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ONSOz

Sevgili Ogrenciler,

Bu laboratuvar kitapgigi, tibbi biyokimya alanindaki temel deneyleri, prosedurleri ve laboratuvar
prensiplerini anlamaniz ve uygulamaniz i¢in hazirlanmistir. Biyokimya, canli organizmalarin
yasamlarini surdurebilmeleri icin gerekli tim kimyasal reaksiyonlarin molekiler duzeyde
olusumunu, isleyisini, dizenlenmesini sorgulayan ve arastiran bir bilim dalidir. Bu nedenle,
laboratuvar calismalari, biyokimyasal kavramlarin anlasilmasi ve pratik becerilerin geligtirilmesi

acisindan buyuk 6neme sahiptir.

Laboratuvar derslerimizde c¢ozelti hazirlanmasi, enzim kinetigi ve biyomolekullerin kalitatif
tayinleri gibi temel biyokimyasal analizleri igeren bir program uygulanmaktadir. Bu kitapgikta,
laboratuvarda uyulmasi gereken kurallar, kullanilan ekipmanlar, deneylerin teorik temelleri ve
uygulama adimlari detayl bir sekilde sunulmustur. Bu bilgiler, laboratuvar ¢alismalarinizi daha

verimli ve guvenli bir sekilde yuritmenize yardimci olacaktir.

Laboratuvarlarda disiplinli, dikkatli ve 6zenli calismak dnemlidir. Her deneyin sonunda, bilimsel
dusunceye ve etik degerlere uygun olarak deney verilerinizi analiz etmeniz ve sonuglarinizi
degerlendirebilmeniz beklenmektedir. Ogrendiginiz her bilgi ve edindiginiz her beceri, sizleri

gelecegin nitelikli hekimleri olmaya bir adim daha yaklastiracaktir.

Bu kitapcigin, laboratuvar calismalarinizda size rehberlik etmesini ve biyokimyaya olan ilginizi

artirmasini diliyoruz. Yolunuz bilimin 1si8iyla daima aydinlik olsun...

Basarilar dileriz.

istinye Tip Fakiiltesi

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
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KURUL ADI

Tibbi Bilimlere
Giris-1

Tibbi Bilimlere
Giris-1l

Tibbi Bilimlere
Giris-lll

Pasif Hareket
Sistemi

OGRENIM CIKTILARI ve DEGERLENDIRME YONTEMI

DENEYIN ADI

Cozelti Hazirlama

OGRENIM CIKTISI

Laboratuvarda kullanilan geregleri tanimlayabilir

DEGERLENDIRME

YONTEMI
CSS, AUS*, BD*

Cozelti, ¢ozunurlik ve ¢ozunurlige etki eden faktorleri
aciklayabilir

CSS, AUS*, BD*

Kati kimyasallarin tartimini yapar ve farkli derigsimlerde ¢ozelti
hazirlayabilir

CSS, AUS*, BD*

Tampon ¢Ozelti olusturmak icin gereken asit-baz ¢iftini
hazirlayabilir

CSS, AUS*, BD*

pH metreyi kullanabilir

CSS, AUS*, BD*

Spektrofotometre

Spektrofotometrik analizin temel prensibini tanimlayabilir

CSS, AUS*, BD*

Standard Egri'nin anlamini acgiklayabilir

CSS, AUS*, BD*

Lambert-Beer yasasi ile spektrofotometrik analiz arasindaki
iliskiyi aciklayabilir

CSS, AUS*, BD*

Enzim Aktivitesi

Lambert-Beer yasasinin prensiplerini agiklayabilir

CSS, AUS*, BD*

Spektrofotometrik 6lgimlerin ¢esitlerini tanimlayabilir

CSS, AUS*, BD*

Spektrofotometrik analiz yaparak enzim aktivitesini
hesaplayabilir

CSS, AUS*, BD*

Enzim aktivite birimlerini sayabilir

CSS, AUS*, BD*

Karbohidrat

Anomerik karbon tanimini yapabilir

CSS, AUS*, BD*

Fehling reaksiyonunu tanimlayabilir

CSS, AUS*, BD*

indirgen uc igermeyen disakkaritlerin ayrimini yapabilir

CSS, AUS*, BD*

Lipitler

Lipitleri ve 6zelliklerini tanimlayabilir

CSS, AUS*, BD*

Yag asitlerindeki ¢ift baglarin halojenizasyonla tayin prensibini
aclklayabilir

CSS, AUS*, BD*

Yag asitlerini renk tepkimesine bagli olarak doygunluk
derecesine gore siralayabilir

CSS, AUS*, BD*

Kolesteroliin nitel tayininde Salkowski metodunu agiklayabilir

CSS, AUS*, BD*

Kolesteroliin Salkowski renk tepkimesini degerlendirebilir

CSS, AUS*, BD*

Protein Tayini

Amino asitlerin yapisini ve peptit baginin 6zelliklerini
tanimlayabilir

CSS, AUS*, BD*

Bitret metodunun prensibini agiklayabilir

CSS, AUS*, BD*

Biuret metodunun avantaj ve dezavantajlarini sayabilir

CSS, AUS*, BD*

Spektrofotometre ile bilinmeyen bir protein 6rneginin derisimini
hesaplayabilir

CSS, AUS*, BD*

CSS: Coktan Segmeli Sinav, AUS: Agik Uglu Soru, BD: Bosluk Doldurma
*Mazeret sinavlarinda uygulanilir
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LABORATUVARDA UYULMASI GEREKEN KURALLAR

Laboratuvarda sessiz galisilmali ve ¢alisma tezgahinin Gzerine esya konulmamalidir.
Laboratuvara dnlukle gelinmeli ve laboratuvar slresince onluk gikarilmamalidir. Calisma
sirasinda onluk ilikli olmali, saglar her zaman toplu halde tutulmalidir.

Her 68renci, kendisine ayrilan alani ve malzemeleri kullanmalidir.

Calismanin sonunda her 68renci, kullandigl malzemeleri temizleyip gorevlilere temiz ve
dudzenli bir sekilde teslim etmelidir.

Laboratuvarda kimyasal maddelere dokunulmamali, koklanmamali ve tadina
bakilmamalidir.

Deneylerde mumkin oldugunca az madde kullanilmali ve madde israfindan
kacinilmalidir. Stok siselerinden gerektigi kadar madde alinmali; artanlar stok sisesine geri
konulmamalidir.

Calismalarda kirli malzeme kullanilmamaldir.

Ucucu, yanici ve patlayici (eter, alkol, kloroform vb.) maddelerin siseleri kapali tutulmali;
yakinlarinda gakmak, kibrit gibi yakici maddeler bulundurulmamalidir.

Cozelti hazirlaniyorsa uygun kosullarda saklanmali; reaktiflerin  UGzerlerine adi,
hazirlayanin adi, hazirlanma tarihi ve varsa son kullanma tarihi yazilmalidir. Son kullanma
tarihi gecmis reaktifler kullanilmamalidir.

Saf su yerine kesinlikle musluk suyu kullanilmamalidir.

Kimyasal bir maddeyle, 6zellikle asit ve alkalilerle temas durumunda, temas bdlgesi bol
su ile yikanmali ve derhalilgililere haber verilmelidir.

Her calismadan sonra eller sabunla yikanmalidir.

Kullanimi bilinmeyen cihazlar kullanilmamalidir.

Calisma bitince her grup, aldigi malzemeleri saglam ve temiz bir sekilde teslim etmelidir.
Gorevliden izin ainmadan laboratuvar terk edilmemelidir.

Her laboratuvar calismasi sonunda yoklama kagidi imzalanmalidir.

Bu deneyde kirilabilir cam malzemeler kullanilmaktadir. Malzeme kirildiginda, toplamaya

calisilmamali ve hemen deney sorumlusuna haber verilmelidir.



SANAL LABORATUVAR BiLGILENDIRMESI

Tum deneyler sanal ortamda da yer almakta olup, yil boyunca erisime acik olacaktir. Sanal
laboratuvar uygulamalarina erisim MEDU-EYS uzerinden gercgeklestirilecektir. Giris icin gerekli

bilgilere, MEDU-EYS platformunda ilk deney olarak yer alan "Cozelti Hazirlama" ders notlarindan
ulasabilirsiniz.



TIBBI BILIMLERE GiRiS-I KURULU

1. Laboratuvara Giris ve Cozelti Hazirlama

LABORATUVAR: ANK-Z14 ve Serbest calisma zamaninda erisim saglanan Sanal Laboratuvar

OGRENIM GIKTISI

Laboratuvarda kullanilan gerecleri tanimlayabilir

Cozelti, cozunurluk ve ¢ozunurluge etki eden faktorleri agiklayabilir

Kati kimyasallarin tartimini yapar ve farkli derisimlerde ¢ozelti hazirlayabilir
Tampon ¢ozelti olusturmak icin gereken asit-baz ciftini hazirlayabilir
pH-metreyi kullanabilir

A. TEORIK BiLGI
Laboratuvara Giris

Ayristirma (analiz) ve birlestirme (sentez) gibi yontemler kullanilarak tip, eczacilik, fizik ve kimya
gibi bilim dallarina yonelik arastirmalarin ve deneylerin yapildigi 6zel donanimli alanlara
laboratuvar denir. Laboratuvarlar, gerceklestirilecek deneylerin niteligine gore cesitli kurallar ve
duzenlemeler igerir. Bu duzenlemeler sayesinde, insan sagligina etkisi olan organizmalarin
bulasmasi, kimyasal maruziyetlerin insan vicut butunliglne zarar vermesi veya yangin ya da
patlama gibi ciddi olaylarin dniine gegmek mumkun olmaktadir. Laboratuvarda ¢alisanlarin ve
cevredeki kisilerin guivenligi icin alinmasi gereken onlemlere ek olarak, deney sonuglarinin
guvenilirligini saglamak amaciyla da uyulmasi gereken kurallar bulunmaktadir. Bu kurallar
arasinda orneklerin birbirine karismamasi, cihazlarin dogru sonug verecek sekilde ayarlanmasi ve
bulgularin dogru kaydedilmesi gibi basliklar yer alir. Sonuc olarak, bir laboratuvarda caligirken
kurallarin bilinmesi ve uygulanmasi bluyuk 6nem tasir.

Biyokimya Laboratuvarlarinda Kullanilan Cam ve Plastik Malzemeler

Beher: Bardaga benzeyen silindirik bir yapisi olup agiz kisminda sivi aktarimini kolaylastiran bir
oluk bulunur. Cam ya da plastik malzemeden yapilabilir ve genellikle ¢ozelti hazirlarken ilk
¢ozinme islemi icin kullaniir. 10 mLlden kiguk veya 1 L'den buyuk hacimlerde bulunabilir.
Yaklasik hacim gosterdigi icin volimetrik 6zellik tasimaz.

Erlen (Erlenmayer Beher): Genis bir alt kisma ve agiz kismina dogru daralan konik bir yapiya
sahiptir. Mikrobiyolojide bakteri Uretiminde yaygin olarak kullanilir. Yaklagik sivi hacmini gosteren
bir dereceye sahip olabilir ancak bu da volumetrik degildir.

Test Tupleri: Farkli uzunluklarda, cam ya da plastik malzemeden Uretilmis silindirik tuplerdir.
Altlan yuvarlak oldugundan kendiliginden dik durmazlar ve bir tup standina ihtiya¢ duyarlar.
Kapakli veya kapaksiz olabilirler. Yaklasik hacim gdsterdiklerinden volumetrik 6zellik tagimazlar.

Santrifiij Tiipleri: Test tiplerine benzeyen ancak dipleri genellikle konik sekilde biten tuplerdir.
Bunlar da yaklasik hacim gosterdiklerinden volimetrik 6zellikte degildir.
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Test tupleri
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Santrifiij tiipleri

Balon Joje: Balona benzer kiuresel bir gévdesi ve ince uzun bir boynu olan, tipa seklinde kapak
takilabilen cam kaplardir. Belirteg cizgisine kadar sividolduruldugunda, Gzerinde yazilihacmi tam
olarak icerir, bu nedenle volumetrik bir kaptir. Cdzeltilerin son hacmini ayarlamada kullanilir.
Volumetrik 6zelligini kaybetmemesi igin isil islemlerden korunmasi gereklidir.

Meziir (Dereceli Silindir): Kendi basina dik durabilen, agiz kisminda sivi aktarimini kolaylastiran
bir oluk bulunan ve iginde sivinin hacmini gosteren bir derecelendirme olan silindirik kaplardir.
Volumetrik 6zelliklerini kaybetmemeleriicin isil islemlerden kaginilmalidir.

Pipet: Sivi aktariminda kullanilan, aktarilan sivinin hacmini dogru bir sekilde gosteren volimetrik
silindirik gereclerdir. Cam ya da plastikten yapilmistir ve siviyi gekme/bosaltma ucunun konik bir
yapisi vardir. Diger ucuna takilan, “puar” adi verilen bir pompa ile sivi gekme/verme islemi yapilir.

Otomatik Pipet: Aktarilacak sivi hacminin otomatik olarak ayarlanabildigi ve kiiglik hacimlerde
daha hassas galismaya olanak taniyan cihazlardir. Her kullanimda degistirilen plastik uglarla
calisilir.

Biiret: Sivi aktarim ucunda musluk bulunan, uzun ve volumetrik 6zellikteki silindirik cam kaplardir.
Hassas sivi ekleme gerektiren titrasyon deneylerinde siklikla kullanilir.
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Biyokimya laboratuvarlarinda kullanilan cihazlar

Terazi: Tartim islemlerinde kullanilir. 0,1 mg kadar dusuk miktarlari tartabilen hassas teraziler
oldugu gibi, daha yuksek agirtiklari (>100 g) 6lcebilen analitik teraziler de vardir. Teraziler, hava
akimindan etkilenmeyecek sekilde diiz ve sabit bir zeminde kullanitmalidir.

Santrifiij: Bir merkez etrafinda donme hareketiyle olusan merkezkagc kuvveti sayesinde,
¢Ozeltideki katt maddelerin ¢gokerek ayrilmasini saglar. Hiz kapasitesine ve rotor 6zelliklerine gore
farkli gesitleri bulunur. Bazi santrifujlerde sogutma 6zelligi vardir ve bu, sicakliga duyarli biyolojik
materyalin korunmasina yardimci olur. Orneklerin daima simetrik yerlestirilmesi ve kapagin tam

kapatilmasi gerekmektedir.

Su Banyosu: Reaksiyon kosullarina bagli olarak sicakta bekletilmesiveya hizla ¢ozlilmesi gereken
donmus orneklerin konuldugu, su sicakliginin ayarlanabildigi tanklardir. Bazi modellerinde
calkalama 06zelligi bulunur. Suyun kontaminasyonunu onlemek icin duzenli araliklarla
degistirilmesi ve bakir stlfat eklenmesi gereklidir.

pH Metre: Sivilarin pH degerlerini 6lgmeye yarayan elektrokimyasal bir cihazdir. Elektrot iceren
prob, kullanilmadigi zaman KCl (potasyum kloriir) gdzeltisinde bekletilir. Olgiimden dnce ve sonra

saf suile yikanip kullanitmalidir.

Manyetik Karistirici: Cozelti igerigindeki maddelerin ¢ozunmesini hizlandirmak icin kullanilan
otomatik bir karistiricidir. Gozeltinin icinde manyetik 6zellikli kiiguk bir gubuk (manyetik balik)
bulunur ve manyetik karistiricinin altindaki donen manyetik alan etkisiyle kapta déner, bdylece
karistirma iglemi gerceklesir. Isitma 6zellikli modelleri de mevcuttur.

Vortex: Genellikle test tuplerinin yerlesebilecegi bir bélme ya da duz bir platforma sahiptir ve
motor gucuyle donerek tup igindeki ¢ozeltinin karigsmasini saglar.



Spektrofotometre: Cozelti icerisinden gecgen i1sik siddetini 6lgen bir cihazdir. Bu sayede ¢ozelti
Isi81 ne kadar soguruyorsa, derisimi de o olgcude nicel olarak belirlenebilir. Cozelti derisimlerinin
tayininde yaygin olarak kullanilir.

Biyokimya laboratuvarlarinda kullanilan diger gerecler

Piset: Genellikle saf su icerir ve pH probunu temizlemek, kaplara istenen seviyeye kadar su
eklemek, yikanmis malzemeleri saf su ile durulamak gibi islemlerde su aktarici olarak kullanilir.

Spatiil: Kati maddelerin aktariminda kullanilir. Ucu kasik seklinde veya duz olabilir. Cok kuguk
miktarlarda madde alabilenlere “mikrospatil” adi verilir.

Parafilm: Agzi acik kaplarin veya tuplerin ortulmesinde kullanilan, seffaf veya yar seffaf,
esneyebilen bir malzemedir. Mutfaklarda kullanilan “stretch film”lere benzer. Ugucu organik
¢ozuculerin értulmesinde kullanitmamalidir.

Cozeltiler

iki veya daha fazla maddenin meydana getirdigi homojen karisimlara ¢ézelti adi verilir. Cozeltiyi
olusturan bilesenlerden miktari fazla olana ¢ozlicu (¢c6zgen), az olana ise ¢ozunen adi verilir.
Laboratuvarlarda en sik kullanilan ¢ozeltiler kati-sivi ya da sivi-sivi ¢ozeltileridir. Aksi belirtilmedigi
surece ¢ozgen olarak su kullanilir.

Cozundarluge etki eden faktorler:

e (CozUcunun ve ¢ozunenin turd
e Sicaklik

e Basing

e Ortakiyon etkisi

Cozunme hizina etki eden faktorler:

e Sicaklik
e Tanecik buyuklugu
e Karistirma

Bir ¢cozeltide ¢oziinen maddenin miktari cesitli sekillerde belirtilebilir.

Agirlik yiizdesi (%w/w): Bir ¢ozeltinin 100 graminda bulunan madde miktaridir. Ornegin %37’lik
HCl ¢cozeltisi denildiginde, bu ¢ozeltinin 100 graminda 37 gram HCl icerdigi anlasilir.

o _ Cozunen madde miktart (g)
ow/w = Cozeltinin toplam kiitlesi (g)

Hacimce yiizde (%v/v): Bir ¢Ozeltinin 100 mL’sinde bulunan madde miktari olarak tanimlanir.
Ornegin %5’lik etanol ¢ozeltisi denildiginde toplam 100 mL olan ¢ézeltinin 5 mL etanol icerdigi
anlasilir.

Cozlinen madde miktari (mlL)
%v/v=

Cozeltinin toplam hacmi (mlL)

10



Agirik:Hacimce yiizde (%w/v): Hibrit bir tanimdir. Ornegin %5’lik NaOH ¢ézeltisi denildiginde 5
g NaOH’in toplam hacminin 100 mL olacak sekilde suyla tamamlanmasi ile hazirlanmasi anlasilir.
Rutin laboratuvar ¢dzeltilerinin hazirlanmasinda genellikle bu ifade kullanilir.

Coziinen madde miktart (g)

0 =
ow/v Cozeltinin toplam hacmi (mL)

Molarite (M): Bir litre ¢ozelti icinde ¢o6ziinen maddenin mol sayisini ifade eder.

. n (¢6ziinen maddenin mol sayist
M (molarite) = ¢ yist)

(Esitlik 1)

V (Cozelti toplam hacmi,L)

m (kiitle, g)

n (mol sayist) = (Esitlik 2)

Mw (molekiler agirlik, g/mol)

Ornek: 100 mililitrelik 5 molar sodyum fosfat dibazik (Na,HPO,) soliisyonu hazirlamak icin kag
gram Na,HPO, gereklidir? (Molekuler agirligi=141,96 g/mol)

Céziim: Istenenler;

Hacim 100 mL = 0,1 L (molaritede hacim litre olarak ifade edilir)
Molarite = 5M

Esitlik 1°’de yerine koyarsak:

5M= n/O,l L n=5X0,1=0,5mol olarak bulunur

ihtiyacimiz olan 0,5 mol Na,HPO, kag gram eder? Bunu da Esitlik 2’ yi kullanarak bulabiliriz.

0,5 mol = m/141 96 g/mol m = 0,5X 141,96 = 70,98 gram olarak bulunur

Normalite (N): Molariteye oldukca benzer bir birimdir. Molarite, 1L ¢ozelti icindeki “mol” sayisi
iken, normalite 1L ¢ozelti icindeki “esdeger mol” sayisidir. Esdeger mol kavrami, maddelerin tesir
degerligine gore degisir. Normalitenin hesaplanmasi igin basitge tesir degerliginin bilinmesi
gereklidir. Bu deger bilinirse, molarite hesabi lizerinden kolaylikla hesaplanabilir.

n (¢6ziinen maddenin esdegermol sayist)

N lite) =
(normalite) V (Cozelti toplam hacmi, L)

Esdeger mol, kitlenin esdeger gram sayisina bélinmesi ile bulunur (m/esdeger gram sayisi)

m
esdeger gram sayisi
V (Cozelti toplam hacmi, L)

N (normalite) =

Esdeger gram sayisi, maddenin molekul agiriginin tesir degerligine oranidir. (Mw/ Tesir degerligi)

m

MW Doserlisi
Tesir Degerligi
V (Cozelti toplam hacmi, L)

N (normalite) =

N (normalite) = M(molarite)X Tesir Degerligi
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Tesir degerligi, asitlerin ortama verdigi H* sayisi, bazlarin ortama verdigi OH" sayisi, tuzlarin ise
ortama verdigi ya da aldigi elektron sayisidir. Ornegin HCl asit ortama 1 H*iyonu verdigi icin tesir
degerligi 1°dir. H,SO, ise ortama 2 H*iyonu verdigi icin tesir degerligi 2°dir.

TM HCLl=1N HCl
1M stO4 =2N stO4

Cozelti hazirlama kurallari

e istenen gozelti 6zelliklerine gdre hesaplamalar yapilir.

e Kati maddeler, yapismayacaklari yuzeylerde tartilmalidir.

e Kati maddeler beher icinde ¢ozulur. (Isitma, karistirma islemleri beherde yapilir)
e Beherde ¢6ziinen maddeler, istenen hacime balon joje kullanilarak getirilir.

e Sivi-sivi ¢Ozeltilerin hazirlanmasi istenen hacimler mezuir yardimi ile belirlenir.

e 9 c¢Ozeltilerdeki 100 mL olarak belirtilen ifade tim ¢ozeltinin hacmidir.

o % cozeltilerdeki 100 g olarak belirtilen ifade tim ¢ozeltinin kutlesidir.

A. pHve Tampon Sistemler

pH, basitge ortamin asitlik/bazlik seviyesi hakkinda bilgi verir. Sulu ¢6zeltilerinde ortama hidrojen
iyonu (H") veren maddeler asit, hidroksil iyonu (OH") veren maddeler ise baz olarak tanimlanir. Bir
c¢ozeltide bulunan [H*] miktari fazla ise bu ¢ozelti asidik, az ise bazik olarak adlandirilir.

pH=7 no6tr kabul edilir. [H'] derisiminin negatif logaritmasi alinarak ¢ozeltinin pH degeri bulunur.

Ortama guglu asitler ya da guglu bazlar eklendiginde olusacak pH degisimlerini minimize eden ve
bir zayiIf asit-konjuge baz ya da zayif baz-konjuge asit ¢iftinin bulundugu cozeltilerdir. Vicudun
farkli bolgelerindeki pH degerlerini korumada 6nemli rol oynarlar. Bunun yani sira, in vitro
uygulamalarda biyomolekdillerin pH degisiminden etkilenmemesi icin laboratuvarlarda siklikla
kullanilirlar. Tampon sistemini olusturan konjuge ¢iftin konsantrasyonlari arasindaki oran ve bu
zayif asit ya da bazin denge sabiti ile pH arasindaki iliski “Henderson-Hasselbalch Denklemi”
ile agiklanir.

_ [A7]
pH = pK, + log @

B. EKIiPMAN ve MATERYALLER

Beher

Balon joje

pH Metre

Manyetik karistirici
Manyetik balik

Terazi

Mezlr

Piset

9. Pastor pipeti

10. NaCl (Sodyum klorur)
11. CH;COOH (Asetik asit)
12. C;H3NaO,. 3H,0 (Sodyum asetat trihidrat)

N RN =
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C. PROTOKOL

Uygulama Oncesi

1.

2.

Laboratuvar tanitimi sunumuna ve turuna katilarak, acil durum cikislar, glvenlik
ekipmanlari, atik kaplari, kimyasal dolaplari gibi fiziksel yapi ile ilgili bilgi edinilir.

Denemelerde kullanilacak ekipmanlar ve kullanim amacglari tanitilir

Uygulama-1 Serum Fizyolojik Hazirlama

1.

2.

100 mL %0,9’luk NaCl ¢ozeltisini hazirlamak igin gerekli hesaplamalar yapilir.

Tartim kabinin darasi alinarak hesaplanan miktarda NaCl tartiir. Tartim miktari notlar
kismina kaydedilir.

Tartilan NaCl 100 mL hacmindeki behere konulur.
Behere yaklasik 60 mL su eklenir.

Tarti temizlenir.

Beher yavasca calkalanarak NaCl ¢ozular.
Cozelti 100 mL hacmindeki balon jojeye aktarilir.

Saf su ile balon jojedeki 100 mL cizgisine kadar dikkatlice su eklenerek istenen hacim
saglanir. (Su seviyesi cizgiye yaklastiktan sonra pastor pipeti ile daha hassas dolum
yapilabilir.)

Uygulama-2 Asetat Tamponu Hazirlama

1.

© ® N o

100 mL 0,1M pH:5 olan asetat tamponu hazirlamak icin gerekli hesaplamalar yapilir (Bknz:
Hesaplamalar).

Tartim kabinin darasi alinarak hesaplanan miktarda C,H3;NaO,. 3H,0 tartilir. Tartim miktari
notlar kismina kaydedilir.

Tartilan C,H;NaO,. 3H,0 100 mL hacmindeki behere konulur ve Uzerine yaklasik 70 mL saf
su eklenir.

Tarti temizlenir.

Beher manyetik karistirici Uzerine konur. Cihaz yavas devirde galistirilarak ¢ozinmenin
gerceklesmesi beklenir.

Cozeltiye 211 yL CH3;COOH eklentir.

Cozelti balon joje kullanilarak 100 mL hacme tamamlanir.

Hazirlanan tampon ¢dzelti bir erlene aktarilir.

pH metre acilir. pH metre probu, icinde bulundugu koruyucu ¢ozeltiden gikarilarak, bir atik

kabi Gzerinde saf su ile yikanir.

10. pH probu tampon ¢6zelti i¢cine daldirilarak pH okunur.

11. pH probu tekrar saf su ile yikanarak iginde koruyucu ¢ozelti igerisinde konur. Cihaz kapatilir.
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NOTLAR

ATIK YONETIMI
Hazirlanan serum fizyolojik ¢ozeltisi lavaboya dokdlebilir.

Hazirlanan tampon ¢ozeltisi sivi atik sisesine dokulecektir. Deney sorumlusundan bilgi aliniz.
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2. Spektrofotometre

LABORATUVAR: ANK-Z14 ve Serbest calisma zamaninda erisim saglanan Sanal Laboratuvar

OGRENiIM CIKTISI

Spektrofotometrik analizin temel prensibini tanimlayabilir
Standard Egri'nin anlamini aciklayabilir
Lambert-Beer yasasi ile spektrofotometrik analiz arasindaki iligkiyi aciklayabilir

A. TEORIK BILGI
Laboratuvara Giris

Spektroskopi: Isin-madde etkilesmesini inceleyen bilim dalina spektroskopi denir. Spektroskopi,
bir 6rnekteki atom, molekil veya iyonlarin isinin etkisi ile bir enerji diizeyinden digerine gegisleri
sirasinda absorplanan veya yayilan elektromanyetik 1simanin olgtilmesi ve degerlendirilmesi
seklinde de tanimlanabilmektedir.

Kolorimetri: Cozelti icindeki madde miktarini ¢ozeltinin renginden faydalanarak 6lgme islemine
kolorimetri adi verilir, bu 6lgiimii yapan cihazlara kolorimetre adi verilir. Olglilecek gézeltinin rengi
degisik konsantrasyonlardaki standartlarin rengi ile karsilastirilarak degerlendirilir.

Fotometri: Bir ¢ozelti icindeki madde miktarini ¢ozeltiden gegen veya ¢oOzeltinin tuttugu 1sik
miktarindan faydalanarak 6lgcme islemine fotometri, bu 6lgimu yapan cihazlara ise fotometre
veya spektrofotometre denir. Fotometrelerde hem isigin tim bdélgelerinde (gorundr, UV, IR) 6lcim
yapilabilir, hem de renk yerine 1s1k 6lguldUgu igin renksiz ¢ozeltiler de dlgulebilir.

Beyaz isik c¢esitli dalga boylarindaki 1sigin bir karisimidir. Bu 1sik prizmadan gecirilip kirillmaya
ugratilir ise dalga boylarina gore spektrumlarina ayrilir. Isik spektrumlarinin 200-350 nm arasina
UV boélgesi, 350-750 nm dalga boyundaki kismina gérunur bolge ve 750-1200 nm arasina kizilotesi
bolgesi denir. Fotometrik 6lcim isi8in UV, goérunen ve IR bolgelerinde yapilabilir.

Renkli ¢ozeltiler sadece kendi rengindeki 15181 gegirirler digerlerini ise tutarlar (absorblarlar).
Herhangi bir ¢ozeltiye gonderilen bir i1si8in ¢ozelti tarafindan tutulmasina absorbans, 1sIg8In
cOzeltiden gecgisine ise transmittans denir. Tutulan 1s18In miktari ¢ozeltinin rengini meydana
getiren madde konsantrasyonu ile dogru orantilidir. iste, soliisyona gelen isik siddetiyle
solusyondan cikan isik siddeti arasinda Lambert-Beer kanunu geregi matematiksel bir iligki vardir.

Lambert-Beer kanunu: Bir ¢cozeltiden gecen isik miktari, 1s18in ¢ozelti icinde katettigi yol ve ¢ozelti
konsantrasyonu ile logaritmik olarak ters orantili, emilen i1sik miktari ise dogru orantilidir.

%l

konsantrasyon konsantrasyon
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Olgilen maddenin konsantrasyonu ile absorbans degeri arasinda dogrusal bir iliski vardir.
Konsantrasyon arttikca absorbans artar, transmitans azalir.
Bu kanuna gore;

An =€.l.Cn

An = Cihazla o6lctlen numune absorbansi

€ =(Ekstinsiyon katsayisi) Reaksiyon sonunda okunan maddenin molar absorbtivite katsayisidir
ve sabit bir degerdir.

I =Is18In gectigi yol

Cn = Numune konsantrasyonu

Asta_ndart Csta.ndart

Transmittans: Cozeltiden ¢ikan 1sigin ¢Ozeltiye giren 1s18a oranidir.

% Transmittans: Cozeltiye giren 1s18in ylzde kaginin ¢ozeltiden giktigini gosterir.
Olgiim sonuglari yine beer kanuna gére hesaplanir.

Olgiim yaparken maksimum hassasiyet saglamak icin aranan madde tarafindan maksimum
absorbe edilen dalga boyundaki isik kullanilir. Bunun icin o maddenin 1 molar ¢ozeltisinin ¢esitli
dalga boylarindaki absorbans degerleri 6l¢ullr. En yluksek dalga boyunun elde edildigi dalga boyu
o0 maddenin en iyi 6lgum yapilan dalga boyu olarak kullanilir. Spektrofotometrede iyi bir dlgum
yapabilmekicin o maddenin Lambert-Beer kanununa uymasi gereklidir.

B. EKIiPMAN ve MATERYALLER

Deney Tupu

Metil Orange (4 mg/ml)
Distile su

Klvet

Spektrofotometri cihazi
Eldiven

S e

C. PROTOKOL
Standart orneklerin hazirlanmasi:

1. Alti adet deney tupuU ve Bakir sulfat stok ¢ozeltisi (6nceden hazirlanmis, konsantrasyonu
belli 40 pg /mL) alinir.

Birinci tupe 40 pg /mL Bakir sulfat stok ¢dzeltisinden 2 mL otomatik pipet ile pipetlenir.
ikinci tiipten itibaren her tiipe 1 mL distile su ilave pipetlenir.

Birinci tupten 1 mL Bakir stlfat alinir, 2. tipe konur, karistirilir.

ikinci tipten 1 mL alinir, 3. tipe konur, karistirilir bu islem 4, 5 ve 6. tupler igin de tekrar
edilir.

6. Enson tuptekifazla olan 1 mL sivi atik kabina otomatik pipet vasitasiyla atilir.

a ko
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Olgiim igin uygun dalga boyunun segilmesi:

1. Spektrofotometre cihazina 6rnegimiz otomatik pipet yardimiile 1 mL kiivete pipetlenir.
2. Cihazin tarama dugmesine basilir ve asagidaki sekilde egride en fazla pik verdigi dalga
boyu kaydedilir. Bu esnada cihazin gostergesinde bir egri gozlemlenir.

2.01

Absorbance (AU)
o W

o
(%]
1

o
o

400 500 600 700
wavelengths (nm)

Ornek ve standartlarin saptanan dalga boyunda dlgiilmesi:

Kor (Blank): Kivet, solvent ve aranan madde hari¢ reaktif ve ornekteki diger maddelerden
kaynaklanan non-spesifik absorbsiyonlarin tespit edilerek analiz 6lgumune etkilerini sifirlamaktir.
Kor olarak ¢6zlcu madde ne ise o kullanilir. Bu deneyde distile su kor olarak kullanilacaktir.

1. Kuvete 1 mL distile su pipetlendikten sonra spektrofotometreye yerlestirilir.

2. Ardindan cihazin 6lgim digmesine basilir ve cihaz sifirlanmis olur.

3. Sirasiyla hazirladigimiz 6 standart ve konsantrasyonunu bilmedigimiz érnegimiz kuvete 1
ml pipetleyerek olgtim alinir.

4. Her olgcim sonrasi elde edilen degerler 6lgum tablosuna girilir.

5. Olcimler alindiktan sonra absorbansa karsilik gelen konsantrasyon grafigi cizilir ve
bilinmeyen 6rnegin konsantrasyonu grafikten elde edilen formulile hesaplanir.

6. Deney bittikten sonra cihaz kapatilir.

7. Eldiven ¢ikarilarak atik kabina atilir.
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NOTLAR:

ATIK YONETIMI

Metil Orange iceren tum ¢ozeltiler atik sisesine dokulecektir. Deney sorumlusundan bilgi aliniz.
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TIBBI BILIMLERE GiRiS-1l KURULU

3. Enzim Kinetigi

LABORATUVAR: DigiLab ve Serbest calisma zamaninda erisim saglanan Sanal Laboratuvar

OGRENiIM CIKTISI

Lambert-Beer yasasinin prensiplerini aciklayabilir
Spektrofotometrik dlgimlerin gesitlerini tanimlayabilir
Spektrofotometrik analiz yaparak enzim aktivitesini hesaplayabilir
Enzim aktivite birimlerini sayabilir

A TEORIK BILGI
Laboratuvara Giris
Spektrofotometrik dlgumler end point ve kinetik olmak Uzere iki sekilde yapilabilir.

End Point Okuma: Fotometrik okumalarda bir reaksiyon tamamlandiktan sonra yapilan okumaya
end point okuma denir. End point okuma i¢in reaksiyon karisimi belirli bir stre ve sicaklikta inktibe
edilir. Reaksiyon tamamlanip urdnlerin olusumu ve dolayisi ile renk olusumu tamamlandiktan
sonra okuma yapilir. End point okumalarda koér, standart ve numune olmak Uzere Uc tup
hazirlanir.

Reaksiyon lineer olarak devam ediyorsa bir standart; reaksiyon lineer olarak devam etmiyorsa
birden fazla standart kullanmak gerekir.

Lambert-Beer kanunu geregi standart igin asagida verilen formual kullanilir. Bu formuldeki A(std),
standart sollusyonun absorbansini, C(std) standart solisyonun konsantrasyonunu, A(num)
numunenin absorbansini ve C(num) numunenin konsantrasyonunu gostermektedir.

A(std)  A(num)
C(std) C(num)

Kinetik Okuma: Genellikle reaksiyon sureleri oldukga uzun olan enzimlerin katalitik aktivitelerinin
tayininde kullanilan bu yontemde birim zamandaki absorbans degisimi ol¢ulur. Hesaplama igin
standarttan ziyade deney ortamindaki kromojen maddenin molar absorbsiyon katsayisinin (€)
bilinmesi gerekir.

Molar absorptivite katsayisi (€): Reaksiyon sonunda okunan maddenin molar absorptivite
katsayisi olup sabit bir degerdir. Ornegin; rutin biyokimya laboratuvarlarinda 6zellikle enzim
olcumlerinde ¢ogunlukla reaksiyona giren veya reaksiyon sonucu olusan NADH veya NADPH
koenzimleri kullanilir. Bu koenzimlerin indirgenmis halleri 340 nm’de maksimum absorbans
gosterirler. Bu koenzimlerin molar absorptivite katsayilari 340 nm’de 6.22 x 10® L/mol.cm veya
6.22 L/mmol.cm dir.

€ =A/(b.c)

Kinetik okumalarda analiz tUpune reaktif ve numune konulup belirtilen sicaklikta inklibasyona
birakilir. Absorbans belirli araliklarla (her 10 saniyede bir, her dakika birvb.) alinir. Her absorbansin
farki hesaplanir ve AA olarak gosterilir. Daha sonra, her okumanin AA degerleri toplanarak toplam
zamana bolunerek ortalamasi alinir. Bdylece, belirlenen zamandaki ortalama absorbans degisimi
(AA/zaman) bulunmus olur.
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0D 270 nm
A

0.6 1
0.5 1
0.4
0.3 2

0.2 { AA

0.1 4

0 ‘ + + + + —» Zaman
0 20 40 60 80 100 120 (saniye)

Sekil 1: Birim zaman basina absorbans degisimini gosteren ornek grafik.

AA (AA1 + AA2 + AA3 +--+)
Zaman total zaman (saniye, dakika..vb)

Deneyde o6lgulen maddenin miktar reaksiyon sonunda gittikge artiyorsa artan absorbans degeri
bulunur, azaliyorsa azalan absorbans degeri bulunur. AA degerlerinin isaretleri dikkate alinmadan
mutlak degerlerin alinmasi gerekir.

0] 0
1l Il
H,L—C—0 —— HO + HC—C—0
Arilesteraz
Fenil Asetat Fenol Asetat

Sekil 2: Fenil asetatin arilesteraz enzimi ile fenol ve asetata ayrilmasinin sematik gosterimi.

Arilesteraz: Bu enzim insan serumunda HDLye bagli olarak bulunan bir enzimdir. Enzim
Fenilasetat’l substrat olarak kullanir. Fenilasetat’i fenol ve asetat’a ayirir. Olusan Fenol’'un 270
nm’deki dakikalik absorbans artisi ile bu enzimin aktivitesi dl¢ulebilir. Uygun goruldugu taktirde
maksimum absorbans tayini yapilabilir (bkz: Spektrofotometre deneyi).

Gerekli islemler yapildiktan sonra elde edilen AA degerleri asagidaki denkleme yerlestirilerek
enzim aktivitesi bulunur. Bu denklemde dakikadaki ortalama absorbans degisimini (AA/dk), 108
birim degisimini U/L (ymol.min‘l.L_l), toplam reaksiyon hacmini (V) ml, a molar absorptivite
katsayisini (€) L.mol~t.cm™1, 1sik yolunu (b) cm, numune hacmini (Vaum) ml gdstermektedir.

(%) .106.V,

Enzim aktivitesi =
Eb.Voyum
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B. EKIPMAN ve MATERYALLER

Birinci Reaktif: Tampon ¢ozelti (100 mM pH 8 Tris ve 2.5 mM kalsiyum klorur)
ikinci Reaktif: Fenil asetat (Substrat, 300 mM etilen glikol icerisinde)
Numune: insan serum 6rnegi

Deney tupu (x6)

Otomatik mikro pipet (10-100 pL)

Otomatik mikro pipet (100-1000 pL)

100 pL pipet uclari

1000 pL pipet uclari

Spektrofotometri cihazi

10. Spektrofotometri ktivetleri

© O N Rwb=2

C. PROTOKOL

1)

2)
3)
4)
5)
6)
7)

8)

9)

Not: Deneyin yapilisi ile ilgili protokol, sanal lab uygulamasi icinde bulunan tablette
ayrintili olarak verilmistir. Protokol 6zeti asagidaki gibidir.

Laboratuvar asistaniniz Amy’yi dinledikten sonra girisin sol tarafinda yer alan 6nlik ve
eldivenleri giyin.

Masada bulunan reaktifleri analizor cihazini kullanarak etiketleyin.

Serum 6rneginden 50 pL (0.05 mL) alin ve ilk deney tuptline pipet ile ekleyin.

Tampon ¢ozelti kabindan 1.5 mL alin ve ilk deney tlplne pipet ile ekleyin.

Deney tupltne 50 pL (0.05 mL) substrat ¢ozeltisi pipet ile ekleyin ve karistirin.

Deney tupundeki icerigin tamamini, spektrofotometri klivetine pipet kullanarak aktarin.
Spektrofotometri cihazini, “A¢” tusuna basarak acin. Cihazin kapagini kaldirin.
Spektrofotometri klivetini, spektrofotometri cihazina yerlestirin.

Spektrofotometri cihazinin “Ol¢iim” tusuna basin. Absorbans degerlerini gormek icin VRLab
Tablet’in Deney sekmesindeki “Dakika basina absorbans degerleri” sekmesini agin. Verilerin
Tablo 1’e otomatik olarak dolduruldugunu gézlemleyin. VRLab Tablet'te “Grafik Ciz” tusuna
basarak topladigini verilerin grafigini gizin.

VRLab Tablet’in Deney sekmesindeki “Enzim aktivitesinin hesaplanmasi” sekmesini agin.

Deneyde takip ettiginiz adimlara uygun sekilde Tablo 2’yi doldurun.

10) VRLab Tablet’in Deney sekmesindeki “Degerlendirme sorusu” sekmesini acin ve ¢oktan

secmeli soruyu cevaplayin. Dogru cevap yesil, yanlis cevaplar kirmizi olarak gérinecektir.

11) Cevaplarinizi VRLab Tablet’e kaydetmek icin “Verileri Kaydet” tusuna basin. Kaydedilen

verilerinize "My Data" bolumunden erigebilirsiniz.
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D. TABLOLAR VE HESAPLAMALAR

1. Kinetik enzim aktivitesi 6lgtiimleri

Zaman

. 0 20 40 60 80 100 120 AA
(Saniye)

Absorbans

AA

2. Enzim aktivitesinin hesaplanmasi

Parametreler Degerler

AA/dk

Toplam hacim

Numune hacmi

€

Isik yolu

Birim degisimi

Enzim aktivitesi

E. TARTISMA

Bu deney sonucunda Lambert-Beer yasasinin prensiplerini deneyimlediniz. Spektrofotometrik
olcumlerin cesitlerini 6grendiniz ve 270 nanometrelik dalga boyunda spektrofotometrik analiz
yaparak dakikadaki ortalama absorbans degisimini buldunuz. Toplanan verileri Lambert-Beer yasasi
formuline uygulayarak arilesteraz enziminin aktivitesi hesaplandiniz. Sizce farkli bir enzimin
aktivitesini 6lgmek i¢cin deneyimizde ya da hesaplamalarimizda neleri degistirmemiz gerekirdi?
Tartigin.
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F. DENEY SORUSU
Bir arastirici saflastirdigl enzimin aktivitesini 6lgcmek istemektedir. Reaksiyon hacmi 240 pL,
numune hacmi 20 pL ve 2 dakika boyunca 10’ar saniye araliklar ile kinetik okuma aldiginda delta
absorbansin 1.22 oldugu bulmustur. Buna gore arastiricinin elindeki enzimin aktivitesi nedir?

a) 4,28 U/L
b) 3,22 U/L
c) 5,68U/L
d) 1,22 U/L
e) 2,65U/L

NOTLAR:

ATIK YONETIMI

Sanal laboratuvar oldugu igin atik bulunmamaktadir.
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TIBBi BILIMLERE GiRiS-11l KURULU

4. Karbohidratlarin Kalitatif Tayini

LABORATUVAR: ANK-Z14 ve Serbest calisma zamaninda erisim saglanan Sanal Laboratuvar

OGRENIM GIKTISI

Anomerik karbon tanimini yapabilir
Fehling reaksiyonunu tanimlayabilir
indirgen ug icermeyen disakkaritlerin ayrimini yapabilir

A. Teorik Bilgi

Bir karbohidrat, genel formulu C.,(H.0), olan organik bir bilesiktir, yani sadece karbon, hidrojen
ve oksijenden olusur. Karbonhidratlar yerytzindeki organik maddelerin buytk kismini olugturur
ve canlilarda pek ¢ok islevsel rolt vardir.

Karbonhidratlar, aktif aldehit ya da keton grubu tasiyan polihidroksialkoller olarak tanimlanirlar.
Karbon sayisina gore (Triozlar, tetrozlar, pentozlar, heksozlar, heptozlar ve oktozlar); monomer
sayisina gore (Monosakkaritler, oligosakkaritler, polisakkaritler); Aldehit ya da keton grubu
icermelerine gore (aldoz, ketoz) siniflandirilirlar.

Polisakkaritler enerji deposu (6rnegin bitkilerde nisasta ve hayvanlarda glikojen) veya yapisal
bilesenler (6r. Bitkilerde seliloz ve eklembacaklilarda kitin) olarak islev gorurler. Yapisal
polisakkaritler siklikla proteinler (glikoproteinler veya mukoproteinler) veya lipitler
(lipopolisakkaritler) ile birlikte bulunur.

5-karbonlu monosakkarit riboz, koenzimlerin (6rnegin ATP, FAD ve NAD) ve RNA olarak bilinen
genetik molekiiliin omurgasinin dnemli bir bilesenidir. ilgili deoksiriboz, DNA'nin bir bilesenidir.
Sakkaritler ve pek ¢ok o6nemli tirevleri, bagisiklik sisteminde, fetilizasyonda, patogenezi
onlemede, kan pihtilasmasi ve gelisimde anahtar rol oynarlar.

indirgeyici sekerler olarak karbohidratlar:

indirgeyici seker, bir ¢ozeltide bir aldehit veya bir keton grubuna sahip olan herhangi bir sekerdir.
Alkali kosullar altinda sekerlerin enolizasyonu indirgeme testlerinde dnemli bir husustur. Bir
sekerin alkalin test reaktiflerini azaltma kabiliyeti, indirgeme reaksiyonlari i¢in bir aldehit veya
keto grubunun mevcudiyetine bagudir.

Birtakim sekerler, Ozellikle disakkaritler veya polisakkaritler, bir karbonhidrat (seker)
molekualinun bir digerine baglanmasini iceren glikozidik baglantilara sahiptir. Dolayisiyla
sukroz, glikojen, nisasta ve dekstrindeki gibi seker Uzerinde indirgeyici grup yoktur. Sekerlerin
indirgenmesinde, alkali varligl, 6zellikle yuksek pH ve sicaklikta genis 6lgude enolizasyona neden
olur.
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Bu durum, oksidasyon reaksiyonlarina notr veya asidik pH'a gore daha yuksek bir duyarliiga yol
acar. Dolayisiyla bu sekerler Cu*®yi Cu*’ya, Ag"”i, Ag’ya ve benzeri sekilde azaltabilen potansiyel
ajanlar haline gelir. indirgen sekerlerin tespiti icin en sik kullanilan testler Fehling Testi,
Benedict’in Testi ve Barfoed Testi'dir.

Fehling Testi:

Fehling'in Cozeltisi (koyu mavi renkli), indirgen sekerlerin ve aldehitlerin vartigini belirlemek igin
kullanilir.

Serbest formdaki indirgeyici gruplar (aldehit ve keton), sicak bazik ortamda Cu*? iyonlarini Cu™
indirgemekte ve oksitlenmektedir. indirgenme derecesine ve su kaybina bagli olarak, CuOH'nin
sari renginden Cu,O'nun kirmizi rengine bir renk degisimi gozlenir.

e

CuSO, + 2NaOH > Na,SO, + Cu(OH),

2Cu(OH)? + indirgeyici seker » 2CuOH + seker asit
2CuOH » Cuy0 (sari-kirmizi) + H,O

Seker yoklugunda;

Cu(OH), > CuO (siyah) + H,O

0 o)
J + 2CUO0 4 20H — » )L + Cu0 4 HO
R R™ “OH

Aldehyde  Fehling’s solution Carboxylic acid Red precipitate

Siikrozun inversiyonu:
Sukroz bir disakkarittir, yani iki basit sekerden (monosakkaritler) tiretilen bir molekuldar. Sukroz,

basit sekerler olan glikoz ve fruktozdan olusur. Invert seker, glukoz ve fruktoz karisimidir ve
sukrozun bu iki bilesene ayrismasiyla elde edilir. Stikrozun ayrismasi, basit¢ce sulu bir stkroz
¢ozeltisinin isitilmasiyla indiklenebilen bir hidroliz reaksiyonudur. Ayrica ortama eklenecek olan
asit, stikrozun inversiyonunu hizlandirir.

B. EKIPMAN ve MATERYALLER

1. Fehling A sollisyonu: (6,94 g bakir sulfat distile su icinde ¢ozundurualur ve 0,5 mL sulfurik asit
ilave edilir, daha sonra hacmi distile suyla 100 mL'ye tamamlanir.)

2. Fehling B soliisyonu: (25 g NaOH ve 34,6 g Na*-K" tartarati 100 mL distile suda ¢ozdurulur.
3. Konsantre HCl ¢ozeltisi

4. Seyreltik NaOH ¢ozeltisi

5. Turnusol kagidi

6. Isitici

7. Cam deney tupleri

8. Tup masasi
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C. PROTOKOL

Uygulama-1 Glukoz Tayini

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

0,1 M glukoz ¢ozeltisinden bir deney tupune 2 mL eklenir. (Tap 1)
M glukoz ¢ozeltisinden farkli bir deney tiptne 2 mL eklenir. (Tup 2)
Tup 1igine 1 mL Fehling Ave 1 mL Fehling B eklenir.

Tup 1, masa ile tutularak sitici Gzerinde 30 sn isitilir.

Tup 2 icine 1 mL Fehling Ave 1 mL Fehling B eklenir.

Tup 2, masa ile tutularak sitici Gzerinde 30 sn isitilir.

Tup 1 ve Tup 2 iginde olusan renkler karsilastirilir.

Uygulama-2 Siikroz inversiyonu

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

Sukroz ¢ozeltisinden iki farkli deney tipune 2 mL eklenir. (TUp 1 ve Tup 2)
Tup 1 icine 10 damla HCl eklenir ve masa ile tutularak isitici Gzerinde isitilir.
Tup sogutularak NaOH ile notralize edilir (Turnusol kagidi ile kontrol edilerek)
Tup 1icine 1 mL Fehling Ave 1 mL Fehling B eklenir.

Tup 1, masa ile tutularak sitici Gzerinde 30 sn isitilir.

Tup 2 icine 1 mL Fehling Ave 1 mL Fehling B eklenir.

Tup 2, masa ile tutularak sitici Gzerinde 30 sn isitilir.

Tup 1 ve Tup 2 icinde olusan renkler karsilastirilir.

NOTLAR:

ATIK YONETIMI

Fehling iceren tum ¢ozeltiler atik sisesine dokulecektir. Deney sorumlusundan bilgi aliniz.
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PASIF HAREKET SiSTEMi KURULU

5. Lipitler

LABORATUVAR: DigiLab ve Serbest calisma zamaninda erisim saglanan Sanal Laboratuvar

OGRENiIM CIKTISI

Lipitleri ve 6zelliklerini tanimlayabilir

Yag asitlerindeki ¢ift baglarin halojenizasyonla tayin prensibini agiklayabilir

Yag asitlerini renk tepkimesine bagli olarak doygunluk derecesine gore siralayabilir
Kolesterolun nitel tayininde Salkowski metodunu agiklayabilir

Kolesterolun Salkowski renk tepkimesini degerlendirebilir

A. TEORIKBILGI

Lipitler suda ¢6zinmeyen ve kloroform, eter, benzen gibi apolar ¢oézuculerde ¢dzunen biyolojik
molekullerdir. Lipitler yapisal olarak farkli siniflara ayrilirlar. Bunlardan serbest yag asitleri ve
triacilgliserol, temel olarak enerji depolanmasi ve kullaniminda gorevlidir. Hlicre zarinin yapisal ve
fonksiyonel 6zellikleri de gliserofosfolipitler, sfingolipitler, glikolipitler ve kolesterol gibi lipitler
tarafindan saglanir. Lipitlerin bir alt sinifi olan steroidler de ¢esitli hormonlarin sentezlenmesinde
gorev alirlar.

Lipitlerin ortak 6zellikleri asagida listelenmistir.

e Lipitler, biyolojik kaynakli organik bilesiklerdir.

e Lipitlerin yapilarinda C, H, O bulunur; ayrica N, P, S gibi elementler de baz lipitlerin
yapisina girerler; O miktari, C ve H atomlarina oranla daha azdir.

e Lipitler, yag asitlerinin esterleridirler ya da esterlesebilen bilesiklerdir; temel yapi taslari
yag asitleridir.

e Lipitler, suda ¢6zinmeyen, apolar veya hidrofobik bilesiklerdir. Ancak yapilarinda hidroksil
(—OH) ve karboksil (—-COOH) gruplan gibi polaritesi fazla olan hidrofilik gruplari fazla
miktarda igeren lipitler suda kismen ¢ozunebilirler.

e Lipitler, kloroform, eter, benzen, sicak alkol, aseton gibi organik c¢o6zucullerde
¢ozlnebilirler; bulunduklari bitkisel ya da hayvansal dokulardan bu ¢ozlculerle ekstrakte
edilebilirler.

e Lipitlerin enerji degerleri yuksektir; ancak yanma igin karbonhidrat ve proteinlerden daha
fazla oksijene gereksinim gosterirler.

B. EKiIPMAN ve MATERYALLER
1. internet baglantisina sahip bilgisayar ya da tablet

DENEY 1. Halojenizasyon Deneyi

Halojen olarak adlandirilan flor (F), klor (Cl), brom (Br) ya da iyot (l), bir yag asidinde bulunan
cift bag ile etkilesime girebilirler. Yag asitlerinde bulunan cift bag, doymamislik olarak da
adlandinur. Bu sayede, bir yagin igerdigi doymamiglik orani hakkinda bilgi sahibi olunabilir.
Deneyde kullanilan brom ¢ozeltisi sari renktedir. Bu ¢ozelti icine doymamis yag asidi igeren bir
¢Ozelti damlatildikga, brom ile ¢ift bag etkilesime girecegi icin bu sari renk yok olur. Damlatma
islemi devam ettikge, yag asidi iceren ¢ozeltinin de sarn renk aldigi gorulur. Bu nokta, yag
asitlerindeki tim gift baglarin doydugu ve artik brom ile etkilesecek ¢ift bagin kalmadigi noktadir.
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Deneyde, kloroform iginde ¢ézulmus brom ¢dzeltisi kullanilarak, farkli tiplerde ve ayni miktarda
bulunan oleik asit, stearik asit ve arasidonik asit arasindaki doymamislik orani karsilastirilacaktir.

HsC(CH5)1COOH *  Brp —» No Reaction

H H
H H
L]
L _
H3C(CH,);—C=C—(CH,);COOH ~ Br, —> H3C(CH2)7—(|3—(|3 (CH,);COOH
Br Br

C. PROTOKOL

Not: Deneyin yapilisi ile ilgili protokol, sanal lab uygulamasi icinde bulunan tablette ayrintili
olarak verilmistir. Protokol 6zeti asagidaki gibidir

1. Bos deney tuplerine oleik asit, stearik asit ve arasidonik asit konur.

2. Damlalikile oleik asiticeren tipe brom ¢ozeltisi damlatilir. Her damladan sonra ¢ozeltinin

rengi incelenir. Cozelti rengi sariya dondugu anda islem durdurulur. Harcanan damla

sayisi not edilir.

ikinci basamaktaki islem stearik asit igin tekrar edilir.

Ikinci basamaktaki islem arasidonik asit icin tekrar edilir.

5. Heryag asidi icin not edilen damla sayisi karsilastirilir ve doymamis bag sayisi hakkinda
yorum yapilir.

o

Ornek Cozeltinin sariya déonmesi i¢in gerekli
damla sayisi

Oleik asit
Stearik asit
Arasidonik asit

DENEY 2. Salkowski Yontemi ile Kolesterol Tayini

Ernst Leopold Salkowski tarafindan gelistirilen bu yontem, kolesterol iceren bir ¢ozeltinin,
sulfarik asit ile tepkimesi sonucu kirmizi renk olusturmasi prensibine dayanir. Bu sayede,
kolesterol iceren bir ¢ozelti nitel olarak tayin edilebilir.

HO
Kolesterol molekulii

Salfurik asit oldukga higroskopik bir maddedir. Bu 6zelligi ile kolesterol molekuilinden su
ayrilmasina sebep olur. Su molekdillerinin ayrildigl 2 molekul kolesterol birleserek (kondenzasyon)
bikolestadien molekulind olusturur.
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Bikolestadien molekdilii

Salfurik asit, olusan bikolestadien molekilintin aromatik halkasini 7,7 pozisyonundan
sulfonlanmasini saglayarak (yapiya -SOsH grubu katilmasi) bikolestadien-distlfonik asit
olusturur. Bu olusan bilesik kirmizi renk verir.

Bikolestadien-distilfonik Asit

PROTOKOL

Not: Deneyin yapilisi ile ilgili protokol, sanal lab uygulamasi icinde bulunan tablette ayrintili
olarak verilmistir. Protokol 6zeti asagidaki gibidir

1. Bos bir deney tupune klorofom icinde ¢ozinmus olan kolesterol ¢ozeltisi ve farkli bir tipe
kontrol grubu olarak kullanilmak Uzere sadece kloroform konur.

2. Kolesteroliceren tipe damlalik ile sulfirik asit ekleyin ve ¢alkalayin

3. Sadece kloroform iceren tup i¢in de ikinci adimdaki islemi uygulayin.

4. Tupler arasinda renk degisimi olup olmadigini gbzlemleyin.

NOTLAR

ATIK YONETIMI

Sanal laboratuvar oldugu igin atik bulunmamaktadir.
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6. Protein Tayini

LABORATUVAR: ANK-Z14 ve Serbest calisma zamaninda erisim saglanan Sanal Laboratuvar

OGRENiIM CIKTISI

Amino asitlerin yapisini ve peptit baginin 6zelliklerini tanimlayabilir

Biuret metodunun prensibini agiklayabilir

Biuret metodunun avantaj ve dezavantajlarini sayabilir

Spektrofotometre ile bilinmeyen bir protein érneginin derisimini hesaplayabilir

A. TEORIKBILGI
Biliret Metodu

Serum proteini 6lgumunde en yaygin kullanilan yontem biuret reaksiyonudur. Bu yontem, alkali
kosullar altinda Cu? iyonlarinin amonyum, aminoasitler, peptitler ve proteinler gibi amonyumlu
bilesiklerle mavi-mor renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Protein ve peptitlerde iki
peptit bagl olusumuna katilan 4 azot atomu ile bitiret ayiracindan gelen Cu?®“’nin renkli kompleks
olusturmasi esastir. Olusan bu kompleks 540-560 nm dalga boyunda maksimum absorbans verir.

Bilret bilesigi yapi olarak peptit bagina benzer bir maddedir ve Cu? iyonlari ile proteinlerin verdigi
reaksiyona benzer bir renkli kompleks olusturur. Bu nedenle kullanilan ydnteme Bilret Yontemi,
Cu?* igceren gozeltiye de Biliret Ayiraci adi verilir.

Metodun amaci: Konsantrasyonu bilinmeyen proteinin miktarinin tayin edilmesi.
Metodun prensibi:

« ki ya da daha fazla peptid bagina sahip peptidler ya da proteinlerin bazik ortamda Cu?*
iyonu ile mor-mavi kompleks yapmasi esasina dayanir.

e Bu kompleks iki peptid zincirindeki 4 azot atomunun ortaklasmamis elektronlari ile Cu*
iyonlari mavi-mor renkli kompleks olusturur.

¢ Olusan renkli bilesik 540-560 nm’de olculebilir.

e Duyarliigidusuk (1-100 g/Lyada 0,1 -10 g /dL) olmakla beraber, pratikligi nedeniyle genis
c¢apta kullanilan bir ydntemdir.

NH 5 H,N
0=( =0
NH _ _HN
. e e
Wy NHg —H e W7 Cu2 Bl
¢ 0 . =0
N2 NH “ HN
0= =0
NH HoN
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Metodun Avantaji:

Olusan renk siddeti sadece proteine aittir. Burada nukleik asitlerin bulunmasi 6lgimu etkilemez.
Pratik bir yontemdir.

Metodun Dezavantaij:

Bu metot sonucu protein baska bir molekule donUstugu icin onu geri kazanmamiz olanaksizdir.
Amonyak ve amonyum iyonlari bozucu faktér oldugundan amonyum sulfat ¢goktiirmesi sonucu
elde edilen protein numunesine direkt uygulanamaz. Duyarliligi disuk.

B. EKiIPMAN ve MATERYALLER

1- Bilret reaktifi:

a. 1,5 g bakir sulfat (CuS0O4.5H,0) ve 6g potasyum sodyum tartarat 500 mL distile suda ¢ozdurular.
b. 300 mL %10 (w/v) NaOH ¢o6zeltisi ekleyip 1 litreye tamamlanir.

c. 1 g Potasyum iyodur ilave edilir.

2- Protein standardi

4 mg/mL BSA ¢ozeltisi distile su ile hazirlanir.

C. PROTOKOL
Standartlarin hazirlanmasi

Standart grafigini olusturmak icin 4 mg/mL BSA c¢ozeltisinden 0,8 ; 1,6 ; 2,4 ve 3,2 mg/mL
derigsimlerdeki ¢ozeltiler distile su ile seyreltilerek hazirlanir. BSA icermeyen ve sadece distile
sudan olusan kor c¢ozelti kullanilir. (Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi icin asagidaki tabloyu
kullanabilirsiniz)

Kor S1 S2 S3 S4 S5
Istenen derisim 0 0.8 1.6 2.4 3.2 4
(mg/mL)
BSA (mL) 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Distile su (mL) 1 0,8 0,6 0,4 0,2 0

Hazirlanan tuplere ve derisimi bilinmeyen 6rnek tipine 1 mL Bilre reaktifi eklenir ve oda
sicakliginda 30 dakika beklenir. Spektrofotometre 540 nm dalga boyunda 6lgum yapacak sekilde
ayarlanir. Kore karsi sifirlamadan sonra standart ¢ozeltiler ve 6rnek absorbansi 540 nm’de okunur.
Her ¢ozelti igin elde edilen degerler notlar kismina yazilir.

Standart c¢ozeltilerin derisim-absorbans grafigi asagidaki ornekte goruldugu sekilde cizilir.
Standart egrisi denkleminde, bilinmeyen 6rnegin absorbans degeri yazilarak derisim hesaplanir.
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Konsantrasyon - Absorbans grafigi
25
y = 0,048x + 0,0044

24 R*=0,9998
w
=]
&
=5
s
=]
s 11
w
=]
< 05

O T T T T

0 10 20 30 40 50
Konsantrasyon (ppm)

Ornek hesaplama: Bilinmeyen 6rnegin absorbansi 0,873 gelmisse, absorbansi gdsteren y degeri

yerine bu sayi yazilip, denklemdeki derisime karsilik gelen x hesaplanabilir.
0,873 =0,048x + 0,0044

0,873 - 0,0044 = 0,048x

0,8686 = 0,048x

18,09 =x

Ornek 18,09 mg / mL olarak bulunur.

NOTLAR

ATIK YONETIMI

Biuret reaktifi iceren tium ¢oOzeltiler atik sisesine dokulecektir. Deney sorumlusundan bilgi aliniz.
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