebidir.

Zayif Asitlerle; zayif asitlerin sekerler tzerine belirli bir etkileri yoktur.

Gl asitlerle; glicli asitler sekerleri dehidrasyona maruz birakarak furfural olustururlar. Pentozlar
furfuralleri, heksozlar hidroksimetil furfuralleri olustururlar. Ketoheksozlar (friiktoz gibi)
aldoheksozlardan (glikoz gibi) daha biiyik miktarlarda furfural tlrevlerini olustururlar. (An Easy Guide
for Practical Biochemistry)

o
|
H ¢—oOH
O —g—H
> b - —r,li—rﬁn
CHOH D H—C—OH
1 e 1f =
zI: =0 T CH,OH
st (O ™)
H—C—OH ==
| o b =
H—C—OH N S
| —~ i
CHEL O Tl HO —o—H
O-Fructose Enediol HO —xiz—H'
o3
|

Sekil 1: Karbonhidratlar Gzerine zayif alkalilerin etkisi (Dienol donlsiim)
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A-Karbonhidratlarin Uzerine Giiglii Alkalilerin Etkisini Gosteren Test

MOORE DENEYi:

Deneyin Prensibi: Rediikleyici sekerler, NaOH veya KOH varliginda isitilirsa sari renk olusur. Daha

sonra renk koyulasarak dnce portakal rengi, sonra koyu kahverengi olur (Sekil 2). Renk degisimi ile
birlikte karamel kokusu duyulur. Serbest rediikleyici gruplar (serbest aldehit ya da keton) olmadiginda
rediksiyon olmaz, renk de olusmaz. Moore testi ya da diger adiyla polimerlesme testi, seker ¢ozeltisi
Uzerine az miktarda NaOH veya KOH ilavesi ile isitildiginda sari, portakal rengi ve kahverengi bir renk
meydana gelmesi esasina dayanir. Serbest aldehit veya keton gruplari bulunan sekerlere 6zel bir
testtir. Glukoz ya da fruktoz molekiillerinin acik/serbest olan aldehit ve keton gruplarindan serbest
hale gecen aldehitlerin polimerizasyonu sonucu renk sekillenir.

Deneyin Yapilisi: Bir deney tlipline 2 ml glikoz ¢ozeltisi (%1) ve 1 ml kadar %10’luk NaOH ¢ozeltisi
karistirilir ve isitilirsa, karisimin rengi sari olur. Daha sonra kahve rengine donstr ve karamel kokusu

duyulur (polimerizasyon).

Sekil 2: Moore deneyi sonucu olusan renk degisimi

Deneyin Amaci ve Onemi: Karbonhidratlar iizerine kuvvetli alkalilerin sekerlerin yapisini bozdugu ve
polimerizasyona sebep oldugu bu deney ile anlasiimaktadir. Bodylece kuvvetli alkali ortamda
gerceklesen Fehling deneyinin neden zayif alkali ortamdaki Benedict deneyine tercih edildigi ve daha

duyarli oldugu da netlik kazanmaktadir.(Karbonhidratlar alkalilerle hidroliz olur mu?)
B-Karbonhidratlarin indirgeyici Ozelliklerine Dayanan Deneyler (Karbonhidratlarin Oksidasyonu)

Bu baslik altinda yapacagimiz G¢ deneyin de (Fehling, Benedict ve Barfoed) ¢alisma prensipleri ayni
esasa dayanir. Sadece deney ortamlari bakimindan farkliliklar vardir. Fehling deneyi kuvvetli alkali
ortamda, Benedict deneyi zayif alkali ortamda ve Barfoed deneyi ise zayif asidik ortamda
gerceklesmektedir.

Deneylerin Ortak Prensibi: indirgeyici sekerler (serbest aldehit yada keton grubuna sahip sekerler)
alkali ortamda ve 1si etkisi ile bakir (Cu), bizmut (Bi), glimis (Ag) gibi agir metal hidratlarini rediikleme

dzelligi gosterirler. Her lic deneyde de Cu* bir elektron alarak Cu*Ye indirgenir. Deney sirasinda
sekerler de oksitlenir ve seker asitlerini (aldonik asit) olustururlar. (Kisaca bir redoks tepkimesi
meydana gelir.) Hangi sekerler indirgeyicidir? indirgeyici olmayan sekerler hangileridir? Neden
indirgeyici ozellikleri yoktur?) Ayrica monosakkaritler zayif asidik ortamda da indirgeyici 6zellik
gosterirler (Barfoed deneyinde oldugu gibi).
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1- FEHLING DENEYi:

Deneyin Prensibi:

Cu *2S04 + 2NaOH — Cu**(OH),+ Na; S04
Mavi

2Cu (OH); + Senyet Tuzu(Na-K tartarat) —»(Senyet Tuzu- CuOH) kompleksi + 2 H,0
(Senyet Tuzu - 2 CuOH) kompleksi + D-glukoz — Glukonik Asit + Cu*, O v
Kirmizi
Fehling A Ayiraci: %7’lik CuSO4.5H,0
Fehling B Ayiraci: 250g NaOH veya KOH bir miktar suda ¢ozillr ve Gzerine 346g potasyum sodyum

tartarat eklenerek su ile litreye tamamlanir.

Deneyin Yapilisi: Fehling A ve Fehling B karistirilarak Fehling ayiraci taze olarak hazirlanir. Fehling A

ve Fehling B karistirildiktan sonra uzun siire dayanmaz. Bu nedenle ayri siselerde muhafaza edilir ve
test Oncesi esit miktarda karistirilarak kullanilir.

Glucose Fructos

Sucrose

Sekil 3. Fehling deneyi glukoz ve fruktoz ile pozitif, siikroz ile negatif sonug verir.

1ml Fehling A ve 1ml Fehling B ayiracindan alinir ve 1ml karbonhidrat ¢ozeltisi (glukoz, fruktoz,
maltoz v.b) ilave edilerek kaynar su banyosunda isitir ve renk donlisim gozlenir. (Baslangigta olusan
mavi renk once yesil sonra sari ve daha sonra da tugla kirmizisina dénisdr.) Isitma isleminin sonunda
olusan tugla kirmizisi bir tortu reaksiyonun pozitif oldugunu gosterir. Kirmiz tortu iki degerli bakir
iyonlarinin (Cu*?) bir degerli bakira (Cu *) indirgendigini gosterir.

u\ HO
NaOH, tartrate, H,O

/c:o+z<:u’* 2p2cut + c—o

) = -

Glikoz
Glukonik asit

Fehling ¢Ozeltisinde bulunan NaOH alkali ortam olusturur, potasyum sodyum tartarat (senyet tuzu)
ise reaksiyon sirasinda olusan Cu (OH),’in ¢okmesini 6nler ve eriyik halde kalmasini saglar.
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Deneyin Amaci ve Onemi: Serbest (bag yapisina katilmayan) aldehit ya da keton grubu (sulu
¢Ozeltilerde serbest anomerik karbon atomu) iceren monosakkarit ve disakkaritlerin indirgeyici
Ozellige sahip olduklarini gostermek ve bilinmeyen bir karisimdaki indirgeyici 6zellige sahip
karbonhidratlari belirlemek igin yapilir. Fehling deneyi monosakkaritlerle (glukoz, fruktoz, galaktoz)
ve indirgeyici disakkaritlerle (maltoz, laktoz) pozitif sonug verir. Sakkaroz ise indirgeyici 6zellige sahip
olmayan bir seker oldugu icin fehling deneyi ile negatif sonug verir. Bu sebeple fehling deneyi ayni
zamanda indirgeyici disakkaritler ile indirgeyici olmayan disakkaritleri ayirmak igin de kullanilir.

Klinik olarak, idrarda seker varhiginin gdsterilmesinde Fehling deneyinden yararlanilabilir. Uratlar ve
kreatinin Fehling ayiracini rediklerler. Muhafaza etmek amaciyla idrara kloroform ilavesi de benzer
yalanci pozitif sonug verir.

2-BENEDICT DENEYi:

Deneyin Prensibi: Orta dizeyde alkali ortamda indirgeyici sekerler, endiolleri olusturmak igin

tautomerizasyona maruz kalir. Endioller kuprik (Cu*?) iyonlarini kuprdz (Cu*) iyonlarina indirger. Bakir
hidroksit sekillenir. Isitiinca CuOH, Cu,0’e donisir. Bakir oksit (Cu,0) sekerin konsantrasyonuna
bagh olarak farkli renk tonlarinda presipitat sekillenir.

1- CusSOQy —— Cn + SC);Z
CH>COON

a
2- Cu + Sodryum Sitrat — == I
HO -C- COO Cutt
|
CH>COO

Cu

™NazCO3
2- Rediikleyici selker — = = Fnediol form

(lkuprik): Sodrxrum Sitrat KHomplelisi

4- Enedioller + kuprilk: sodyum sitrat komplelisi
leaynatma
Cu + + selker asitlerinin lkarisimn

=+

S5- Cu +OH . CuOH

6- 2CuOH 5! -~ Cu,O |+ H5O
Kupriz olksit
Benedict Ayiraci: 173g sodyum sitrat ve 100g Na,COs (sodyum karbonat) yaklasik 500ml suda ¢ozlir.
Tuzlari uzaklastirmak icin isitilir ve gerekirse szilir. 17,3 gr CuSO4.5H,0 100ml distile suda ¢ozulir
ve diger ¢ozeltiye karistirarak ilave edilir, distile su ile litreye tamamlanir.
Deneyin yapilisi:  2ml Benedict ayiracina, 1ml glikoz ¢ozeltisi (%1) eklenir. Kaynamakta olan su

banyosunda 2 dak. kaynatilir. Sogutulur. Tugla kirmizisi presipitat gorilir.

Sekil 4. Benedict negatif (1), Benedict pozitif (II).
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Deneyin Amaci ve Onemi:

Benedict testi Fehling testinden Ustlindir. Fehling ayiracinda alkali ortami saglayan NaOH yerine
Benedict ayiracinda zayif alkali olan sodyum karbonat gecer. Yine Fehling ayiracindaki Na-K tartarat
yerine Benedict ayiracinda sodyum sitrat gecmistir. Her iki bilesik de Cu(OH)'in ¢cokmesini 6nler.
Sodyum sitrat, kuprik (Cu*?) iyonlarini baglar ve rediiksiyon icin onu yavasca birakir. Bdylece stabilize
edici ajan olarak rol alir. Benedict semikantitatif ve cok daha duyarli bir test olarak bildirilir,

RENK SEKER VARLIGI REAKSIYON SEKER MIKTARI

Mavi renk degismez | yok - -
(presipitat yok)

Yesil presipitat var + % 0,5

Sari presipitat var ++ %0,5- 1
Turuncu presipitat var +++ %1-1,5
Kirmizi presipitat var ++++ % 2

Tugla var +++++ %2 den fazla

kirmizisipresipitat

puuue

cok az az Yuksek

Mavi Yesil Sari Turuncu----------- Tugla kirmizisi

Benedict testi diger indirgeyici maddelerin varliginda da pozitif sonug verir.(Askorbik asit, glutatyon,
salisilatlar, rik asit, glukuronidler ve homojentisik asit gibi)

Neden Benedict Deneyi Fehling Deneyine tercih edilir?

Fehling ayiracindaki NaOH “ in yerini % 10 luk Na, COs (sodyum karbonat) ve senyet tuzunun yerini
de %20 sodyum sitrat almistir. Benedict ayiraci Fehling ayiracina gore daha zayif alkali bir ortamdir.
Bu nedenle Benedict deneyi ile daha az miktardaki sekerin, Fehling de oldugu gibi glicli alkali
ortamda yikimlanmadan daha dogru tespit edilme sansi dogar. Ayrica benedict ayiraci daha stabildir.

idrarda glukozun varhigini géstermek icin de Benedict deneyi Fehling deneyine gére daha duyarlidir.
Clinkl, Benedict ayiracinda NaOH gibi gigli alkali olmadigindan yogun alkali ve bakir varhiginda
(Fehling ayiracinda oldugu gibi) idrarda bulunan fosfatlarin neden oldugu yesilimsi beyaz ¢okelti
olusmayacak ve yalanci pozitif yanilgisina yol agmayacaktir.

3-BARFOED DENEYi:

Deneyin Prensibi: Imli asidik ortamda indirgeyici sekerler enediol forma tauomerizasyona ugrarlar.

Enodioller kuprik (Cu*?) iyonlar kuprdz (Cu*) iyonlara indirger. Bakir hidroksit ( CuOH) sekillenir.
Isitma esnasinda CuOH bakir okside (Cu,0) gevrilir. Cu,0 kirmizi presipitat olusturur.
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(CH3COO)2 Cu+ 2H20 —}2 CH3COOH + CU+2 (OH)z
Bakir hidroksit
Cu (OH)z A—}CUO +H,0

D-glikoz + 2CuO —— D-glukonik asit + Cu*;0
Bakir oksit

Barfoed ayiraci: 66g bakir asetat (monohidrat) 800ml sicak distile suda ¢6zllir ve Uzerine 10ml
glacial asetik asit eklenir. Sogutulur ve distile su ile litreye tamamlanir.

Deneyin Yapilisi: 2ml Barfoed ayiracina 1ml kadar seker ¢ozeltisi (glikoz, laktoz ve sakaroz alarak ayri

ayri yapihr.) Tlpler ayni anda kaynayan su banyosuna konur. Yaklasik 2-3 dak. kaynatilir ve oda 1sinda
sogutulunca tlplin dibinde kirmizi tortu gézlenmesi sekerin monosakkarit oldugu anlamina gelir.
Barfoed deney ortami zayif asidik oldugu icin sadece indirgeyici monosakkaritlerle pozitif sonug
verir. Bu nedenle kaynatma suresine dikkat edilmelidir. Daha uzun sire kaynatilirsa (yaklasik 10 dak
sonra) disakkaritlerde de kirmizi tortu gézlemlenir. Clinkl uzun siireli kaynatma sonucu disakkaritler
de hidrolize olur ve yalanci pozitif reaksiyon verir.

Sekil 5. Barfoed negatif (1), pozitif reaksiyon (Il,1ll) (Biochemistry Laboratory, Geromil J. Lara, RMT,
MSMT)
Deneyin Amaci ve Onemi: indirgeyici 6zellige sahip ve konsantrasyonlari ayni olan disakkaritleri

monosakkaritlerden siire agisindan ayirt etmeye yarar. Monosakkaritler zayif asit ortamlarda
redikleyici 6zellik gésterirken, disakkaritlerde bu 6zellik yok denecek kadar azdir. Bu nedenle Barfoed
deneyinde disakkaritler uzun siire kaynatmakla ve asit etkisiyle belli bir siire sonra hidroliz olmalari
sonucunda gecikmeli olarak ve ¢cok az miktarda rediikleme 6zelligi gosterirler.

SEKERLERIN ASIT ORTAMDAKI DAVRANISLARI (FURFURAL OLUSUMU)
Molish, Seliwanoff ve Bial Deneyleri

Deneylerin ortak prensibi:

Monosakkaritlerin  dehidrasyonu vyani yogun asit ortamlarda kaynatilmakla monosakkarit
molekilinin G¢ molekidl su kaybetmesi olayl sonucunda pentozlardan furfural, heksozlardan 5-
hidroksi metil furfural meydana gelir. Bu tirevler cesitli polifenollerle birleserek renkli Grinler
veriler. Bunlarin renk ve spestroskobik ozellikleri kullanilan polifenol ve sekerle ilgilidir. Bu
reaksiyonlar (Molish, Seliwanoff ve Bial) degisik tiir sekerlerin varligini géstermeye hizmet eder.
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S
HO -4 OH

—
Ho/ O\ _H -3H,0 ﬂ o
C\ /C\ —0 HOCH; =i

/
HOCH,” Ho oH & o \
vl i 4

H
Heksoz 5-hidroksi metil furfural
H H
J \m e I o
AN N C/
H HO OH c=0 o <
{ H
H
Furfural
Pentoz

Sekil 6. Heksoz ve pentoz sekerlerden furfural olusumu (Dog.Dr. Mustafa ALTINISIK, ADUTF
Biyokimya AD, 2006)

Furfuraller polifenollerle tepkimeye girerek renkli kompleksler olusturur. Deneylerde kullanilan fenol
bilesikleri sunlardir:

OH
/©\ S
Ho OH /@
HO OH
o—Naftol Rezorsinol Orsinol
(Molish Ayiracindaki fenol bilesigi) (Seliwanoff Ayiracindaki fenol bilesigi) (Bial Aywacindaki fenol bilesigi )

1-MOLiSCH DENEYi:

Deneyin Prensibi: Karbonhidratlar konsantre H,SO, ile muamele edildiginde dehidre olarak, furfural

ve hidroksi metil furfural tiirevlerini olustururlar. Bu tlrevler a- naftol ile kondanse olarak mor renkli
driinler olustururlar (Sekil 7 ). ister serbest isterse proteinlere bagl olsun tiim sekerler (amino
sekerler, seker alkolleri ve karboksilik asitler ve dihidroksi aseton haric) bu deneyi pozitif (+) verirler.
Oligo ve polisakkaritler 6nce asitle hidrolize olurlar. Sonra furfuraller ve tiirevleri olusur. Bazi protein
ve lipitler de molisch pozitif sonug verir. Bu durumda bu bilesiklerin karbonhidrat tGniteleri tasidiklari
anlamina gelir. Orn; albumin., glikolipidler ve glikoproteinler.

]

H
o L, 00
Paator + K0, —= () 0 ~=== EE, a
ce-naftol \I/A<\/I
FHOP 0

furfural

mor menekse renk

5-hidroksi metil furfural

H OH
Ho N\ o |
Heksoz 4+ H;50, —= \ /W [
(}{.—nafml_}_‘G = 8]
OH

mor menekse renk

Sekil 7. Molish deneyinin reaksiyonlari (Dog.Dr. Mustafa ALTINISIK, ADUTF Biyokimya AD, 2006)
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Deneyin Yapilisi: 2 ml % 1’lik karbonhidrat ¢ozeltisi, 1-2 damla Molish ayiraci (Molish Ayiraci: 1 g a-

Naftol %95'lik etil alkol ile 100ml’ye tamamlanir.) karistirilir. Test tlpil hafifce egilir ve 2 ml yogun
H,SO, yavasca tabaka olusturacak sekilde ilave edilir. (45° agi ile tutularak dokuliir). Temas yilzeyinde
mor menekse renk olusmasi reaksiyonun pozitif oldugunu goésterir. Ayiragtaki kirlilikler yesil bir halka
olusturur. Bu da testin negatif oldugunu gosterir. Ayrica karbonhidrat olmadiginda asiri a-Naftol
(Molish ayiraci) ilavesinden dolayi da yesil halka olusur. (Deneyi sakkaroz, maltoz ve laktoz ile de
tekrarlayin. Sonug nedir?)

Sekil 8. Molish deneyi sonucu olusan mor menekse halka.

Deneyin Amaci ve Onemi: Bu test karbonhidratlarin genel testidir. Molish deneyi en az 5C’lu

sekerlerle pozitif reaksiyon verir. Clinki 5C'lu ve 6C’lu sekerler furfural ve tirevlerini olustururlar.
Silfarik asidin tipe hizli dokilmesi tiiplin alt kisminda su-asit reaksiyonuna yol acar ve isi olusur. Bu
Isi da karbonhidratlarin yanmasina neden olur ve siyah bir halka meydana gelir. Bunun igin asit ¢ok
yavas ve dikkatlice tabaka yapilarak ilave edilmeli, bdylece bu iliski en aza indirilmelidir.

2-SELIWANOFF DENEYi:

Deneyin Prensibi: Karbonhidratlar Seliwanoff ayiracindaki HCl'in etkisiyle furfural tirevlerini
olusturmak Uzere dehidre olurlar. Keto sekerlerin furfural tirevleri resorsinol ile birleserek kiraz

kirmizisi bir renk olusturur (Sekil 9-10).

HO
7RO chyon TH2H cHo
[H7] [H"]. 0.5 Oy
" e U
OH S-hidroksi ™ 3H,0
metfil furfural 2
Fruktoz oH CH.OH
2
rezorsinol kiraz karmuzisi renk

Sekil 9. Seliwanoff deneyinin prensibi (http://en.wikipedia.org/wiki/Seliwanoff%27s_test)

Deneyin Yapihisi: 2ml Seliwanoff ayiracina 1ml karbonhidrat ¢ozeltisi (%1 fruktoz) ilave edilir. 30sn
kaynatilir ve oda isisinda sogutulur. Kiraz kirmizisi renk meydana gelir. Boylece verilen seker ketoz

sekerdir denir. (Ayni deneyi, glukoz ve sukroz ile yapiniz ve sonuglari kaydediniz.)
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Not: Isitma uzatildiginda glukoz da pozitif sonug verir. Clinki aldozlar ¢ok isitilirsa HCI etkisi ile
ketozlara dondsr.

Seliwanoff Ayiraci: 50mg rezorsinol, 33ml konsantre HC icinde ¢oziilir ve 100ml’ye distile su ile diliie
edilir.

Sekil 10. Seliwanof deneyi, ortada friktoz ile (+), solda siikroz ile (hidroliz sonucu az pozitif) sagda
glikoz ile (-) reaksiyon verir.
Deneyin Amaci_ve Onemi: Bu deney sadece ketoheksozlar icin spesifiktir. Aldoheksozlar ile

ketoheksozlarin ayrilmasinda kullanihir. Bu deney friiktoz, sikroz ve diger fruktoz iceren
karbonhidratlar tarafindan pozitif sonuc verir. Sayet kaynatma uzatilirsa HCl asidin katalitik etkisiyle
glukozun fruktoza donisiimi gerceklesir ve benzer bir renk glukoz ya da maltozun varliginda da
gelisebilir. Bu test %0,1 fruktoz i¢in dahi ¢ok duyarlidir. Glukoz, fruktoz karisiminda duyarhlik azalir.
Bu test slkroz icin indirekt bir test olarak kullanilir. Clinki sikroz Seliwanoff ayiracindaki HCl'in
etkisiyle hidrolize olur. Serbest kalan fruktoz pozitif reaksiyon verir. ( Sekil 10)

3-BiAL DENEYi:
Deneyin Prensibi: Pentozlarin genel taninma deneyidir. Asidik sartlar altinda 5C'lu sekerler

(aldopentoz ve ketopentozlar) cabucak furfural’lere dehidre olur. Furfural Bial ayiraci icindeki orsinol
ve demir klorir ile reaksiyona girer ve mavi-yesil renk meydana gelir (Sekil 10 ).

Alti karbonlu sekerler 5- hidroksi metil furfurala doniisiir ve orsinol ve demir klorir ile ¢ok yavas
reaksiyon verir. Bu doénisimiin orani ve renkteki farkliliklar heksozlar ile pentozlarin ayiriminda
kullanilir. Pentoz sekerler mavi-yesil renkli, heksoz sekerler kirmizimsi kahverengi kompleksler
olustururlar. Bes karbonlu sekerler, alti karbonlu sekerlerden daha g¢abuk dehidre olurlar. Bunun
sonucu olarak dehidrasyon Uriinlinin orsinol ile reaksiyonu pentoz sekerlerde heksoz sekerlere gore
daha hizli sekillenir. Disakkaritler de Bial ayiraci ile reaksiyon verir. Asit ortamda disakkaritler
monosakkaritlere donlisiir, sonrasinda da furfural ve hidroksi metil furfural olusur.

0. H CH,OH CHO
H—0H 8] -3H,0 @
H——0H =—— H—0H -,,.—_\“ \ /
H={=O0OH H——0OH

CH,OH CH,OH Furfural
D- Riboz D-Ribuloz
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CHj3
CHO
/@\ + \ ]E'ei:l3 oksidasyon O
OH —— = Ho OH
Orsinol Furfural ] \
(renksiz) (renksiz) C 0 OH
CH3

R= furfuril (renksiz) R= furfuril (mavi- vesil renkli)

Sekil 11. Bial deneyinin reaksiyonlari
(http://webpub.allegheny.edu/dept/chem/chem%20234/07_Carbohydrate%20Lab.pdf)

Deneyin yapilisi:  2ml Bial ayiracina 1ml %1’lik ksiloz ¢ozeltisi eklenir ve kaynatilir. Mavi-yesil renk
olusumu reaksiyonun pozitif oldugunu gosterir (Sekil 11.) ( Ayni deneyi glikoz ve sakaroz ile

tekrarlayip, sonuglari yorumlayin.)

Sekil 12. Ortadaki ksiloz sekeri ile Bial Pozitif, solda glikoz ile Bial negatif, sagdafriiktoz ile Bial negatif

Bial Ayiraci: 1,5g orsinol 500ml yogun HCI iginde eritilir ve Gzerine %1’lik FeCl; ¢ozeltisinden 1,5ml
eklenir. Koyu renkli sisede saklanir.

Deneyin Amaci ve Onemi: Bial deneyi pentozlari hegsozlardan ayirt etmek icin kullanilir. Bu ayirim
ayirag icinde bulunan orsinol ve demir (Ill) kloriir varliginda meydana gelen farkh renklere goére
yapilir. Pentozlardan olusan furfuraller mavi- yesil renk olustururken, hegzoslardan olusan furfuraller

bulanik kahverengi renk olustururlar.

OSAZON DENEYI:

Deneyin prensibi: Serbest aldehit veya keton grubuna sahip tiim monosakkaridler, fenilhidrazinle

isitildiklari zaman, suda daha az eriyen, 6zel ergime sicakliklari ve sekilleri olan sari renkli kristaller
olustururlar. Bunlara osazon denir. Bitiin a-hidroksi karbonil bilesikleri ozazon teskil etmek (izere
fenilhidrazin ile reaksiyona girerler. Osazon olusumu iki asamada olur:

1-Once bir molekiil fenilhidrazin monosakkaridin aldehit grubuna baglanir ve fenilhidrazon
meydana gelir. Bunu takiben a-hidroksi grup bir karbonil gruba oksitlenir.
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2-ikinci asamada, olusan diger karbonil grubu bir baska fenilhidrazin molekiilii ile birlesir ve osazon
olusumu tamamlanir.

H I;(U i NNHCsH: -
3¢ S NNHCsH: NNHCiHs
¢ c/ H, 4 Ny
I | C €
H=¢— OH He= = OH | |.. .
I +HINNHCsHs | “HINNHCEH  H=c =0 H=C = NNHCH:
0= l|' —H OH=C=j | +H2NNHCsHs of = [I -
— C—"—— OH=C—=H
H=C = OH H_{l- - OH | —— Il—(l‘ - OH
L | Ny o MmO o |
H=C=0H H=C=0H , -Hi0 H=C=gH
| -H20 | -CeHsNH2 ~ H—=C—on . ]
Cmon € H:0H {' o C H:0H
ik - . 0:
D-Glkez Fenilhidrazon Ketofenilhidrazin GIuL::::on

Sekil 13. Osazon olusumunun reaksiyonlari (Fahrinisa Pamuk, Biyokimya, Gazi Kitabevi Yayinlari,
2011)

Deneyin yapilisi:

Dort deney tipinde ayri ayri ozazon ayiracl taze olarak hazirlanir.

Ozazon Ayiraci: 1 spatiil ucu fenilhidrazin hidroklorid ve 2 spatiil ucu sodyum asetat karistirilir.
Uzerine birka¢ damla glacial asetik asit ilave edilir. (0,3 gr fenilhidrazin ve sodyum asetat karisimina 3
damla asetik asit eklenir.) Ayiracin icindeki sodyum asetat ve asetik asit pH=5’in ayarlanmasi igin
tampon gorevi gorir. Bu pH’da ozazonlar olusur.

Tlplerin Gzerine glikoz, fruktoz, maltoz ve laktozun % 1’'lik ¢ozeltilerinden 2’ser ml ilave edilir,
karistirilir ve kaynamakta olan su banyosuna birakilir. Cok sayida sari kristaller goriliinceye kadar bu
sekilde bekletilir. Kristallesme gorilen tip su banyosundan alinir ve bir tiip standinda sogumaya
birakilir (musluk suyu altinda degil).

Bu arada, her seker icin kristallesme siiresi de kaydedilir. Sogudukga kristaller yogunlasir (ozazon). Bir
pipet yardimiyla mikroskop lami lzerine bu kristallerden bir miktar alinir ve mikroskopta incelenir.
Kristallerin sekilleri cizilir. Glikoz ( 4-5 dak.) ve fruktoz (2 dak.) cabuk kristal verirler ve olusan
kristallerin sekli ayni olup ekin demetleri seklindedir. Laktoz ve maltoz ¢ok daha uzun siire (yaklasik
30 dakika) kaynatilir, fakat kaynatma sirasinda ozazon kristalleri olusmaz. Kaynatma sonrasi kendi
halinde bir siire sogumaya birakinca osazon kristallleri meydana gelir. Laktozazon diizensiz ince
ignecikler seklinde kristallesir (at kestanesi). Maltozazon ise genis tabletler seklinde kristallesir
(aycicegi, papatya, yildiz). Monosakkaritin 1.ve 2. karbon atomlarina fenil hidrazinin baglanmasiyla
karakteristik kristalli osazonlar olusur. Glukoz, fruktoz ve mannoz, yalnizca 2. karbondaki
konfiglirasyon bakimindan farkhdirlar; bu karbonlara fenil hidrazinin baglanmasiyla farklilik ortadan
kalkar; dolayisiyla glukoz, fruktoz ve mannoz, sari renkli ekin demeti gériinimiinde ayni osazon
kristallerini olustururlar. Galaktozun 4.karbonundaki konfiglirasyon farklidir; 1.ve 2.karbon
atomlarina fenil hidrazinin baglanmasiyla farkliik ortadan kalkmaz; dolayisiyla galaktozun
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olusturdugu osazon kristalleri, digerlerinkinden farkh olarak koyu sari renkte at kestanesi
gorinimiindedir.

Deney sirasinda dikkat edilmesi gerekenler:

-Ayiraglar dogru oranlarda alinmahdir.

-Sogutma kendi halinde, tercihen suyun iginde yavas yavas yapilmalidir.

-Seker c¢ozeltileri cok konsantre olmamalidir. Clinkl konsantre ¢ozeltilerde kristaller olusmaz.

Sekil 14. Sekerlerin fenilhidrazin ile kaynatilmasi sonucu osazon olusumu.

Deneyin Amaci ve Onemi:

Osazon yapisi monosakkaridin 1 ve 2. karbon atomlarini icine almaktadir. Bu nedenle 3, 4, ve 5.
karbon atomlarina bagh gruplarin konumlari birbirinden farkh olan sekerler farkli 6zellikte osazon
olusturacaklarindan birbirlerinden kolayca ayrilabilirler. Ornegin glukosazon kristalleri ekin demeti,
galaktosazon kristalleri at kestanesi gorintiisl verir ve bu osazonlarin erime sicakliklari da farklidir.
Buna karsilik 1 ve 2. karbonlara bagl yapilari farkli, 3,4,5 karbon yapilari benzer olanlar, 6rnegin
glukoz, mannoz ve frilkktoz, osazon deneyi ile ayirt edilemezler, cinkii hepsi aymi tip osazon
olustururlar (igne seklinde). Ayrica, sekerlerin ozazon verme siireleri de farklidir. Bu nedenle ozazon
kristallerinin tesekklll igin gegen slrenin saptanmasi bilhassa ayni ozazonu teskil eden birbirine
yakin yapidaki sekerlerin taninmasinda énemlidir.

Redukleyici sekerlerin hepsi fenilhidrazin ile ozazon teskil ederler. O halde sakkaroz ozazon kristali
olusturmaz. Fakat 30 dak. kaynatilirsa hidrolize olur ve kristal olusur. Hidrazonlar suda ¢6ziinir, fakat
ozazonlar suda ¢oziinmezler. Monosakkaritlerin ozazonlari sicak suda ¢6ziinmez ve kristal olusturur.
Disakkaritlerin ozazonlari sicakta ¢6zlinir ve sadece sogutulunca kristalleri olusturur.

Kisacasl ozazon deneyi ile sekerler birbirinden olusturduklari ozazon kristallerinin sekillerine, kristal
olusum siresine, kristallerin sicakta ya da sogukta olusmasina gore ayirt edilebilirler. Ayrica, gebeligin
son donemi ve laktasyon periyodu sirasinda idrardaki sekerin glikoz mu yoksa laktoz mu oldugunun
ayirt edilmesinde kullanilir.
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Glikoz ile olusan osazon kristalleri (Glikozazon)

Sakkaroz ile olusan osazon kristalleri Ksiloz ile olusan osazon kristalleri

Laktoz ile olusan osazon kristalleri Friktoz ile olugsan osazon kristalleri

Laktoz ile olusan osazon kristalleri Maltoz ile olusan osazon kristalleri
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DiISAKKARITLER

Disakkaridler, bir monosakkarid molekili Gizerindeki anomerik karbon hidroksil grubunun bir diger
monosakkarid molekili tGzerindeki bir hidroksil grubu ile reaksiyonlasmasi sonucu olusturulan bir O-
glikozidik bag vasitasiyla birbirine baglanmis iki monosakkarid molekili ile olusmus bilesiklerdir.
Molekilinde bir serbest anomerik karbon atomu bulunan disakkaridler, monosakkaridler gibi
indirgeyici 6zellik gosterdikleri halde molekiliinde bir serbest anomerik karbon atomu bulunmayan
disakkaridler indirgeyici 6zellik gostermezler.

Laktoz: Sut sekeridir.Yeni doganlar i¢in enerji kaynagidir. B -D glukoz ve B-D galaktoz dan olusur. B -
(1-4) glikozidik bag ile baglidir. Laktaz tarafindan sindirilir. (Laktaz laktoz intoleransinda eksiktir).
Laktoz gebelikte ve laktasyonda idrarda goérilebilir.

Maltoz: a-D- glukozun 2 molekiliinden olusur.a-1-4 glikozidik baglarla baghdir. Cimlenen tohumlarda
ve maltta bulunur. intestinal sividaki maltazla sindirilir.

Sakkaroz (siikroz): a-D- glukoz ve B-friktozdan olusur. Kaynagi seker kamisi vb...”dir. B-1,2 glikozidik
bagla baghdir. Sikrozdaki bag glukoz ve fruktozun fonksiyonel gruplari arasindadir. Bu nedenle
sukrozun serbest fonksiyonel grubu yoktur ve indirgeyici bir seker degildir. Hidroliz olunca bag
parcalanir ve indirgeyici sekerler meydana gelir. Sukraz ile sindirilir.

*Sakkarozun hidrolizi sonucu ¢ogu kez esit miktarlarda glukoz ve fruktoz iceren karisim olusur; bu
karisim da invert seker olarak bilinir.

Trehaloz: iki glukoz molekiiliiniin Gle(al->a1)Glec biciminde kondensasyonu ile olusmus molekiil
yapisina sahip bir disakkariddir. Trehaloz, indirgeyici 6zellikte degildir.

FaAairao=x
T one ‘q-c,coa
D s U e SN
uo‘ ~ada - o. - - O
r= L= = C;-‘
Sliko= Slikoz

Ny o__\\ — - ‘,--/;H .".:\-_o-c
N - reNG P,
- e ’-ow-u
Glikox Galakioz
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DiISAKKARIDLERIN OZELLIKLERIYLE iLGiLi DENEYLER
REDUKLEYICi OLMAYAN BIiR DiSAKKARIT’IN (SAKKAROZ) HiDROLIZi

Deneyin prensibi: Hidroliz, bir molekiliin su alarak kendini kuran alt molekiillere parcalanmasi

olayidir. Sakkarozun hidrolizi kimyasal olarak (asitle kaynatarak), yada enzimatik olarak (ekmek
mayasi,sarap mayasl veya bira mayasi gibi) gerceklestirilir.

HzO
a-D-glukoz @ —_— = 0
HO-CH, 0\ Ho-CH, D
(3 3 %5 ¥
H H4 HSD ('i‘:Hz—OH H H4 H3CI ?HQ—DH
CH H oH H
G -D-fruktoz zilkroz

{o-D-glukopiranozil-(1 =218 -D-friktofuranozid)
Sekill5. Sakkarazun hidrolizi

1. SAKKAROZ (SUKROZ)’UN ASITLE HiDROLIZi :

Deneyin Yapihisi: Yaklasik 5 ml sakkaroz eriyigi, 2.5 ml su ve 0.5 ml konsantre HCI ile karistirilip su

banyosunda 10 dakika isitildiktan sonra sogutulur ve NaOH ile nétralize edildikten sonra Fehling
deneyini (+) verdigi goralir. Halbuki sakkaroz hidroliz 6ncesi Fehling, Benedict deneylerini vermez.
Yani Fehling (-)'dir. Clink{ sakkaroz indirgeyici bir seker degildir. Asitle 1sitma sirasinda sakkaroz glikoz
ve friktoz molekillerine parcalandigindan (hidroliz) redikleyici 6zellik kazanir. (Sekil )

2. SAKKAROZUN MAVYA ILE HiDROLIzi :

Deneyin Yapilisi: Sakaroz asitle hidroliz edildigi gibi maya ile de hidroliz edilebilir. Birkag ml sakaroz

eriyigi Gizerine 1 ml ekmek mayasi ¢ozeltisi ilave edilerek bir miiddet 37 °C (su banyosunda) bekletilir.
Bu esnada enzimin etkisiyle sakkaroz glikoz ve friiktoza pargalanir ve Fehling (+) verir.

T
A

Sekil 16. Sakkarozun hidrolizi. Soldaki sakkaroz ile Fehling (-), Ortadaki sakkarozun enzimatik hidroliz
sonrasli Fehling (++), sagdaki sakkarozun asitle hidroliz sonrasi Fehling (+++).
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POLISAKKARITLER

Cok sayida monosakkarit birimlerinden olusurlar. Hidrolize edilirlerse kendilerini olusturan
monosakkaritlere parcalanirlar. Polisakkarid ayni monosakkaridin polimeri ise homopolisakkarit adini
alir. Bazi polisakkaridler baska gruplari da icerirler. Bunlara da heteropolisakkarit denir.

Polisakkaridlerin sistematik isimlendirilmesinde, yapiya katilan monosakkaridin adinin sonundaki
“ose” eki kaldirilir yerine “an” eki konur. Mesela, “glikoz” genel olarak bir monosakkariti gésterirse bu
sekilde bundan tiireyen glikan bir polisakkarit ile sinonimdir. Bir D-mannose veya L-mannose’dan
kurulmus polisakkaride mannan denir. Bir glikan yapitasi olarak bir tip monosakkarid ihtiva ediyorsa
buna homoglikan (homopolisakkarit) denir. iki veya daha fazla tip monosakkarid ihtiva ediyorsa buna
da heteroglikan (heteropolisakkarit) denir.

Glikojen, amilopektin, amiloz, selliloz ve dekstran monomer birim olarak D-glikoz ihtiva eden
homopolisakkarit (homoglikan)’'lerdir. Pektin, D-galakturonik asit, inulin, D-friiktoz; kitin, D-N-asetil-
glikozamin ihtiva eden homopolisakkarit (homoglikan)’lerdir. Bir ¢ok polisakkarit sadece ihtiva
ettikleri monosakkaridlerle degil ayni zamanda molekil agirliklari ve diger yapisal 6zellikleri ile de
birbirinden ayrilirlar. Nitekim bazi polisakkaridler diiz zincir seklinde, bazilari da oldukca dallanmis
polimerlerdir. Her durumda monosakkarit birimlerini birbirine birlestiren baglar daima glikozidik
baglardir. Bu baglar a veya B olabilir ve birbirini takip eden birimler diiz ¢izgi tarzinda siralanirlar veya
polimerdeki dallanma noktalarindaki birimler arasinda 1-2, 1-3, 1-4 veya 1-6 baglari ile birbirine
baglanirlar.

Nisasta bir bitki polisakkaritidir. Kaynaklari patates, tohumlar, baklagiller ve yumrular gibi bitkilerin
depo kisimlaridir. Amiloz ve amilopektinden kuruludur. Bitkilerde beslenme igin besinsel yedek
vazifesi gorir. Glikoz molekilleri sellilozda B-1,4 baglari ile birbirine baglandiklari halde nisastada a-
1,4 baglar ile birbirine baglanmislardir. Bundan dolayi, nisastanin kurulmasinda tekrarlanan
disakkarit birimi sellobioz olmayip maltozdur. Amilozdaki bireysel glukoz Uniteleri a-1-4 glikozidik
baglarla baglanir. Amilopektinler a-1-6 glikozidik baglarla bagli, dallanmis noktalara sahiptir. Nisasta
indirgeyici olmayan bir sekerdir.

Nisasta, birbirinden ayrilabilen iki tip bilesigin karisimidirlar. Uzun dallanmamis zincire sahip olan ve
bu bakimdan selliiloza benzeyen kismi amiloz adini alir. Nisastanin amiloz bolimu spiral yapmaya
meyilli uzun zincirler seklindedir. Amilopektin ise dallanmis zincirli bir polisakkariddir. Dallarin
ortalama uzunlugu tiire gore degisir ve ortalama uzunluk 24-30 glikoz artigi ihtiva eder. Esas zincirin
glikozidik bagi a-1,4, fakat dallanma noktalarinda a-1,6 baglari vardir.

Nisasta soguk suda erimez. iyot ¢6zeltisi ile amiloz koyu mavi, amilopektin mavi menekse renk verir.
Nisasta ise iyot ile kompleks renk verir. Nisasta ya sulu mineral asitler veya 6zel enzimler araciligi ile
hidroliz olurlar.

Nisasta molekilleri baslica lg¢ ¢esit enzim tarafindan tam bir hidrolize tabi tutularak D-glikoz
molekdllerine pargalanir. Bunlardan birincisi a-amilaz denilen enzimdir. a-amilaz enzimi hayvanlarin
salya ve pankreas salgisinda bulunur. Bu enzim a- 1-4 baglarina etki yaparak diiz amiloz zincirlerini
rastgele pargalar. Ortamda glikoz ve maltoz karisimi meydana gelir. Bitkilerde bulunan B-amilaz
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amilazin indirgeme yetenegi olmayan zincir ucundaki baglarina etki yaparak maltoz Unitelerinin
meydana gelmesine yolagar. a ve B-amilazlar amilopektinide etkilerler. Ancak diiz zincirleri dallanma
noktalarina kadar ¢ozebilirler. Ancak 1-6 baglarina yakin olan 1-4 baglari ile 1-6 glikozid baglari 6zel
bir enzim tarafindan ¢ozllebilirler. Bu enzimin adi “Dallanmayi Bozan Enzim” veya “a 1-6 glikozidaz”
dir. Nisasta enzimlerin etkisiyle maltoz ve sonug olarak da glikoz linitelerine pargalanir.

(II()H (IIUH (H(lll (H()H (II()H

Amiloz

(nnn CH,OH CH,OH
Q b )
I | (D
CH.OH CH,OH CH,OH CH.OH

<:>-n~<;>u,-@_u_<;>w@

Amilopektin

Sekil 17. Nisastanin yapisi (amiloz ve amilopektin lnitelerinden meydana gelir.)
POLISAKKARIDLERIN OZELLIKLERIYLE iLGiLi DENEYLER
IYOT TESTI ve NiSASTANIN HiDROLIZi

1-iYOT TESTi:

Deneyin prensibi: Bu test blylk polisakkarit molekillerinin sahip oldugu absorbsiyon 6zelligine
dayalidir. Polisakkaritler, mavi renkli kompleks olusturmak (zere ylizeylerinde daha kiiglik iyot
molekdillerini adsorbe ederler. Adsorbsiyon 6zelligi 1sitildiginda kompleksin dagilmasi ve bu nedenle
rengin kaybolmasiyla sonuglanir.

iyot molekiilii
. a2
3 i
her turda
. 6 seker kalintisi
o

Sekil 18. Helikal bir yapi olusturan Amiloz zincirinin ortasina |, molekilinin yerlesmesiyle mavi
rengin olusumu
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Deneyin Yapilisi: 2 ml nisasta slispansiyonu alinir ve 2-3 damla iyot damlatilir. Mavi renk olusur.

Isitildiginda renk kaybolur. Sogutulunca tekrar mavi renk kazanir.
Onemli notlar:

-Dekstrinlerden iyot ile kirmizi renk verenlere eritrodekstrin, renksiz olanlara akrodekstrin denir.
Amilodekstrin, amilopektinin a (1-6) glikozidik baglarinin hidroliziyle olusan diiz zincirli bir dekstrin ya
da kisa zincirli amiloz’dur ve iyotla mavi renk verir. Limit dekstrin, a (1-6) baglari hidroliz edilmemis
kisa zincirli dallanmis amilopektin artigidir.

(dekstrin; nisasta ya da glikojenin HCl veya diger asitlerle kuru isitilmasi ya da amilazlar gibi
enzimlerle hidrolizi ile Gretilen distk molekiler agirlikh bir karbonhidrat grubudur. Dekstrinler a-(1-
4) ya da a (1-6) glikozidik baglari ile baglanmis D-glikoz birimlerinin polimer karisimlaridir. Cok disiik
viskoziteye ve c¢ozlinlirlige sahiplerdir. Firin Grlinlerinde pasta ve tatllarda renklendirici olarak
kullanilirlar.)

-lyot testi polisakkaritler icin spesifik bir testtir. Glikojen ile iyot kahverengi renk verir.

-Nisastanin amiloz bileseni helikal bir yapiya sahiptir. lyotla muamele edildiginde, iyot sarmalinin
icinde tutulur ve kompleks yogun mavi renge sahip olur. Amiloz solusyonu isitildiginda helikal
konformasyoni bozulur ve iyot baglama kapasitesi kaybolur. Sogutuldugunda orjinal konformasyon
yeniden saglanir ve iyot baglama kapasitesi yeniden dizelir (Sekil 18).

-Bazen az miktarlarda iyot ilave edildiginde sogutulmayla renk tekrar olusmayabilir. Clnki ilave
edilen iyot isitma ile buharlasabilir.

2- NiSASTANIN ASITLE HiDROLIZi

Deneyin Prensibi: Nisasta mineral bir asitle (HCl) hidroliz edilir ve hidroliz safhalari iyot ile verdigi

degisik renklerden izlenir. Nisasta bir polisakkaritdir ve indirgeyici 6zelligi yoktur. Bu nedenle deneyin
basinda Fehling (-)’ dir. Hidroliz sonrasi glikoz tiniteleri meydana gelecegi icin Fehling (+) olur. Bu da
nigsastanin glikoz Unitelerinden olustugunu, asit ve isinin etkisiyle hidroliz oldugunu gosterir.

Deneyin Yapihsi: 100ml’lik erlene %1’lik nisasta stspansiyonunun 20ml’si alinir ve 2N HCl (1/4

oraninda dilGe edilen yogun HCI)’in 5ml’si eklenir. Karisim 5 tiipe, 5ml konarak paylastirilir. Kaynar su
banyosuna konur. Tlpler sirasiyla 1dak., 5dak, 8 dak, 12 dak, 20 dak. bekletilir ve slire sonunda
kaynar sudan ¢ikarilir. Sogutulduktan sonar, tiplere 1-2 damla iyot (0,7 g iyot, 0,5 g Kl {izerine 5ml
distile su ilave edilir, karnistirildiktan sonra lzerine %95’lik etil alkolden 95ml ilave edilir. Koyu renkli
sisede saklanir.) damlatiir ve asagidaki tablodaki gibi degerlendirilir. 20 dak. da hidroliz
tamamlandiktan sonar 5dak. daha kaynatarak maltoz ve glikoz Unitelerinin olusumu saglanir. Deney
sonunda 1dak. tlipe ve 25 dak. tlipe Fehling deneyi yapilarak sonuglar degerlendirilir.
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Tablo 1. Nisastanin hidroliz basamaklari

Bekleme siiresi iyotla verdigi | Fehling deneyi | indirgeyici Olusan liriin
(dakika) renk sonucu olusan | 6zelligin
renk derecesi
1 Mavi Mavi Indirgeyici degil Nisasta
5 Mor menekse Yesil (+) Amilodekstrin
8 Kirmizi menekse | Kirmizi (++) Amilo ve
Eritrodekstrin
12 Kirmizi Kirmizi (+++) Eritrodekstrin
20 Renksiz Kirmizi (++++) Akrodekstrin
25 Renksiz Kiremit kirmizisi | (+++++) Maltoz + Glukoz

Sekil 19. Nisastanin asitle hidrolizinin iyot testi ile gosterilmesi (I), Nisastanin hidrolizi sonucu Fehling

(+) ().
2-NiSASTANIN TUKRUK (AMILAZ) iLE HiDROLIZi

Deneyin Yapilisi: Bir deney tiipiine 5 ml kadar nisasta siispansiyonu alinir. Uzerine 1 damla iyot

¢ozeltisi veya dilte ltigol) eklenerek mavi rengin olusmasi saglanir. Daha sonra bu karisim ikinci bir
tlipte toplanmis olan tikirik Gzerine eklenip karistirihr ve 37 °C’lik bir su banyosunda kendi haline
birakilir. Rengin hizla agildigi gozlenir.

Takiarikteki amilaz etkisiyle nisasta molekiliinin parcalanmaya baslamasi iyot ile olan baginin
¢Ozllmesine ve rengin agilmasina neden olur. Daha ileri derecede bir hidrolizde mavi renk tamamen
kaybolur.

Takarikteki amilaz aktivitesinin bireysel farkhligi, 1sinin iyi ayarlanamamasi gibi nedenlerle deney
slrelerinin degisebilecegi unutulmamali ve bu ylizden de herkesin kendi bulgularini dikkate almasi ve
kaydetmesi daha dogru olacaktir.

41



Sekil 20. Nisastanin tukdrik ile hidrolizi sonucu iyotdan kaynaklanan mavi rengin kaybolmasi

Tablo 2. Karbonhidratlarin deneylerde verdigi sonuglar

TEST ) Molish iyot Benedict Barfoed Seliwanoff
K.H. JJ,
Glikoz + - + -
Fruktoz + - + +
Laktoz + - + - -
Maltoz + - + - -
Siikroz + - - - -
(Asit  hidrolizi (Asit  hidrolizi
sonrasl +) sonrasl +)
Nisasta + + - -
(Asit  hidrolizi -
sonrasi +)

3-FERMANTASYON

Bazi sekerler maya ile karistirilirsa CO; ve etil alkol meydana gelir. Bu reaksiyona fermantasyon denir
ve oksijen kullanilmaz. Olay anaerobik bir pargalanmasir. Fermantasyon hassas bir yontem olup
bununla % 0.05 g sekeri kesin olarak gostermek mimkiindr.

Deneyin Prensibi: Sekerlerin oksijensiz ortamda maya etkisi ile etil alkol ve CO;'e parcalanmasi ve
aciga cikan bu Grlinlerin belirli testlerle kontrol edilmesi esasina dayanir.

CeH1206 ------ >2 C;HsOH + 2 CO, + ATP

Deneyin Yapilisi: Deney Einhorn fermantasyon tiipleri ile yapilir. Bir deney tiipline glikoz ¢ozeltisi ve

bir mercimek buyukliginde maya (ekmek mayasi, sarap mayasl, bira mayasi vs...) konur ve iyice
karistinilir. Fermantasyon tiipi bu karisimla doldurulur. Tiplin kapali kolunda hava kalmayacak
sekilde ayarlanir. Agik agiz pamuk tipa ile kapatilir. llik bir yerde bekletilir. Maya etkisi ile seker etil
alkol ve CO; ‘e pargalanir. Olusan CO; kapali kolda toplanir. Bunun hacmi 6lgliilmek suretiyle seker
miktari hesaplanabilir.

Sekil 21. Einhorn fermentasyon tiipi
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http://www.ildam.com/tr/ekatalog/show_stok.php?isbn=423&catid=4&urun=42 FERMANTASYON TÜPÜ - FERMANTASYON TÜPÜ

1-CO, Olugumunun Gosterilmesi

Fermentasyon tipilne %50’lik NaOH’den birka¢ damla eklenip tlipin agzi bas parmakla sikica
kapatilarak kuvvetlice ¢alkalanirsa, asagidaki denklem uyarinca CO; ile NaOH birlesir ve Na,COs olusur
ve CO; gazinin yerinde olusan vakum etkisiyle bas parmagin tiipiin icine dogru cekildigi hissedilir.

CO;+2NaOH — 3 Na,COs3 +H,0
2-Etil Alkoliin Gosterilmesi

Fermentasyonda etil alkol olustugu tipe ligol ( ya da iyot) ¢ozeltisinden birka¢ damla eklemekle sari
renkte 6zel kokulu ( hastane kokusu) iyodoform (CHIs) olusumundan anlasilir.

CH,CH3OH + 1, + 2NaOH 3 CH3CHO + 2Nal + 2H,0
CH3CHO + 3l; + 3NaOH —— CI3CHO + 3Nal + 3H,0

Cl3CHO + NaOH ——» CHI; + HCOONa
lyodoform

Canl organizmalarda fermentasyonun karsiligi glikolizdir. ikisi arasindaki ayirm baslangi¢ ve sonug
reaksiyonlarinin farkli olusudur.

Glikoliz Fermentasyon
Baslangic —»  Glikojen Glikoz
Sonug > Laktat Etanol

Laktat bir karbonhidrat degildir. Yizme, kosma gibi durumlarda diizeyi ylkselir ve kramplar sekillenir.

D-glikoz (dekstroz) ve D-friiktoz (leviiloz) bira mayasi ile dogrudan, sakkaroz ve maltoz hidroliz
sonucu, galaktoz ise yaklasik 6 saat sonar az miktarda CO, meydana getirerek fermente olurlar.
Arabinoz, ksiloz, riboz, ribuloz ve benzeri pentozlar ve laktoz bira mayasi ile fermente olmazlar.

BiLINMEYEN BiR KARBONHIDRATIN TANIMLANMASI

Su ana kadar yapilan deneyler kullanilarak bilinmeyen bir maddenin karbonhidrat olup olmadigini,
karbonhidrat oldugu taktirde, hangi tiir karbonhidrat oldugu da tahmin edilebilir. Elimizde mevcut
olan, kati veya ¢ozelti halindeki bilinmeyen bir maddenin karbonhidratlar yoniinden genel bir analizi
yapilacagl zaman semada (Sekil 22-23) verilen yol izlenir. Analize gegmeden 6nce, madde kati veya
toz halinde ise ¢ozlndirtlmelidir. Coziindligli zaman polisakkaritlerin berrak hakiki bir ¢ozelti
vermedigi (siispansiyon veya kolloid ¢ozelti verdikleri) unutulmamalidir.
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Koyu mavi renk (Nisasta olabilir.)

Benedict Testi
(Kirmizi presipitat yok)

ll

Hidroliz sonrasi Benedict testi

ll

Kirmizi presipitat
(Nisasta +)

Yiizen kirmizi presipitat

Seliwanoff Testi

7 N

Kiraz kirmizisi renk(-)
Glikoz (+)
Ozazon testi

4

(igne seklinde kristaller)

Kiraz kirmizisi renk(+)

Fruktoz (+)

Bilinmeyen karbonhidrat

\%
Molish Testi

\Y
iyot Testi

\

Renkte degisiklik yok (mono ya da disakkarit olabilir.)

ﬂ

Benedict testi

e

Kirmizi presipitat Kirmizi presipitat yok

indirgeyicﬂl'geker indirgeyici olmayan §Qf<er (siikroz)

ll ﬂ

Barfoed Testi Hidroliz sonrasi Benedict testi

/ X] Kirmizi presipitat
1

Kirmizi presipitat (-) Sukroz (+)

Ozazon Testi
At kestanesi kristal papatya kristal

Laktoz (+) Maltoz(+)

Ozazon testi

g

(igne seklinde kristaller)

Sekil 22. Bilinmeyen karbonhidratin tanimlanmasi
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I.Basmak

Il. Basamak

I1l. Basamak

IVA. Basamak

IVB. Basamak

Molish testi (mor renk)

Karbonhidrat

iyot testi
Renk degismiyor. kirmizi mavi (nisasta)
Berrak / \ bulanik
(dekstrin) (glikojen)

Benedict testi

N

Pozitif (indirgeyici seker)

(Glukoz, Fruktoz, galaktoz, mannoz
Laktoz, maltoz olabilir.)

Barfoed testi

Pozitif
(glukoz, fruktoz, galaktoz)

Seliwanoff Testi

N

Pozitif (friktoz)

Osazon Testi

Negatif (siikroz)

Negatif (laktoz, maltoz)

Negatif (glikoz, mannoz, galaktoz)

Ponpon
(laktoz)

g Q Sogutulunca ¢oker=>papatya (maltoz)
Isitmadan ¢oker 1sitilinca kimeli, kiiglk toplar (galaktoz)

(mannoz) sariigne

kristal (glukoz, fruktoz, mannoz)

Sekil 23. Bilinmeyen karbonhidratin tanimlanmasi
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LiPiDLER

Lipidler genel olarak suda erimeyen, eter, kloroform, benzen ve aseton gibi organik ¢ozliclilerde
eriyebilen organik biyomolekillerdir. Lipidlerin, insan organizmasinda, depo ve yapisal fonksiyonu
onemlidir. Trigliseritler, enerji yedegini olusturmak Uzere depolanirlar ve depo lipidler olarak
bilinirler. Membranlarin ve steroid hormonlarin, vitamin D gibi bazi énemli maddelerin yapisini
olusturan fosfolipidler, glikolipidler ve kolesterol yapisal lipidler olarak bilinirler.

Lipidlerin organizmada baslica su fonksiyonlari vardir:

-Hlicre membranlarinin yapi tasi olarak bulunurlar.

-Metabolizma icin gerekli hiicresel yakit maddesi olarak depo edilirler.

-Metabolizma icin gerekli yakitin tasinabilir seklini olusturular.

-Bocekler ve bakterilerin hiicre duvarlarini, bazi bitki yapraklari ve cilt icin koruyucu madde olarak
gorev yaparlar.

-Canlilarda deri alti izolasyon maddesi ve 6nemli i¢ organlara destek olmak, koruyuculuk yapmak gibi
gorevleri vardir.

Lipidler organizmaya bliyik oranda disiridan alinirlar. Az bir kismida dogrudan dogruya organizmada
sentezlenebilir.

Lipidleri tanimlamak diger organik maddeler olan karbonhidratlar ve proteinler kadar kolay degildir.
Cok degisik yapida bircok madde lipidler sinifi iginde anilirlar. Karbonhidratlarin yapi tas
monosakkaritler, proteinlerin yapitasi aminoasitlerdir. Lipilerde ise bu anlamda bir yapi tasi yoktur.
Ancak lipidler icin ortak nokta yag asitleridir. Tim lipidler yag asidi tasimazlar ama lipidler sinifindan
kabul edilebilmeleri icin en azindan yag asitleri ile esterlesebilir karakterde olmalari gereklidir.
Lipidlere genel anlamda Yaglar da denir. Ama lipidlerin siniflandirilmasi icinde yaglar sinifi da bulunur.
Lipidlerin siniflandirilmasi igin bir ¢ok tanim yapilmistir. En ¢ok Bloor’ un tanimi tercih edilir. Buna
gore bir maddeye lipid diyebilmek igin su 3 6zelligi tasimasi gerekir.

1) Suda erimez, eter, kloroform, benzen ve aseton gibi yag eriticilerinde eriyebilir nitelikte olmahdir.
2) Canli organizma tarafindan kullanilabilir yapida olmalidir.

3) Yag asitlarinin esterleri yada yag asitler ile esterlesebilir 6zellikte olmalidir.

LiPIDLERIN SINIFLANDIRILMASI
1) YAG ASITLERI
1)) GLISERIN TASIYAN LiPiDLER
A)NOTRAL YAGLAR
B)FOSFOGLISERITLER

) GLISERIN TASIMAYAN LiPIDLER

A) SFINGOLIPIDLER

-Seramidler

-Sfingomiyelinler

-Glikosfingolipidler
B) ALIFATIK ALKOLLER VE MUMLAR
C) TERPENLER
D) STEROIDLER
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V) DIGER SINIF BILESIKLERE BAGLI LiPIDLER
A) LIPOPROTEINLER
B) PROTEOLIPIDLER
C) FOSFATIDOPEPTIDLER
D) LIPO-AMINO ASITLER
E) LIPOPOLISAKKARITLER

Yag Asitleri: Genel formili R-COOH olan genelde uzun zincirli monokarboksilik asitlerdir. Dogada
bulunan yag asitleri diiz zincirli olup, genellikle cift sayida karbon atomuna sahiptirler. Ancak tek

sayida karbon atomu tasltyan yag asitleri de bulunur. Genelikle tasidiklari karbon sayisi 2-34 arasinda
degisir.

Yag asidi
hidrofilik hidrofobilk
-
i—
& L b

oksijen | karbon hidrojen

Sekil 24. Bir yag asidinin genel formali

Yag asitleri monokarboksilik asitlerdir. Yani zincirlerinde tek bir karboksil grubu (COOH) yer alir. Yine
yapilari icerisinde cift baga sahip olabilirler. Birden fazla cift baga sahip olan yag asitleri de mevcuttur.
Yag asitleri cift baglari doyurularak doymus hale getirilebilirler. Yag asitleri doymus yag asitleri ve
doymamis yag asitleri olarak iki grupta incelenir.

Doymus yag asitlerinden asetik asit, propiyonik asit, bitirik asit ucucu yag asitleri olarak
bilinir ve ruminant metabolizmasinda 6énemli bir yer tutar. Doymus yag asitlerinden, hayvansal
yaglarda en ¢ok bulunan yag asitleri 16 karbonlu palmitik asit ve 18 Karbonlu stearik asittir.

Doymamis yag asitlerinden, hayvansal yaglarda en ¢ok bulunan yag asitleri 16 karbonlu ve tek
doymamis baga sahip palmitoleik asit ve 18 karbonlu ve yine tek doymamis baga sahip oleik asittir.
18 karbonlu ama iki doymamis baga sahip linoleik asit, ve 20 karbonlu dért doymamis baga sahip
arasidonik asittir.

Dogada en ¢ok bulunan yag asitleri: Oleik asit, palmitik asit, miristik asit ve stearik asit’dir.
Onemli yag asitlerinin cogu 18 karbonludur.

HHHHMHUHUHHH
Ol IE e e )]
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H doymamis A /O\,s,
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Esansiyel Yag Asitleri

Hayvansal organizmada ancak bir tek cift bagli yag asitleri sentezlenebilmektedir. Birden fazla
doymamis baga sahip olan linoleik, a-linolenik ve arasidonik asitler hayvansal organizmada sentez
edilemez ve mutlaka disaridan alinmasi gereklidir. iste organizmada sentezlenemeyen ve
besinlerle/rasyonla birlikte alinmasi gerekli olan linoleik, linolenik ve arasidonik asitlere esansiyel
yag asitleri denir. Bu yag asitlerinin organizmaya yeterli miktarlarda alinamamasi sonucunda biylime
durur, dermatitis olusur. Bobreklerde harabiyet ve hematiri (kan iseme) goriliir. Esansiyel yag
asitleri verilirse bu belirtiler kaybolur.

Linoleik asit misir yagi, yer fistigl, pamuk yagi ve soya fasilyesi yagi gibi tohum yaglarinda, linolenik
asit ise bunlarin disinda keten tohumu yaginda bulunmaktadir. Arasidonik asit ise ayni kaynaklarda,
ancak yer fistigl yaginda daha fazla miktarda bulunmaktadir.

Tablo 3. Dokularda bulunan bazi yag asitleri

OZELiSimM SISTEMATIK C CIFTE CiIFTE BAG(LAR)IN | DOYMAMIS

isim SAYISI | BAG YERI YAG ASiDi
SAYISI SINIFI

Laurik asit Dodekanoik asit 12 0

Miristik asit Tetradekanoik asit 14 0

Palmitik ait Heksadekanoik asit 16 0

Palmitoleik asit Heksadekenoik asit 16 1 9 Omega-7

Stearik asit Oktadekanoik asit 18 0

Oleik asit Oktadekenoik asit 18 1 9 Omega-9

Linoleik asit Oktadekadienoik asit 18 2 9,12 Omega-6

Linolenik asit Oktadekatrienoik asit 18 3 9,12, 15 Omega-3

y-Homolinolenik Eikozatrienoik asit 20 3 8,11, 14 Omega-6

asit

Arasidonik asit Eikozatetraenoik asit 20 4 5,8,11, 14 Omega-6

EPA Eikozapentaenoik asit 20 5 5, 8,11, 14, 17 Omega-3

DHA Dokozahekzaenoik asit 22 6 4,7,10, 13, 16, 19 Omega-3
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LiPiIDLERIN KALITATIF TESTLERI

1- Fiziksel Test: Kagidin Ustiine az miktarda yag damlatilir. Kagida yapisan yagin kaygan bir leke
olustugu gorilar. Clnki yag su gibi kagidi islatmaz.

2- Yogunluk Testi: Lipidler sudan daha hafiftir. Bir deney tlipline 5 ml su konur ve 1 damla yag ilave
edilir. Yag yogunlugu daha az oldugu i¢in suyun Gzerinde ylzer.

Sekil 25. Yagin sudan daha az yogun oldugunun gosterilmesi

3. Coziiniirliik: Su, soguk alkol, kloroform’da 2-3 damla zeytinyaginin ¢ozinirligu test edilir. Yag suda
ve soguk alkolde ¢6ziinmezken kloroform, eter ve benzende ¢ézinir.

4.Akrolein Deneyi (Gliserol testi)

Gliserol, tatli, kivamli, sivi ve (g hidroksilli bir alkoldir. Su ve etil alkolle her oranda karisabilir. Eter,
kloroform ve benzolde ¢6zlinmez. Gliserol, bir cok madde icin ¢ok iyi bir ¢ézictdir. Su cekici ve
nemlendirici 6zellige sahip oldugundan kozmetik ve ilag yapiminda kullanilir. Gliserol hafif alkalik
ortamda demir tuzlarinin katalitik etkisi altinda hidrojen peroksit (H20,) ile oksitlenirse gliseraldehit
ve dihidroksiaseton meydana gelir.

\
HO— T* H
GLYCEROL HO—C—H

HO—C—H

Notral lipidler olusurken 1 mol gliserol ile 3 yag asidi ester baglariyla birbirine baglanir ve 3 mol su
aciga cikar.

1]
H—&S—o—1+H H—C:l'-—g—l:l::HzllEl::H3

1l
H—C—O—+H H—O1+-C— (BH2)1BEH3

11
H— cI}— O4H H—O{+C—I(CH,) CH_
H

Sekil 26. Triacilgliseroliin meydana gelisi.

Deneyin Prensibi: Gliserin anhidr potasyum hidrojen silfat (KHSO.) ile muamele edilirse isinin da

etkisiyle 2 mol su kaybederek doymamis bir aldehit olan akroleine dénustr. Akrolein (akrilik aldehid)
igneleyici karakteristik bir kokuya sahiptir.
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Deneyin Yapilisi: Deney igin bir deney tipine 1-2 spatiil ucu (1.5 g) anhidr potasyum hidrojen silfat

ve 1,2 damla gliserin konur ve tlp isitilir. Akroleinin igneleyici karakteristik kokusu duyulur.

H:C — OH CH:
| KHSOs |
HC — OH ————_  (H + 2 H:0
H:C — OH CHO
Alkrolein
Gliserol (Alkrilik aldehit)

Akrolein deneyi, gliserin yerine herhangi bir yag ile tekrarlandiginda akrolein kokusu alinirsa,
o yagin hakiki yag oldugu, diger bir ifade ile gliserin ve yag asitlerinin esteri oldugu anlasilir. Kisaca
yaglarin taninma deneyidir.

5. Emiilsiyon Tegkili Deneyi

Deneyin Prensibi : Emilsiyon hem ¢6zlinen hem de ¢6zen ortamin sivi oldugu kolloidal bir ¢ozeltidir,

fakat karismazlar. Sivi yaglar su ile kaba ve stabil olmayan emiilsiyon olustururlar. Misel olusturarak
sudan uzaklasirlar. Ancak, sabun, deterjan, protein, safra vb. emilgator (emdilsiyon yapici)
maddelerin varliginda elde edilen yag-su emiilsiyonu, emiilsiyon yapici madde miktarina bagli olarak
oldukga dayaniklidir.

%cr\__% L o
Dy, =
== safratuzlan =i
== bikarbonat iyonlar ==o
5= fosfolipidier S
o o
-4 < o

LY ™
':'..ﬁ:_ yiizey alani genisler
3 E

Sekil 27. Yaglarin safra, fosfolipid ve bikarbonat ile emilsiyon olusturmasi

Deneyin Yapilisi : 4 deney tipi alinir ve bunlardan 1. tipe su, 2. tiipe su ve birka¢c damla seyreltik

(%1) Na,COs ¢ozeltisi, 3. tlpe su ve birkag damla deterjan ¢ozeltisi 4. tiipe ise su ve birkag damla safra
¢Ozeltisi eklenir. 4 tiipe de ikser damla yag eklenir. Tlpler emilsiyon tesekkilli yoninden incelenir ve
siralanir.

Sekil 28. Emusiyon tesekkilii deneyi
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6. Dayanikl ve dayaniksiz emiilsiyon hazirlanmasi

Deneyin Prensibi: Serbest yag asitleri ve Na,COs varliginda olusan sabun etkisiyle yag-su emdilsiyonu

dayanikhidir.

Deneyin Yapilisi: Dort deney tlpa alinir ve bu tiplere asagida gosterildigi sekilde maddeler konur.

Madde 1. Tip 2. Tip 3. Tip 4.Tiip
Su 5ml 5ml 5 ml 5ml
Na;CO3 1 damla - 1 damla -

HCI - 1 damla - 1 damla
Acilagsmig 1 damla 1 damla - -
Zeytinyagi

Asitsiz Zeytin | - - 1 damla 1 damla
Yagi

Biitln tupler iyice calkalanir. 1. Tlpte siit manzarasinda dayanikli emilsiyon olusmasina karsilik diger
tlplerde birkag dakika sonra bir ayrilma meydana gelecektir.

Sekil 29. Dayanikh ve dayaniksiz emdlsiyon olusumu

Asitsiz zeytinyagl, zeytinyaginin birkac¢ spatil dolusu ince toz halindeki Ba (OH); ile g¢alkalandiktan
sonra kuru bir filtreden gegirilmesi ile hazirlanir.

Acilasmis zeytinyagi serbest yag asitleri ihtiva eder. Bunlar ise alkali ile (Na,COs) sabun teskil ederler.
Olusan sabun polar ucu ile su molekiillerine, apolar ucu ile de yag molekillerine yaklasir ve gegimsiz
bu iki molekll gecimli hale getirir (emilgator etki).

7. Ester Teskili Deneyi

Deneyin Prensibi: Triacilgliseroller yag asitlerinin gliserol ile yaptiklari esterlerdir. Bu deney ile yag

asitlerinin esterlesme Ozellikleri gosterilecektir. Bir katalizor varliginda asitler alkollerle birleserek
esterleri olustururlar.

H2804 '|:|)

CH:— COOH+ C:Hs:'OH =—+—— (CH:— CO-C:H; + H20

Asetik asitin etil esteri
(Etil asetat)

Asetik Asit Etil Alleol
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Deneyin Yapilisi : Bir deney tipine 1 ml etil alkol, 1 ml asetik asit ve 1 ml yogun siilfirik asit konup

birka¢ dakika beklenir. Karisim, icerisinde su bulunan bir behere dokilirse, asetik asit ile etil alkol
arasinda ester bagl olusmasi nedeniyle asetik asitin igneleyici kokusunun yerini asetik asidin etil
esterinin hos, meyve esansi kokusuna biraktig gézlenir.

Kolesterol, hayvansal kékenli bir steroid’dir. ilk kez 1775 yilinda insan safra tasindan izole edilmistir,
insan safrasinda bol miktarda bulunur.

Sekil 30. Kolesterol’lin yapisi

KOLESTEROLUN BiYOFONKSIYONLARI

-Kolesterol, impulslarin olustugu ve tasindigi beyin ve sinir sisteminde yaliticilik gérevi gorur.
-Kolesterol, insan ve hayvanlarda hiicre membranlari ve subselliiler partikillerin  yapisal
elemanlarindandir. Kolesterol, hayvansal dokularda en ¢ok beyin, sinir dokusu, adrenal bezler ve
yumurta sarisinda hem serbest halde hem de esterlesmis halde bulunur.

-Kolesterol, antihemolitik etkiye sahiptir.

-Serbest kolesterol, mikrozomlardaki bazi enzimlerin regililasyonuna katkida bulunur.

-Kolesterol oksitlenir ve konjuge cift bag icerirse deride bulunan 7-dehidroksikolesterol meydana
gelir. 7-dehidroksikolesterol UV 1siga maruz kalirsa kolekalsiferol (vitamin D3) olusur.

-Kolesterol, steroid hormonlarin ve safra asitlerinin 6n maddesidir.

KOLESTROLUN OZELLIKLERI

Kolesterol beyaz kristalli, tatsiz ve kokusuz bir maddedir. Kolesterol, organik ¢oziicilerde, sicak
alkolde, sivi ve kati yaglarda ¢ozinir. Kolesteroliin elektrik iletkenligi cok azdir.

-Kolesterol molekiiliinde 3 nolu karbondaki hidroksil grubu, yag asitleriyle esterlesir ve kolesterol
esterlerini olusturur

-Kolesterollin renk reaksiyonu verici 6zellikleri vardir. Kolesteroliin reaktiflerle verdigi kirmizi ya da
yesil renkler, halokromlar adini alirlar. Bunlar, kolesteroliin polimerleserek yiksek molekal agirlikli
doymamis hidrokarbonlarin olusmasina baglanmaktadir.

KOLESTEROL DENEYLERI
1-Salkowski Deneyi:

Deneyin Prensibi: Giclu asitlerin varliginda, kolesterol dehidrasyona ugrar ve daha sonra dimer bir

kompleks olusturur. Bu kompleks siilfonasyonla yesil renk ve kirmizi renk olusturur.
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Yapilisi: Bir deney tiipiine 2 ml kolesteroliin kloroformdaki (%1) ¢dzeltisinden konur. Uzerine dikkatli
olarak 2 ml konsantre H,SO, tabakalandirilir. Tabakalarin temas yerinde kloroform kirmiziya boyanir,
asit ise sari-yesil fluoresan gosterir.

Sekil 31. Salkowski deneyi sonucu olusan kirmizi ve yesil halka

2-Liebermann-Burchard Deneyi:

Deneyin Prensibi: Kolesterol, anhidrasetik asit ve siilfirik asitle renk tepkimesi verir ve mavimsi-yesil,
gil renkli bir bilesik olusturur. Kisaca renkler kolesteroliin sllfonasyonu, asetilasyonu ve yeniden
diizenlenmesi ile meydana gelir.

Deneyin Yaplilisi: Bir deney tiipline 1 ml kolesterollin kloroformdaki (%1) ¢ozeltisinden konur. Tipteki
¢Ozelti Gzerine 10 damla asetik asit, 3 damla konsantre H.SO. eklenir ve iyice karistirildiktan sonra
karanlikta bekletilince mor-menekse ve sonunda giil rengi bir renk kolesterol varligini gosterir.

-

Sekil 32. Liebermann-Burchard deneyi sonunda mor-menekse ve giil rengi halka
3- Kolesterol kristallerinin mikroskopta incelenmesi

1ml %40'lik etil alkole birkag¢ parca kolesterol eklenir. Hafifce isitilir. Birkag damla su ilave edilir ve
sogutulur. Cokelti mikroskopta incelenir. Kdseleri kirik rombik sekilli kolesterol kristalleri gdzlenir.

Sekil 33. Mikroskopta kolesterol kristallerinin gériinimu
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SAFRA ASITLERI
Safra asitleri, 24 karbonlu steroidlerdir; kolanik asidin oksi tirevleridirler.

Safra asitleri, yapilarindaki steran halkasinda bir veya daha fazla hidroksil grubu ve 5 karbonlu yan
zincirlerinde bir karboksil grubu icerirler.

Kolik asit :R1=0H,R2=H
| Kenodeoksikolik asit :R1=R2=H

Kolik asit (3,7,12-Trihidroksikolanik asit) ile kenodeoksikolik asit (3,7-Dihidroksikolanik asit), primer
safra asitleri olarak bilinirler.

Deoksikolik asit (3,12-Dihidroksikolanik asit) ile litokolik asit (3-Hidroksikolanik asit) sekonder safra
asitleri olarak bilinirler.

ince bagirsaktaki safra asitlerinin %901 ileumdan emilerek portal dolasim yoluyla karacigere gelirler
ve safra ile tekrar ince bagirsaga atilirlar. Safra asitlerinin ince bagirsaga atildiktan sonra emilerek
karacigere donmeleri ve tekrar ince bagirsaga atilmalari, enterohepatik dolasim olarak tanimlanir.

Safra Renkli Maddeler (Hemoglobin Yikim Uriinleri)

70kg agirligindaki bir insanin kan dolasiminda yaklasik 750g hemoglobin vardir ve her giin yaklasik
6,25 ml’si duretilir ve yikihr. Hemoglobinin yikim drinleri bilirubin ve biliverdin gibi safra
pigmentleridir. Safra pigmentleri metilen ya da metin gruplariyla birbirine bagh 4 pirol halkasindan
meydana gelir. Onlar, karaciger, dalak ve kemik iliginin RES hiicrelerinde biliverdine bagh alfa metin
képrisinin yikimiyla olugan protoporfirinden kdken alirlar. Biliverdin ilk safra pigmentidir ve insan
safrasindaki temel pigmenti olan bilirubine kolayca indirgenir. Bilirubin alblimine baglanarak
plazmadan karacigere tasinir. Karacigerde glukuronik asitle konjuge olarak bilirubin diglukuronid ve
daha az olarak da bilirubin monoglukuronide doénusiir. Konjuge bilirubin safra araciligiyla
karacigerden ince barsaklara akitilir. Burada bakteriyel enzimlerle sterkobilinojene ve lrobilinojene
indirgenir. Urobilinojenin bir kismi {robiline ve sterkobilinojen de sterkobiline okside olur.
Barsaklarda okside olmayan Urobilinojen karacigere doner (enterohepatik dolasim) ve yeniden
safraya salgilanmak Gzere bilirubine okside olur.

Urobilin, sterkobilin gibi barsaklarda normal sartlarda sekillenir. Sterkobilin feges ile atilir ve fecese
kahverengi renk verir.
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ince barsaklar

RES Karaciger 3

Hb 1 2 iirohilinojene

\L Bilirubine | |safra 1 sterkobilinojene
indirgenir indirgenir.

Biliverdin —— £
Urobilinojen sterkobilinojen ve
bilirubine irobilinojenin bir
okside olur kismi sterkobilin ve
iirobiline okside olur.

karacigerden kacan enterchepatik dolasim \I/
iirobilinojen atilan idrarda
iirobiline okside olur.

iirobilinojen kismen Fegesle atilir.
absorbe edilir

4

Sekil 34. Safra renkli maddelerin metabolizmasi

Biliverdin
\I/ indirgenme
Bilirubin

\I/indirgenme

Mesobilirubinojen

Bakterilei/// \Bakteriler

_ Urobilinojen Sterkobilinojen
oksidasyon \l/ \I/ oksidasyon
Urobilin Sterkobilin

Sekil 35. Safra pigmentlerinin sirkilasyonu ve atilimi
A- SAFRA RENKLi MADDELERIN TAYIiNi:

1- Fouchet Deneyi: idrarda safra renkli maddelerin tayininde kullanilan hassas bir deneydir. (ilerde
idrar analizlerinde yapilacaktir.)

2- Gmelin Deneyi:
Deneyin Prensibi: Bilirubinin nitrik asit tarafindan oksitlenmesi ile renkli halkalarin olusmasidir.

Deneyin Yapilisi: Bir deney tipine 1ml nitrik asit ile kibrit ¢opu ilave edilip birkac dakika kaynatilip
sarartilmis nitrik asit’den 2-3 damla ilave edilir. Tabaka yapilacak sekilde sulandirilmis safra ilave
edilince yesil, mavi, menekse ve kirmizi renk halkalar meydana gelir.

Sekil 36. Gmelin deneyi sonucu olusan yesil, mavi, menekse ve kirmizi halkalar.
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3-Rosin Deneyi:
Deneyin Prensibi: Bilirubin’in oksitlenerek biliverdine donlismesi esasina dayanir.

Deneyin Yapilisi: Cok sulandiriimis safra, %1’lik iyot eriyigi (0,7 g iyot, 0,5 g Kl Gizerine 5ml distile su

ilave edilir, karistirildiktan sonra lzerine %95’lik etil alkolden 95ml ilave edilir. Koyu renkli sisede
saklanir.) ile tabaka yapilirsa 1 dakika icinde temas ylizeyinde bilirubinin oksidasyonu sonucu yesil
renkte halka olusur.

Sekil 37. Rosin deneyi sonucu, iyot tabakasinin altinda olusan mavi yesil halka

B- SAFRA ASITLERi TAYiNi

Pettenkofer Deneyi:
Deneyin Prensibi: Pentozlarin yogun siilfirik asit etkisi ile su kaybetmesiyle olusan furfural ve

heksozlarin su kaybetmesiyle olusan 5-hidroksimetil furfuralin, safra asitleriyle kirmizi renkli
kompleks olusturmasi prensibine dayanir.
Deneyin Yapihsi: Fizyolojik tuzlu su ile sulandiriimis safra eriyiginden 1 ml alinir ve igerisinde birkag

sakkaroz kristali eritildikten sonra tizerine yogun sulfirik asit ile tabaka yapilir. Bir kac¢ dakika icinde
kiraz kirmizisi bir renk olusur.

Sekil 38. Pettenkofer deneyi sonucu olusan kiraz kirmizi halka

Deneylerin Amaci ve Onemi: Fouchet, Gmelin ve Rosin deneylerinin ortak amaci bilinmeyen bir

sivida ya da idrarda bilirubin varligini gostermektir. Normal sartlarda idrarda bilirubin bulunmaz.
idrarda bilirubinin varligi patolojik bir durumdur. (Tikanma sariligi, hepatit). Pettenkofer Deneyinin
amaci da ayni sekilde idarda safra asitlerinin varligini géstermede kullanilir. Yani idrara ya da biyolojik
sivilara safra karismis ise bu deneyle pozitif sonug verir.
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ENZIMLER
Enzimler, kendisi pargalanmadan veya degisiklige ugramadan kimyasal reaksiyonu katalizleyen
molekdllerdir; biyolojik sistemlerin reaksiyon katalizorleri, biyokimyasal olaylarin viicutta yasam ile
uyumlu bir sekilde gerceklesmesini saglayan kimyasal ajanlardir. Laboratuvar ortaminda ¢ok yiiksek
veya ¢ok diistk basing, pH ve sicaklikta olusan kimyasal degisme ve reaksiyonlar, canli hicrelerin
bozulmadan kalabildikleri dar basing, pH ve sicaklik araliginda, ancak enzimler araciligiyla
gerceklestirilebilirler.

Kaguk bir grup katalitik RNA molekdllerinin haricinde tim enzimler protein yapisindadirlar. Katalitik
aktiviteleri genellikle proteinin dogal yapisinda olmasina baghdir. Eger bir enzim denatiire olur veya
alt Gnitelerine ayrilirsa katalitik aktivitesi genellikle kaybolur.

Bazi enzimler aktivite gostermek icin bir veya daha fazla anorganik iyona veya kompleks organik veya
metallorganik bilesiklere ihtiya¢ gosterirler. Bu iyon ya da bilesige kofaktér adi verilir. Kofaktor, ya
Fe, Mg¥, Mn?*, Zn?* gibi bir veya daha fazla inorganik iyon ya da koenzim denen kompleks bir
molekldir. Organik bilesik enzimin protein kismi ile cok siki bir sekilde baglanmis ise prostetik grup,
cok siki baglanmamis ve dissosiye olabiliyorsa koenzim adini alir. Katalitik olarak etki gosteren tam
enzime holoenzim denir. Holoenzimin protein kismina ise apoenzim adi verilir.

Apoprotein (apoenzim)

Holoenzim

Enzimin etki ettigi bilesige substrat adi verilir. Enzimin katalizledigi reaksiyonu proteinin tamami
degil, sadece “aktif bolge” adi verilen belirli bir bolgesi etkiler.

Enzim aktiviteleri, enzim Unitesi cinsinden verilir.

1 enzim Unitesi, optimal sartlarda (optimal 1si ve optimal pH) 1 mikromol substrati 1 dakikada riine
donlstiren enzim aktivitesidir; buna internasyonal Unite adi verilir. Glinimizde enzim 6lgim birimi
olarak genelde bu lnite kullanilir; IU veya kisaca U seklinde kisaltilir.

Substratiar Enzim Enzim
aktivasyonu

S
Al

Enzimin tekrar Aktif b6|99
kullaniimasi

‘e Enzim — substrat
Oran C kompleksi

Sekil 39. Enzimatik reaksiyon basamaklari
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Enzimlerin siniflandirilmasi;

1. Oksidorediiktazlar

2. Transferazlar

3. Hidrolazlar

4. Liyazlar

5. izomerazlar

6. Ligazlar

E=Enzim, S= Substrat, ES= Enzim-Substrat kompleksi ve P= Uriin olmak {izere enzim reaksiyonu su
sekilde 6zetlenebilir

k1 ks

E+S —>ES — E+0
k k
2 4

Bir enzimatik reaksiyonda enzim molekiillerinin yarisinin substrata doydugu ve bdylece yari maksimal
hizin gozlendigi noktadaki substrat konsantrasyonuna “Michaelis-Menten sabiti” denir ve K, ile
gosterilir. Enzimatik bir reaksiyon igin Km, baslangi¢c hizini (V) substrat konsantrasyonunun ([S]) bir
fonksiyonu kabul ederek grafik cizmek suretiyle deneysel olarak saptanabilir

[nitial velocity, Vy (xM/min)

Ko Substrate
concentration, [S] (mMm)

Sekil 40. Bir enzimatik reaksiyonun substrat [S], hiz (V) grafigi

Km (Michaelis-Menten sabiti), enzimin substratina karsi olan ilgisini gostermektedir. K. degeri
kiigik olan enzim, substrati icin yiksek bir affinite gosterir; enzim duslik bir substrat
konsantrasyonunda doyarak maksimal hiz saglar. K, degeri 10-6 M (10—-3mM) ve daha disiik olan
enzimler yiksek affiniteli enzimlerdir ki bunlarin metabolizmada biylik 6nemi vardir.

Km degeri biyilk olan enzim, substrati icin dusik bir affinite gosterir; enzimin yari doygunluga
ulagmasi icin daha fazla substrat konsantrasyonu gerekmektedir.

Enzimatik bir reaksiyonun hizi;

-Substrat konsantrasyonuna,

-Enzim konsantrasyonuna,

-Isiya,

-pH'ya,

-Ortamda inhibitér bulunup bulunmadigina,
-Diger faktorlere baghdir.
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Enzimatik dlclimler icin uygun biyolojik materyaller;

Biyolojik sivilar: Kan, BOS, amniyon sivisi, idrar, seminal sivi, eritrositler, I6kositler, doku biyopsi
ornekleri, doku hiicre kaltarleri’dir.

Kan enzimlerinin aktivite tayinlerinde dikkat edilecek noktalar

1-Kan, antikoagulansiz tipe (diz tip) alinmahdir.

2-Kan genellikle venden alinir.

3-Kan alirken hemolizden kaginmahdir.

4-Kan, pihtilasmasindan hemen sonra santrifiij edilerek serum ayrilmalidir.
5-Glinlik taze kan kullanilmasi en iyisidir.

ENZiMLERiI TANIMLAMA DENEYLERI

1-KATALAZ DENEYiI:
Deneyin prensibi: Eritrositlerin katalaz aktivitesi vardir. Katalaz enzimi, hidrojen peroksidi (H,03), su

(H20) ve molekiiler oksijene (O,) pargalayarak hiicre membranlari icin zararh olan H,0;’i zararsiz hale

donlstirdr. Enzim aktivitesi olusan Urdndn (oksijenin) gozlenmesiyle tespit edilir. Buna gore,
deneyde meydana gelen reaksiyon su sekildedir;

H,0, —28laZ__ 1 0+1r20,

Substrat Enzim Uriin

Deneyin yapilisi: Bir deney tipinde 1-2 damla kan, 2-3 ml su ile sulandirihr. Karisim iki tlipe

paylastirilir. Tiplerden birisi kisa slire kaynatilir. Sonra sogutulur. Daha sonra her iki tlipe birlikte
birka¢c damla %3 H,0, eklenir. Deney tipleri, molekiler oksijenden ileri gelen képlirme yoniinden

kontrol edilir.

Sekil 41. Solda katalaz aktivitesi sonucu olusan gaz ¢ikisi, en sagda ise isitildiktan sonraki goriinimu.

Deneyin Amaci_ve Onemi: H,O, kendiliginden fakat yavas olarak su ve molekiiler oksijene

parcalanmaktadir. Katalaz enzimi, H,0, ’ in su ve molekiler oksijene parcalanmasini hizlandirir.
(organik katalizor). Hizlandirilmis bu olayda molekiiler oksijenin cikisi, kabarciklar veya kdplirme ile
belli olur. Boylece eritrositlerdeki katalaz aktivitesi gosterildi. Isi ile bu aktivitenin ortadan kalktig
gozlemlendi.
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H,0 olusumu 0, olusumuna bagh képlirme

Kaynatildiktan sonra oda

sicakligina getirilmis yok yok
kan + H,0,

Oda sicakhgindaki

kan + H,0, var var

Not: Deney kan yerine bir parca patates kullanilarak tekrarlanirsa gaz ¢ikisi gozlenir, clinki patateste
de katalaz enzimi vardir.

Kan veya patates isitildiktan sonra deney yapilirsa gaz ¢ikisi gézlenmez, ¢linkii 1sitma ile bir protein
olan katalaz enzimi denatiire olur ve 6zelliklerini kaybeder.

NUKLEIK ASITLER

Nikleik asitler her hicrede bulunan genler ve kalitsal faktorlerle ilgili protein sentezinin anahtar
maddeleridir. ilk kez hiicre cekirdeginden izole edildigi icin adina “niiklein” yada “niiklein maddesi”
denmistir. Bunlar sadece hiicre ¢cekirdeginde degil hiicrenin diger kisimlarinda 6zellikle ribozomlarda,
mitokondrilerde ve sitoplazmada da bulunurlar.

Nikleik asitler, nikleotidlerin polimerleridir ve bir hiicrede meydana gelen hersey icin dnceden
planlanlayicidir. Baslica nikleik asitler, deoksiribonikleik asit (DNA) ve ribonikleik asit (RNA)'dir.
Nukleik asitler kalitsal bilgileri depolar ve aktarirlar, hiicrelerin en 6nemli ve en biylik molekilleridir.

DNA ve RNA molekilleri bircok bakimdan biribirlerine benzemektedir. Genel yapi bakimindan
biribirinin benzeridirler. Ancak bir takim farkliliklar vardir ve bunlari su sekilde siralayabiliriz.

DNA’nin yapisinda deoksiriboz sekeri, RNA’nin yapisinda riboz sekeri bulunur.
DNA’nin yapisinda adenin, timin, sitozin ve guanin bulunur. Yani DNA’daki timin yerine
RNA’da urasil bazi girmektedir.

3. DNA hemen hemen her zaman cift sarmal yapida bulunur. istisna olarak bazi viruslardaki
DNA tek sarmaldir. RNA’lar hemen hemen her zaman tek zincir halinde bulunurlar. Nadir
hallerde 6rnegin, tRNA yapisinda kismi gift sarmal yapi meydana getirirler.

4. DNA her zaman kalitsal ozelligi tasiyan molekil olarak 6dev yapmaktadir. RNA’lar ¢ogu
zaman yapisal 6dev yapmakta veya protein sentezinde genetik bilginin DNA’dan proteine
aktarilmasinda araci rolii oynamakta ve ancak ¢ok nadir hallerde bazi viruslarda kalitsal bilgiyi
tasiyan bir molekil olarak hareket etmektedirler.

Proteinlerdeki polipeptid zincirleri gibi nikleik asitler de nikleotidlerden kurulur.
Niikleotidler, 1:1:1 oraninda azotlu baz, pentoz ve fosfat olmak Uzere Ug¢ karakteristik
komponente sahiptirler. Azotlu baz ve pentozun birbirine B-N-glikozit bagiyla baglanmasiyla
nikleozid olusur, niikleozide fosfatin baglanmasiyla nikleotid (mononikleotid, nikleozid
monofosfat) olusur.

60



Nucleotide

1. Azotlu Bazlar

Nukleik asitlerin yapisinda yer alan bazlar primidin ve purin bazlar olarak baslica iki gruba
ayrilmaktadir. Primidinler yapilarinda iki azot (N) bulunan ve altigen bir halkaya sahip bilesiklerdir.
Yapidaki numaralama sistemi halkanin altinda bulunan azottan baslar ve saatin isleyis yoniine dogru
devam eder. Nukleik asit yapisinda siklikla yer alan (g pirimidin bilinmektedir ve bunlar sitozin, urasil
ve timindir. Bunlardan timin ve sitozin nikleik asitlerden DNA yapisinda, urasil ve sitozin ise RNA
yapisinda yer almaktadir.

Purinler altigen pirimidin halkasina besli bir imidazol halkasinin baglanmasi ile purin bazlarinin ana
halkasal yapisi olusur. Purin ana halkasal yapisinda numaralama pirimidin altigen halkasinda bulunan
yukaridaki azottan baslar ve saatin isleyis yoninin aksine devam eder ve imidazol halkasinda ise
tekrar saatin isleyis yoninde numaralama devam eder. Nukleik asitin yapisinda baslica iki purin baz
bulunmaktadir ve bunlar adenin ve guanindir.

Daha az siklkla rastlanan purin bazlari ise ksantin, hipoksantin ve lirik asittir. Dogal olarak meydana
gelen bu purin bazlari daha ¢ok purin metabolizmasinda rol oynamaktadirlar.

(a) (b)
4 [
- oy g LN 5 N. 7
8
R Vil F g4 TN
1 3
H
Primidin halkas1 Purin halka sistemi
2. Pentoz

Niikleotidlerdeki pentozlar, D-riboz ve 2-deoksi-D-Ribozdur. Her iki pentoz tipi de niikleotidlerde B-
furanoz formunda bulunurlar. Bir purin veya pirimidin bazinin riboz veya deoksiriboz sekerinin 1.
karbonuna baglanmasi ile nukleozitler meydana gelmektedir. O halde iki sinif nukleozit
bulunmaktadir. Bazlarin riboz sekerine baglanmasi ile ribonukleozitler, deoksiriboz sekerine
baglanmasi ile de deoksiribonukleozitler ortaya ¢ikmaktadir.

3. Fosfat

Nukleotitleri, nukleozitlerin fosfat esterleri olarak tanimlayabiliriz. Nikleotidlerdeki fosfat, fosforik
asittir (HsPO4). Fosfat grubu 5 karbonlu riboz sekerinin 2., 3. ve 5. karbonlarina bagh hidroksil gruplari
ile ester bagi yaparak nikleotitleri olusturular.
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— Riboz (RMHAa da)

— = o koarlar

—ip= Dook=ir boz (D2 dad

I A kot

= Fo=fgt —m= Fooforik At (DA we BRAS dgl

Adanin
Fo=tat
Seker Drganik Baz Firimler | (DA we RS da)
Suanin
Eir MOk lectidin & pi=si (DA wa RNA da)

—a Egzilr

— Sitozin
(DA v RMAdE)

Frirmmidinlar = Tirmin (D2 dal

—a Lirasil (R A da)

i s b= P xss Tl pogl |

Azotlu Baz - Niikleozit i
- +

A T Y RS .0 5 S Lo P s

Timin ! : Timidin : : _ Timidin
: = i 3 (TMP)
RSN TP Tt} it monofosfat
g o T ER D M T
_ Sl Ty 4 b == T ) i BT e —
.| Urasil 1 Uridin i ~ Uridin %
3o iR (S e S e S e e (] — = (UDP)
i 00 o5 0N M [ T O 1N T difosfat
AR T e o R 1. I
Sitozin i sitidin | B Sitidin NS
B SENET | e (CMP)
il ' - monofosfat
5 B 9 il 8 2 A0S
|
Guanin l Guanozin - Guanozin
| ] (GTP)
Pt = trifosfat
23 = s i e v
t : a -
Adeni l Adenozin - Adenozin
enin f : (ATP)
e R = i trifosfat

Sekil 42. DNA ve RNA’nin yapisina giren nikleozit ve nikleotitler
NUKLEIK ASIT DENEYLERI
Niikleik Asit Deneylerinde On islemler:

Kasta niikleoproteinler halinde bulunan nikleik asitlerin gdsterilmesi igin hidroliz islemiyle protein ve
nikleik asit kurucularinin ayrilmasi gerekir. Bunun igin bir deney tlpinin igine 0.5 g kas ve 8-10 ml %
10'luk Trikloro asetik asit (TCAA) kunur. Kaynar su banyosunda 10 dakika kaynatilir. RNA'nin hidroliz
Urlnleri HsPO4, riboz, adenin, guanin, sitozin ve urasil ve RNA ‘nin hidroliz Grlinleri ise H3POa,
deoksiriboz, adenin, guanin, sitozin ve timin’dir. Stziilerek ¢oken proteinler ayrildiktan sonra, elde
edilen siiziintldeki nikleik asit bilesenleri asagidaki testlerle gosterilir.
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1-FOSFAT VARLIGININ GOSTERILMESi (AMONYUM MOLIBDAT iLE)

Deneyin prensibi: Fosfat iyonlari amonyum molibdat ile sari renkli amonyum fosfomolibdat ¢okeligi

verirler.

Deneyin yapilisi: Bir tiipe elde edilen hidrolizattan 1 ml alinir ve Gzerine 1 ml amonyum molibdat

ilave edilir, kaynatilir. Olusan sari ¢okelek fosfat iyonlarinin varligini gésterir.

Amonyum molibdat ¢ozeltisinin hazirlanisi: 45 g amonyum molibdat 150 ml distile suda ¢ozilir.
Uzerine 250ml derisik HNOs ‘in 500ml distile sudaki ¢6zeltisi damla damla ilave edilir ve distile su ile
litreye tamamlanir.

2-PENTOZ VARLIGININ GOSTERILMESi

Deneyin prensibi: Pentozlar kuvvetli asit ortamda isitildiklari zaman furfuralleri verirler. Furfuraller de

Bial ayiraci icindeki fenol bilesigi olan orsinol ile mavi-yesil renkli bilesikleri olusturur. Bu reaksiyonu
niikleotidlerde bulunan pentozlardan sadece riboz vermektedir.

Oy H CH,OH
o 6. GHO
H-—OH -3Hzﬂ
H—toH —— 11 OII N\ /
H——-0H
CH,O0H C.H;OH Furfural
D- Riboz D-Ribuloz
CHy CHy
+ \ / —\'} FeCl, oksidasyon ©
HO OH oH ——— HO OH
. Furfural
Orsinol ,\
(renksiz) (renksiz) O ! OH
CH3
R= furfuril (renksiz) R=furfuril (mavi- vesil renkli)

Deneyin Yapilisi: Bir deney tiipiine 1 ml hidrolizat alinir. Uzerine 2 ml Bial ayiraci ilave edilir ve ¢iplak

alevde isitilir. Yesil rengin goriilmesi pentoz varligini gosterir.
] s

Sekil 43. Nukleik asitlerin varliginin gosterilmesi, sagda fosfat varliginin gosterilmesi, solda Bial
deneyi ile riboz varliginin gosterilmesi.
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3- PURIN BAZLARININ GOSTERILMESi (GUMUS NIiTRAT iLE)
Deneyin prensibi: Plrin bazlari gimis tuzlari ile ¢c6zinmeyen beyazimsi ¢okelek olustururlar.

Deneyin Yapilisi: Bir deney tiipiine 2 ml hidrolizat alinir. icerisine bir parca kirmizi turnusol kagidi

atilir. Turnusol kagidinin rengi kirmizidan maviye déniinceye kadar damla damla amonyak ilave edilir.
Daha sonra deney tlplne 1-2 ml %2,6 AgNOs konur. Olusan beyazimsi ¢okelek purinlerin varhigini
gosterir.

PROTEINLER

Proteinler, yaplarinda karbon, oksijen, azot ve hidrojen yaninda iz miktarlarda kikirt, fosfor,
demir, cinko ve bakir ve benzeri maddeler iceren, hayat icin son derece gerekli organik bilesikleridir.
Tim biyolojik olaylarin yonetiminde c¢ok ©6nemli rol oynarlar. Katalizleme (enzim), tasima
(hemoglobin, transferrin, albumin) ve depolama gibi.

Proteinlerin yapi tasi amino asitlerdir. Proteinlerde bulunan amino asitler monomer,
proteinler ise polimerlerdir. Amino asitler C, H, O ve N igerirler. Aralarinda iki tanesi sistein ve
metiyonin ayrica S (kikdrt)’ de icerir.

Sekil 44. Bir amino asidin genel formuli

Amino asitler, yapilarinda hem amino (-NH,, bazik grup) hem de karboksil grubu (-COOH,
asidik grup) tasiyan bilesiklerdir. Bu gruplar ayni karbon atomuna baglidir. Bu nedenle alfa amino
asitler denir.

Dogada 300 kadar farkli amino asit bulunmaktadir. Amino asitlerin standart amino asit diye bilinen 20
tanesi, DNA tarafindan kodlanan ve proteinleri olusturan birimlerdir. Standart amino asitler, tg harfli
kisaltmalar ve tek harfli sembollerle gosterilirler.

Tablo 4. Standart amino asitler ve kisaltmalari

Amino asit Kisaltma Amino astt Kisaltma
Glisin Gly G Treonin Thr 15
Alanin Ala A Sistein Cys S
Valin Val V Metiyonin Met M
Lésin Leu § & Asparajin Asn N
Izolésin Tle I Glutamin Gln Q
Prolin Pro P Aspartat Asp D
Femnlalanin Phe F Glutamat Glu E
Tirozin Tyr Y Lian Lys K
Trptofan Trp W Arpnin Arg R
Senn Ser S Histidin His H

64



‘ H glisin

= CH, alanin

AMING ASITLERIN YA PISI P -
H Burada cesilli A _,:H’_j_f,\ . .
gruplanna baglanir. ,— /  Tenilalanin
i
3
0] N ":”F'ﬂ?‘ lasin
H H 2.
= ‘::; / HH;
asit gruby  AminG grubu |
e cr— H*-(i’ asparajin
Temel amino asit parcas o

YAMEKLER
}—%ﬂ Ei—I—I:H;- CH;  izoldsin
H i CHy
- CH:
H \CHS

Standart amino asitler, R yan gruplarinin 6zelliklerine polarite veya biyolojik pH’da su ile etkilesmeye

egilim ozelliklerine gore siniflandirilirlar:

1-ALIFATIK ZINCIiRLi AMiINO ASITLER

Alanine (Ala) A alire {Val) W Leucine {Leu) L lscleucing (k) |

Ghecine (Gly) G

Hidrofobiklik artar

\

2- SIKLIK AMINO ASIT
Alifatik amino asitlere benzer.Yan zinciri halkali olmasina ragmen alifatiktir. Bununla birlikte halka

yap! esnek olmadigindan proteinlerin kivrilma katlanma bélgelerinde bulunmaz.

GH,
chictl,

Froline {(FPro} P
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2-AROMATIK ZiNCiRLi AMINO ASITLER

Phenylalanine (Fhe) F Tyrosine (Tyr) Y Tryptophan (Trp) W

3-YAN ZINCIRINDE HIDROKSIL GRUBU TASIYAN AMINO ASITLER

OH

Sering (Ser} § Thregnineg (Thr) T

4- YAN ZiNCIRINDE TiYOL GRUBU TASIYAN AMINO ASITLER

Cysteine (Cyst G Methicnine (Met) M

6- ASIDIK (NEGATIF YUKLU) YAN ZiNCIiRLIi AMINO ASITLER VE AMIiDLERI

Aspartic acid (Asp) D Glutamic acid {Glul E Asparaging (Asn) W Glutaming (Gin) Q)

“ W,
~ - ~ -

pH 7’de (-) yuk tasiyan amino asitler Yiksiiz yan zincirlere sahiptirler,
ancak zayif polar 6zelliktedirler.
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7- BAZIK (POZITiF YUKLU) YAN ZiNCIRLI AMINO ASITLER

Lysine (Lys} K
o
YT
En az bazik amino asit.
Fizyolojik pH’da proton Fizyolojik pH’da daima (+) ylkliidir.

alisverisi yapabilir.
Enzimatik reaksiyonlarda 6nemli rol oynar.

BAZIKLiK ARTAR

>

Glisinden (Gly, G) baska bitlin standart amino asitlerde a-karbon atomu asimetriktir.
Glisinden baska bitin standart amino asitler optikce aktif iki sterecizomere veya enantiyomere
sahiptirler. Protein molekiliindeki amino asitler, L-stereoizomerlerdir.

Hem asidik (-COOH ) hem de bazik (-NH) gruplara sahip molekillere Amfoter molekiiller denir.
Amfoter bilesiklerin molekdlleri i¢ tuz olusturabilirler. Buna Zwitterion denir.

Proteinlerin Amfoter Ozelligi:

Proteinler ylzeylerinde pozitif ve negatif elektrik yikler tasiyan polielektrolitlerdir. Yiiklerin
tam sayisi amino asitin kompozisyonuna ve ortamin pH’sina bagimlidir. izoelektirk nokta pH’da (pl)
pozitif ve negatif yiklerin sayilari esittir. pl proteinden proteine degisir.

Bir standart amino asit, kendisi icin karakteristik olan izoelektrik nokta degerine esit pH
ortaminda net elektrik yik tasimaz ve elektriksel alanda go¢ etmez; izoelektrik nokta degerinden
ylksek pH ortaminda bazik anyon seklindedir ve elektriksel alanda anoda gog eder, izoelektrik nokta
degerinden disiik pH ortaminda asit katyon seklindedir ve katoda gog eder.

pH 1 Net charge +1 pH 7 Net charge 0 pH 13 Net charge -1

®)

COOH O COO™ Q COO™
A A
* . 4 ~ + 3 3 ~ X
HN C H H,N C H H,N C H
R R R
Cationic form Zwilterion (newutral) Anionic form

Sekil 45. Amino asitlerin farkli pH’lardaki yik dagilimlari
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Peptitler ve peptit baglari: Amino asitler, bir amino asidin alfa karboksil grubu ile diger bir amino
asidin alfa amino grubu arasinda kurulan bir amit bagi ile birbirlerine kovalent olarak baglanabilirler.
Bu baga peptit bagi denilir.

[ o

Dipeptit

Alanine

|
] Tripeptit

AT-0-C

Tetrapeptit

Polipeptit

Glycylalanine

Sekil 46. Peptit baginin gosterilmesi

PROTEINLERIN KALITATIF ANALIZLERI
Proteinlerin reaksiyonlari,

1- Proteinlerin renk reaksiyonlari

2- Proteinlerin presipitasyon reaksiyonlari

1-PROTEINLERIN RENK REAKSIYONLARI:

1- BiURET DENEYi:

Deneyin Prensibi: Alkali ortamda bakir iyonlari peptit baglarindaki azot ile mor renkli kompleks
olusturur. Bu kompleksin adi “bitiret”’tir. Bakir sulfat, mor renk vermek lzere proteinlerdeki peptit
baglariyla selat yapan bakir hidrokside ceuvrilir.

Biliret reaksiyonu en az iki peptit baginin varliginda gergeklesir. Bu nedenle serin, threonin ve
histidin disindaki amino asitler ve dipeptitler Biiiret reaksiyonunu vermezler.

n_
|
o

|
o —=¢C
Protein + NaOH + Cu350 =———————>) \NHx ~NH 4
R =N
CHR e “Cu+2” -~ CHR
| e |
0 —c e e - c=o
“NH 7 "~ NH

Sekil 47. Biliret reaksiyonu sonucu olusan bakir peptit kompleksi

68



NHo MNH2

0=C C=0
\ /
/NH H_N\
0 :? ‘~_‘\ f,"l c|; —Q0
NHz "5 NH
s e
NH; 0—c¢C o=c N, C=o0
| 180°C \ Cu2* i
| —0 — NH + NHg ——> },NH HN\
NH2 D:C|3 O:(]; | :O
Ure NHz Nz e
Biiiret Cu kompleks

Sekil 48. Ure’nin i1sitilmasiyla olusan bakir tire kompleksi

Deneyin Yapilisi: 1 ml protein ¢dzeltisi ve 1 ml % 10’luk NaOH c¢ozeltisi karistirihr. Uzerine birkag

damla %1 lik Cu,SO4 (Fehling A’daki bakir stlfatin 1/10 dilisyonu ile hazirlanir.) ¢ozeltisi eklenir._Mor
menekse renk meydana gelir ve peptit baglarinin varligi gosterilir.

Deney sirasinda dikkat edilecek noktalar: Dillie bakir stilfatdan 2 damladan fazla ilave edilmemelidir.
Aksi taktirde mor renk yerine mavi renk (Cu(OH),’in asiri olmasi ylziinden) meydana gelir. MgS0O, ve
NH4(SO4 ); bu testi interfere eder. Bu nedenle, test bu tuzlari iceren sollisyonlarda yapilmamalidir.
Ayrica bakir siilfat toksik ve irritandir. Goze, deriye ve elbiselere temas ettirilmemelidir.

Deneyin Onemi ve Amaci: Proteinler icin genel bir testtir. Reaksiyon, 180°C’de isitildiginda bu teste

cevap veren 2 mol Urenin kondenzasyonuyla biliret (NH,-CO-NH-CO-NH>) (sekil 46) sekillendigi icin
boyle isimlendirilmistir. Pozitif reaksiyon igin en az 2 peptit baginin yani 3 amino asidin bulunmasi
sarttir. Bu test, bir peptit bagindan fazlasini iceren tim bilesikler, 6r. proteinler ve onlarin hidrolitik
Urinleri (metaproteinler, proteozlar, peptonlar, polipeptitler, dipeptit ve amino asitler harig) igin
pozitiftir. Bu test, tek bir azot ya da karbon atomu araciligiyla ya da direkt olarak iki karbamil (-
CONH,) grubu iceren maddeler i¢in de pozitiftir. Bu nedenle non-proteinler, 6r. oxamid ve biliret
pozitif sonug verir. Bu deney proteinlerin kantitatif hesaplanmasinda da kullanilabilir. Kreatin gibi
insolubl proteinler Biliret testini negatif verirler. Biyolojik materyallerde proteinlerin taninmasinda
kullanilan hassas ve yaygin bir testtir.

2-KSANTOPROTEIN DENEYi:
Deneyin Prensibi: Artan 1sida gicli nitrik asit ile muamele edildiginde tirozin ve triptofandaki benzen

halka sistemi sari bir presipitat olusturur. Sari presipitat alkali ortamda iyonize olarak turuncu renge
donisdr. Tirozin ve triptofan tasiyan birgok protein bu reaksiyonu pozitif verir.
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F‘JLD_ 'N+_O_
2 HNO
%@DH @0“ S }w( f>_ONa
aromatik amino asit San

turuncu-san

Sekil 49. Ksantoprotein deneyinin reaksiyonlari

Deneyin Yapilisi: 1 ml protein ¢ozeltisi ve 0.5-1 ml derisik HNOs(nitrik asit) ilave edilir. Deney tipiinde

irreverssibl denatiirasyona bagli olarak beyaz bir ¢okelek olusur. Tip isitilirsa olusan nitrozo bilesikleri
nedeniyle renk sararir ve ¢okelek isiyla pthtilasgir. Tlp sogutulduktan sonra tizerine 2 ml yogun NaOH
veya NHs; eklenirse sari renk portakal sarisina donisur.

Deneyin Onemi ve Amaci: Aromatik amino asitler igin spesifik bir testtir. Sari renk, benzen halkasi

iceren amino asitlerin nitro tirevlerinin olusumuna bagl olarak olusur. Bu reaksiyon nitrik asitle
deride sarimsi lekelerin olusumunun da temelini olusturur. Bu sartlar altinda fenilalaninin nitrasyonu
olusmaz ve tek basina fenilalanin zayif pozitif sonug verir.

3-NiNHIDRIN DENEYi:
Deneyin Prensibi: Ninhidrin sari renklidir, amino asit ile mavi renge doner. Ninhidrin serbest a-

amino gruplari ile reaksiyona girer. Bu grup tim amino asitlerde, protein ya da peptitlerde bulunur.
Ninhidrin deneyi ile mikrogram (ug) miktarlarda amino asitler belirlenebilir. Asiri ninhidrin ilavesinde
renk mora doner. Renk yogunlugu amino asit konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Ninhidrin,
mavimsi-mor renkli bir kompleks olusturmak Uzere serbest amino asitler ile reaksiyona girer.
Ninhidrin gicli okside edici bir ajandir ve alfa amino asitlerin oksidatif dekarboksilasyonu sonucu bir
aldehit meydana getirir. Boylece indirgenen ninhidrin (hidrindantin) daha sonra amonyak ile
reaksiyona girer ve bir diger ninhidrin molekili mavimsi mor renk olusturur. Sirasiyla su reaksiyonlar
olusur:

1- Alfa amino asit + ninhidrin — redikte ninhidrin (hidrindantin)+ aldehit + CO; + NH; +

H.0
2- Hidrindantin + NHs+ ninhidrin ——— mavimsi mor renkli kompleks

Ozet olarak;
Alfa amino asit + 2 ninhidrin ———CO; + aldehit + mavi kompleks + 3H,0

o o
o}
= o . JJ\ i /_R
‘ + - - ‘ N—CH
oH W o N
o . | = COzH
MHs

e yar . Amino asit . P . .
Ninhidrin rediikte ninhidrin-amino asit

o
Sy o

- | NHz  + )L + 0z
= H

R

o aldehit

hidrindantin
a o] o o]
s S OH TR e
‘ MNHz + ‘ - M ‘
= L OH e S
(e} o] e} o]
mavimsi mor kompleks

ninhidrin

hidrindantin

Sekil 50. Ninhidrin deneyinin reaksiyonlari
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Deneyin Yapilisi: 1 ml amino asit ¢ozeltisi (%0,1’lik fenilalanin, tirozin v.b) alinir ve Gzerine 5 damla %

0,1 ninhidrin eriyigi (asetonda hazirlanir) ilave edilir. Karisim 2 dakika kaynatilir. Mavi-mor renk
(menekse) rengi olusursa reaksiyon pozitiftir. Protein ¢ozeltisinin pH’si 7 olursa daha giizel bir renk
olusur. Serbest amino asitlerin varligini gésterir.

Deney sirasinda dikkat edilecek noktalar: Ninhidrin-aseton ¢ozeltisi alev alici, toksik ve irritandir.
Bunzen bekiden uzakta tutulmalidir. Goz, cilt ve elbiselerle temas ettirilmemelidir.

Deneyin Amaci ve Onemi: Bu test tiim alfa amino asitler igin pozitiftir. Prolin ve hidroksi prolin

imino asitlerdir ve bunlarin alfa amino grubu yoktur. Bu nedenle onlar ninhidrin ile sari bir renk verir.
Asparajin ve glutamin gibi amid gruplu amino asitler kahverengi renk olusturur. Ninhidrin testi bir
¢ozeltideki proteinin varligini dogrulamak igin ilave bir test olarak kullanilabilir. Bu test serbest
amino ve karboksil gruplari iceren tim amino asitler icin pozitiftir. Bu nedenle proteinler, peptonlar,
peptitler icin pozitiftir. Sayet verilen bir ¢ozeltide Biliret testi negatif ise ve ninhidrin testi pozitif ise
bu durum verilen ¢ozeltide serbest amino asitlerin bulunduguna isaret eder. Ayrica bu test,
kromatografide amino asitleri belirlemek igin kullanilir. Ninhidrin adli tipda parmak izini
belirlemede ¢ok yaygin olarak kullanilir. Parmak izinden dokiilen proteinlerdeki aminler ninhidrin
ile karekteristik mor menekse renk verir.

Sekil 52. Proteinlerin renk reaksiyonlari (sagdan sola biliret, ksantoprotein ve ninhidrin)

2-PROTEINLERIN COKTURME REAKSIYONLARI
Proteinler degisik boyut, sekil ve ylkde bilylk molekillerdir. Biyolojik agidan onemli

proteinlerin ¢ogu suda erirler. Proteinlerin suda erimelerini saglayan sebepler sunlardir:

1- Proteinlerin ¢ozindrlikleri, molekildeki polar hidrofilik ve nonpolar hidrofobik gruplarin
dagihmina ve oranina baghdir. Protein molekiilinin i¢c kisminda hidrofob amino asitler, dis
kisminda hidrofilik amino asitler bulunur. Hidrofilik amino asitlerin su molekilleri ile
etkilesimleri sonucu proteinler eriyebilirler.
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2- Proteinleri olusturan amino asitlerin yan zincirleri (+) ve (-) ylik tasirlar. Fizyolojik pH’da net
ylk c¢ogunlukla (-)'dir. Bu sekilde proteinler iyon gibi (6r: NaCl) suda eriyebilirler. Proteinler
izoelektrik noktalarinda (+ ylik = - yik) suda erimezler. Clinkl net yukleri sifir (0)’dir.

Proteinler aklioz ortamlarda koloidal sistemler sekillendirirler. Kolloidal sistem 1-200
mmikron capa sahip partikiilleri bulunduran sistemlerdir. SollGsyondaki proteinin stabilitesi yik ve
hidrasyonun (partikillerin etrafindaki su molekilleri) derecesine baglidir. Proteinin polar gruplari (-
NH,, COO", OH") etraflarinda hidrasyon tabakasi olusturmak icin suyla iliskiye girer. Kollodlerin
cesitleri;

a) Suspansoidler: Suspansoidler molekiliin ylizeyindeki elektriksel yiklerle stabilize edilir.

b) Emdlsoidler: 1-Molekilin yizeyindeki elektrik yikleri, 2- Molekilin etrafindaki hidrasyon
tabakasi ile stabilize edilir.

Proteinler presipite eldirler;

1- Hidrasyon tabakasi uzaklastirilarak,

2- Elektriksel yiklerin notralizasyonuyla,

3- Denatiirasyon (natif proteinlerin yapisinin bozulmasi, biyolojik aktivitesinin kaybi)

4- Proteinleri izoelektrik noktalarina ayarlayarak. (¢linkii izoelektrik noktalarinda proteinler
yuksuzdir ve ¢okerler.

. : -
— —

Pozitif yiiklii emulsoid izoelektrik emiilsoid Megatif yiiklii emiilsoid

Dehidrasyon ; Dehidrasyon
Dehidrasyon
+

+ yiikiin uzaklagtinlmasiyla yiikiin uzaklagtinlmasiyla

+ O
+ + alkali yada elektrolitlerle —

+ asit yada elektrolitlerle  _

presipitat

Sekil 53. Proteinlerin ¢oktirilmesinin temel mekanizmalari

Proteinlerin Presipitasyonunun Onemi;

1- Presipitasyon, kan plazmasi, BOS gibi biyolojik sivilardaki proteinleri ayirmada kullanilir. Ure,
seker, kreatinin gibi kimyasal bilesenleri analiz etmeden 6nce bu analizleri bozacag icin
proteinler presipite edilerek uzaklastirilir.

2- Presipitasyon, protein karisimindan 6zel bir proteini ayirmak icin (6r. amonyum siilfat ile
doyurularak serumdan albliminin presipitasyonu) kullanihr.

3- HgCl; (siiblime) dezenfektan olarak kullanilir. (bakteri proteinlerini ¢oktlirerek o bolgede
sabitledigi icin.)

4- Baz hastaliklarda idrara protein karisir. Bu protein gozle goriilemez, fakat idrara protein
¢Oktlirlici madde eklenirse protein ¢oker.
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A- TUZLARLA PROTEINLERIN PRESIPITASYON

1-AMONYUM SULFAT iLE COKTURME
Deneyin Prensibi: Protein presipitasyonuna yol acan ylizey yiklerinin notralizasyonu ile hidrasyon

tabakasinin adsorbsiyonuna yol agcan amonyum silfat gibi nétral tuzlar ilave edilir. Olusan presipitat
Uzerine birkag damla su eklenirse tortu tekrar ¢ézinir. (reversibl denatiirasyon)

H,0
2!
H0 Hy0 H,0
H,0 H20 H,0
2 2
Hlu +[NH4]2504—7 ’
H,0
2
H,0 - Hy0 Hy0
H,0 Coker
2
H,0 Hy0
H,0
+ Hy0 —7 H,0 2!
tekrar ilave edilirse H,0
H,0
H,0

protein tekrar ¢oziinir hale geger.

Sekil 54. Amonyum siilfat ile proteinlerin ¢oktiirtilmesi

Deneyin Yapilisi: 2ml plazma ya da serum (NaCl ile sulandiriimis) ve 2 ml doymus amonyum siilfat

(4M) kanstiriir. 5 dak. bekletilir. Beyaz bir presipitat olusur. Boylece globulinler ¢oker. Karisim
slzlllr. Sizintlye erimeyinceye kadar toz halinde amonyum siilfat ilave edilir. Bu kez de albimin

¢oker. Uzerine distile su eklenince tekrar ¢dziiniir hale geger (reversibl denatiirasyon).

v

| ]
Sekil 55. Amonyum siilfat ile albiminin ¢oktirtlmesi (1), su ilavesiyle tekrar ¢6zlinlr hale dontismesi
(reversible denatirasyon) (Il)

Sonug olarak, Proteinin ¢6zlinlirligl ortamin iyonik konsantrasyonuna baghdir. Bu nedenle, tuzlarin
kiigik miktarlarinin varligl protein iliskisinin azalmasina neden olarak protenin solubulitesini arttirir.
Buna salting-in denir. Protein saflagtirmada ve agsi liretiminde bu yontemden yararlanilir.

Proteinin ylizey alanina bagh olarak gerekli tuz miktari degiskendir. Yiiksek molekiil agirhikh bir
proteini presipite etmek icin gerekli tuz miktari daha azdir. Albiimin gibi daha kii¢clik molekdller
relatif olarak blylk ylizey alanina sahiptir. Bu nedenle etrafinda daha ¢ok su molekili tutar ve
presipitasyon icin daha ylksek konsantrasyonda tuz gerektirir. Bu nedenle albimin doymus
amonyum siilfat ile presipite olur. Kazein ve jelatin yari-doymus amonyum siilfat ile presipite olur.
Clnka yuksek molekiler agirliga sahiptir.
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B-iZOELEKTRIiK PRESIiPITASYON

1- KAZEININ PRESIPITASYONU:
Deneyin Prensibi: Proteinlerin ¢ozlinirlGgl izoelektrik pH’larinda minimumdur. Cinkl protein

molekdlleri bu pH’da elektriksel olarak nétraldir.
Deneyin Yapilisi: 2ml kazein (siit) ve 3 damla bromkrezol moru (ya da vyesili) indikatér olarak

damlatiir (mavi renk olusur) ve karistinilir. %1 asetik asit damla damla ilave edilir (sari renk
olusuncaya kadar). Sari renk goriliince pH=4.6"ya yakin demektir. Sonucta lor gibi presipitat olusur.
pH=4,6'da kazein ¢cokmdstar.

Sekil 56. Sttdeki kazeinin ¢oktirilmesi

Onemli noktalar: Molekiiliin yiik tasimadig pH izoelektrik nokta ya da izoelektrik pH(pl) olarak bilinir.
izoelektrik pH’da,

Net yik sifirdir.

Elektriksel alanda hareket etmez.

En az ¢ozlnUrliktedir.

Tampon kapasitesi ve viskozitesi minimumdur.

Presipitasyon maksimumdaur.

Bromkrezol yesilin pH aralig1 4-4,6'dr.

Kazeinin izoelektrik pH’si 4,7'dir.

insan albiimininin izoelektrik pH’si 4,7’dir.

Proteinler izoelektrik noktada ¢ok az ¢ozlinlrler yani ¢okerler.

Kazein pH=4,6 izoelektrik noktada presipite olur ve yiiksek asidik ya da alkalik sollisyonlarda yeniden
¢Ozundar.

Sut kesildiginde, kazein beyaz bir lor olusturur. Clinkii fermentasyonda laktik asit olusur. Laktik asit
kazeinin pH’sini izoelektrik noktaya disurir ve kazein presipite olur. Sipernatant sit serumu olarak
isimlendirilir.

C-ORGANIK SOLVENTLERLE PRESIPITASYON

1- ETiL ALKOL iLE PRESIPITASYON
Deneyin Prensibi: Sollisyondaki protein suyla hidrojen baglari olusturur. Aseton, eter, ya da etanol

gibi organik solventler sulu protein ¢ozeltilerine ilave edilirse, sollisyondaki proteinleri saran su
molekdllerinin konsantrasyonunu azaltir ve bu nedenle hidrojen baglarinin sayisi azalir. Ortamin
dielektrik sabitesi de agregasyon, presipitasyon ve proteinlerin denatlirasyonuna sebep olarak azalir.
Soguk organik ¢oziicilerle proteinler reversibl olarak ¢oktirulebilir.

Deneyin Yapilisi: 1 ml protein ve 2 ml etanol karistirilir. Beyaz presipitat sekillenir. (alkol ile

proteinleri presipite etmek i¢in protein elektrolit formda olmalidir. Bu tuzlu suda proteini ¢ozerek
yapilir.) Bu karisimin yarisi diger tiipe alinir ve (izerine birden bire bir miktar su eklenirse tortunun
eridigi gorulur. Diger yarisi bir stire bekletilip daha sonra su ilave edilir. Bu kez denatiire proteinin
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erimedigi gorilir. Clnku organik eriticiler proteinleri yavas yavas denatlire ederler. Denatlirasyon +4
°C’de yavastir. Oda isisinda hizhdur.

H,0
l
Ho B0 )0
0 0 Hy0
H,0 i
7 etilalkol
0 ) 0
Hy0 (Oker
Sekil 57. Etil alkol ile presipitasyonun mekanizmasi Sekil 58. Etil alkol ile proteinlerin ¢oktirilmesi

D-ALKALI AYIRAGLARLA PRESIPITASYON

1- ESBACH AYIRACI iLE PRESIPITASYON
Deneylerin Ortak Prensibi: Alkaloidlerin negatif yUklG iyonlar, protein (zerindeki pozitif yuki

notralize ederek presipitasyonla sonuglanan denatiirasyona neden olur.

- Tungstik asit, fosfotungstik asit, TCAA, pikrik asit, stlfosalisilik asit ve tannik asit glicli protein
¢Oktiren ajanlardir. Bu asitler, sayet proteinler net pozitif yik tasiyorsa ortamin pH’sini disirir.
Protein katyonlar negatif ylkli iyonlarla protein-tungstat, protein-pikrat gibi yogun kiimeli presipitat
olusturmak Uzere elektrostatik olarak kompleks olustururlar.

-Sulfosalisilik asit ile c¢oktlirme idrarda protein varligini gostermede kullanilir. Ayrica BOS’daki
proteinleri tanimlamada kullanilir.

-Kan bilesenleri fotometrik olarak hesaplanacaginda proteinler analizleri engeller. Bu durum alkali
ayiraclarla proteinlerin ¢oktiirtilmesi sonucu ortadan kaldirilir.

Deneyin Yapilisi:

-1ml protein ¢ozeltisi lizerine 1 ml Esbach ayiraci ( pikrik asit ve sitrik asit karisimi) eklenir ve sari
presipitat olusur.

+ + +
. + + +
+
+ .
protein . + H —_—, protein |,
+ sitrik asit + +
+ +
+ _ + o+
+ 0
+ +
NO,
+ + NO,
protein + + protein-pikrat ¢oker
+
+
* +
+ +
Nt}z

sitrik asit

Sekil 59. Esbach ayiraci ile proteinlerin presipitasyon mekanizmasi
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2- TRIKLORO ASETIK ASIT (TCAA) iLE PRESIPITASYON

Deneyin Yapilisi: 1ml protein ve damla damla %10 TCAA (triklor asetik asit) ilavesiyle beyaz

presipitat olusur.

+ + +
5 + +
+
+ .
protein | - + H E— protein |,
+
R + TCAA'den gelen + .
i hidrojenler + o+
+ + + B
+ + CI 0]
-
protein |, + _C_r‘; ) Protein-trikloro asetat
¥ + 70 ” tortusu
c
+
+ o+ * Triklor asetik asit

(-) yiikler (+) yiikleri nétralize eder ve partikiil ¢oker.

Sekil 60. TCAA ile proteinlerin presipitasyonun mekanizmasi

.'1‘

~

Sekil 61. TCAA ve Esbach ayiraci ile proteinlerin ¢oktirialmesi
E-AGIR METAL iYONLARIYLA PRESiPiTASYON

1- CuSO,iLE PRESIPITASYON

Deneyin Prensibi: Proteinler, izoelektrik nokta pH’larinda zwitterion (i¢ tuz) formundadirlar. Yani (+)
ve (-) yukleri bir birine esittir. izoelektrik noktanin tizerindeki pH’da (genellikle alkali ortamda) negatif
yukld iyonlar (anyonlar) olarak bulunur. Béyle bir soliisyona agir metallerin tuzlari ilave edilirse,
pozitif yukli metal iyonlari protein anyonlari ile insolubl (suda ¢6ziinmeyen) tuzlar olusturabilir ve

metal proteinatlar ¢okerler. Bu nedenle ayirag ilave etmeden 6nce proteini alkali yapmak gerekir.

+2
+ Cu y Cu

+3 Fe
coker

Sekil 62. CuSQ,ile proteinlerin presipitasyon mekanizmasi
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Deneyin Yapihisi: 1ml proteine %10 CuSO. damla damla ilave edilir. Mavi presipitat olusur. Protein

‘

bakir gibi agir metallerle presipite olur.

| I
Sekil 63. CuSO, ile proteinler ¢oktlrildi (I), daha fazla CuSQ, ilavesinde proteinler tekrar ¢ozinir
hale gecti (I1).

Onemli Noktalar,

-Demir, bakir, ¢inko, kursun, kadmiyum, civa tuzlari toksiktir. Clinkl gastrointestinal kanaldaki normal
proteinleri presipite eder.

-Bu testin prensibinden agir metal zehirlenmelerinin tedavisinde yararlanilir.

-HgCl, dezenfektan madde olarak kullanilir. Bakteri proteinlerini ¢oktirerek denatire eder.

-Bu prensibin temelinde ¢ig§ yumurta beyazi civa zehirlenmesinde antidot olarak kullanilir ve sonra
emetik verilerek albiimine baglanan Hg** iyonlari uzaklastirilir.

-Sayet 6rnek ¢ozelti onemli dlglide alkali ise, testi bozan metal hidroksitlerin olusumundan sakinmak
icin pH’s1 7-7,5’a ayarlanmalidir.

-Agir metal iyonlarinin asiri ilavesinden sakinilmalidir. Bu durumda protein molekilleri tarafindan
metallerin absorbsiyonu yuziinden presipitat yeniden ¢ézinir. Clinkl proteinler (+) yiik kazanirlar.

F-ISI VE ASITLERLE PRESIPITASYON

1-1SI VE ASETIK ASITLE PRESIPITASYON

Istyla proteinin yapisi bozulur ve pihti seklinde denattire olur. Pihtinin daha fazla presipite olmasi igin
asetik asit ilave edilerek ¢oktardlir.

Deneyin Yapihlisi: Test tlpliniin %’Gne albliimin alnir. Egik vaziyette atese tutulur. Alblimin
¢Ozeltisinin Ust kismi kaynatilir. Alt kismi kontrol olarak kullanilir. %1’lik asetik asit damla damla ilave
edilir. Isitilan Ust kisimda beyaz pihti gérilir. Asetik asit ilavesiyle yogunlasir. Isinin varliginda albimin

gibi proteinlerin koagtile oldugu goérilir.

Sekil 64. Isi ve asetik asit ile proteinlerin ¢oktirilmesi
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2-YOGUN HNOs iLE PRESIPITASYON (HELLER HALKA DENEYi)
Deneyin Yapilisi: 1ml protein ¢ozeltisi Gizerine yavasca yogun HNO; tabaka olusturacak sekilde akitilir.

Beyaz halka olusur. Bu beyaz halka denatire proteindir.
Deneyin Prensibi: Yogun asit COOH ve NH, gruplarinin iyonizasyonunu etkiler ve iyonik baglarin

kopmasina, boylece denatiirasyona sebep olur. Asit ortamda proteinler katyonlar seklinde bulunur ve
pozitif yiklQ protein nitrat gibi anyonlarla reaksiyona girebilir.

Sekil 65. Yogun HNOsile proteinlerin ¢oktliriilmesi

Onemli Noktalar,

-Proteinler spesifik yapisal organizasyonlara sahiptir.

-Bir protein isitildiginda protein molekillerindeki baglarin kirilmasi ve  konformasyonundaki
degisiklikler yizinden fiziksel, kimyasal ve biyolojik O6zellikleri degisir. Bir polipeptit zincirin
konformasyonunun primer yapi etkilenmeden gelisiglizel hale getirilmesine denatiirasyon denir.
Denatlirasyon islemi sirasinda konformasyonu saglayan baglar bozulur. Sekonder vyapilardaki
bozulmalar irreversibl, tersiyer ya da quarterner yapidaki bozulmalar genellikle reversibldir .
Denatiirasyonda kovalen baglar (peptit ve distlfit bagi) hari¢ diger baglar kopar. Denatiirasyona
sebep olan durumlar sunlardir: isi, ekstrem pH, oksidasyon-rediiksiyon, ¢alkalama, radyasyon, Ure,
guanidin.

- Bununla birlikte, koagiile proteinler, izoelektrik pH’larinda isitildiklarinda, protein sublinitelerinin
¢OzUnurligind (kuaterner yapinin bozulmasi) polipeptit zincirlerin kivriminin agilmasini (tersiyer ve
sekunder yapinin bozulmasi) ve kivrimi agilan polipeptit zincirlerin bir araya gelmesini (koagilasyon)
iceren bir seri degisiklikler olusur.

-Denatliirasyon bazen geriye donlisumltdir, fakat koagilasyon irreversibl bir olaydir. Bazi proteinler
isitildiginda, denatiire oldugu halde hala solubl’diir. Bu proteinler izoelektrik pH’ya getirilerek
presipite edilebilirler.

-Proteinler isitilinca kolayca denatiire olurlar. Denatiire proteinler natif proteinlerden daha az
solubl’diir.

-Alblimin ve globiilin isiyla, izoelektrik noktasinda ya da yakininda kolayca koagiile olur. Asetik asidin
ilavesinde, pH’da azalma olusur. pH albiimin ve globdlinin izoelektrik pH’sina yaklastiginda sollisyon
onceden isitildig icin koaglilasyon kendiliginden olusur.

Asetik asit neden ilave edilir?

-Maksimum presipitati saglamak i¢in elverisli pH saglamak igin,

-Olusan presipitatin proteinlerden mi yoksa fosfatlardan mi ileri geldigini ayirtetmek igin,

- Presipitat asetik asidin ilavesinden sonra sabitlesir ve yogunlasirsa proteindir. Sayet bulaniklik
kaybolursa fosfatlarin varligina isaret eder.
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