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1. LABORATUVAR GUVENLIGI

Kimyasal maddelerin kullanildig1 laboratuvarlarda g¢alisilirken giivenlik 6nlemlerini
almak hayati 6nem tagimaktadir. Laboratuvarda bulunan kimyasallarin biiyiik bir olasilikla
toksik, irrite edici ve patlayict olabilecegi kesinlikle géz ardi edilmemelidir. Kimyasallarin
birgogu yanlis kullanildiginda ya da uygun olmayan sekillerde atildigi zaman ¢ok tehlikeli
durumlara yol acabilmektedir. Laboratuvar kazalarinin hi¢ olmamasi ya da en aza indirilmesi
icin laboratuvara ¢ok i1yi hazirlanarak gelmek ve anlatilan deneysel prosediirlerin tam olarak
anlasilmasi ile gerceklestirilebilir. Tehlikeli durumlar genelde beklenmedik sekilde gelisirler.
Bu nedenle genel giivenlik kurallar1 ve acil durumlarda hareket tarzi iyi bilinmelidir.
Laboratuvar ¢aligmalarinda ayn1 ortamda ¢alisan diger kisilerin glivenligi i¢in de ayr1 bir 6zen
gosterilmesi gerekmektedir. Bir kisinin dikkatsizligi ile olusabilecek tehlikeli durumlarin
digerlerine de zarar verebilecegi unutulmamalidir.

Yanici veya toksik olan kimyasal maddeler, cam malzemeler, kesici ve delici aletler
(igne, bisturi vb.), enfeksiyon kaynagi biyolojik materyaller (kan, bakteri, viriis vb.) cok
dikkatli kullanilmali ve kuralina gore atilmalidir. Isitict bloklar, santrifiijler ve yiiksek voltajlt
elektroforez giic kaynaklari gibi elektrikli aletler dikkatsiz kullanimda ayr1 birer tehlike
kaynagidirlar.

Atik kimyasal, kesici objeler ve enfeksiyoz ajanlarin kuralina uygun olarak atilmasi
sadece laboratuvar ¢alisma giivenligi i¢in degil, genel halk saglig1 ve ¢evrenin korunmasi igin
de 6nem arz etmektedir.

Biitiin 6grenci ve diger calisanlarin bir biyokimya laboratuvarinda olusabilecek
tehlikeli durumlar1 ve bu durumda neler yapacaklarini bilmeleri ¢ok 6nemlidir. Bu nedenle

uyulmasi gereken laboratuvar kurallar1 cok 6nemlidir.
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LABORATUVARDA UYULMASI GEREKEN KURALLAR

Laboratuvarlar o6zenle ve ciddiyetle c¢alisilan mekanlardir. Arastirmacilar bu
mekanlarda lakayit tavirlardan kaginmalidirlar.

Kimyasal maddelerin giinlik kullanilan kiyafetlere veya tene temas etmesinden
kacinilmak i¢in beyaz onliik giyilmelidir.

Deneyleri yapacak olan kisiler laboratuvara zamaninda ve hazirlikli olarak gelmeli ve
sorumlular tarafindan izin verilmeden laboratuvari terk etmemelidirler.

Laboratuvarda bir seyler yenmemeli ve i¢ilmemelidir.

Laboratuvarda sakalagsma, miizik dinleme gibi amag dis1 hareketlerden kaginilmalidir.
Calisirken heyecan ve panik yapmadan son derece sessiz ve sakin caligilmalidir.

Uzun saglar toplanmali, etrafi dokiip sacacak daginik kiyafetlerle calisiimamalidir.
Pipet kullanirken, herhangi bir ayiraca daldirilan pipetin baska bir ayiraca
daldirilmamasina dikkat edilmelidir.

Kullanilan malzemelerin c¢atlamasi, kirilmasi, kaybolmasi veya bozulmasi
durumlarinda laboratuvar sorumlusu bilgilendirilmelidir.

Laboratuvar calismasina baslamadan once o giin hangi deney yapilacagi, yapilacak
deneyin amaci, prensibi ve g¢alisma sonucunun nasil gozlemlenecegi veya
hesaplanacagi dnceden 6grenilmelidir.

Calisilacak kimyasalin Ozellikleri veya tehlikesi hakkinda herhangi bir sorun
goriiliiyorsa, ¢calismaya baslamadan 6nce laboratuvar sorumlusuna sorulmalidir.
Gelisigiizel ve bir amaca dayanmayacak sekilde iki kimyasal maddenin karigtirilmasi
ve sadece ne oldugunu goérmek i¢in yapilacak denemelerin kotii sonuglara neden

olabilecegi unutulmamalidir.
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Reaktif sisesinden sivi haldeki kimyasal madde deney tiipiine aktarilirken, sise
izerinde etiket kismi1 avug icine gelecek sekilde olmali ve teknigine uygun olarak sivi
tiipe alinmalidir.

Gerek sivi gerekse kati maddelerin istemeyerek deney tiipiine fazla alinmasi
durumunda fazlalig1 geri stok sisesine veya kabina dokiilmemelidir.

Deney tiiplindeki iki sivi maddenin karistirilmasi i¢in veya deney tiipiindeki kati
maddenin suda c¢oziindiiriilmesi i¢in aksi belirtilmedikge tliplin agz1 parmakla
kapatilarak ¢alkalanmamalidir.

Stok kimyasal ve ayirag siselerinin agizlart agik birakilmamalidir.  Ciinki
buharlasmaya bagli zehirlenme veya madde konsantrasyonunda degisim meydana
gelebilir.

Deney tiiplerinin alev iizerinde 1sitilmasi islemi, tiip hafif egik durumda iken ve sivi
ist ylizeyinin biraz altindan olacak sekilde yapilmalhidir. Bu islemi yaparken
kaynamadan kaynaklanacak sigramalar1 Onlemek icin tiip diizenli bir bigcimde
sallanmalidir. Isitilan tiiplin agiz kismimi kisi kendine veya bagkalarmma dogru
tutmamalidir. Ayrica 1sitma isleminde tiip alev iizerinde siirekli tutulmamali, ara ara
alevden uzaklastirarak 1sitma islemi gerceklestirilmelidir.

Kuvvetli asitlerin seyreltilmesi veya kati alkali hidroksitleri ¢6ziilmesi esnasinda agiri
miktarda 1s1 agiga ¢ikacagi icin dikkatli olunmalidir. Bu amagla asitler sulandirilirken
asit lizerine su ilave edilmemeli, su daha 6nce kaba alinarak tizerine sogutma islemiyle
birlikte asit ilave edilmelidir.

Herhangi bir ¢6zeltinin asitlestirilmesi veya alkalilestirilmesinde kullanilacak asit veya

baz istenen reaksiyon olusuncaya kadar azar azar ve damla damla ilave edilmelidir.
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Kagit ve kat1 maddeler kesinlikle lavaboya atilmamali, ¢6p kutusuna atilmalidir. Sivi
maddeler ise aksi belirtilmedik¢e, c¢esme suyu acik durumda iken lavaboya
dokiilmelidir.

Yanici ve kendiliginden tutusabilen eter, kloroform, vb ayiraclarin bulundugu kaplar
hi¢bir zaman bunzen beklerinin yanlarinda birakilmamali ve agilmamalidir.

Kullanilan kimyasal maddelerin zehirli ve toksik olabilecegi goz Oniine alinarak higbir
zaman koklanmamali, tadina bakilmamali1 ve inhalasyondan kacinilmalidir.

Toksik, yakici, organik solventler, asitler ve bazlar cam pipete alinirken kesinlikle agiz
kullanilmamali, puar veya otomatik dispensor kullanilmalidir.

Herhangi bir olumsuzluk durumunda neyi nasil acilen yerine getirilmesi gerektigi
yoniindeki bilgilerin &nceden bilinmesinde biiyiik yararlar vardir. Ornegin asit
sigramasi halinde bolge derhal bolca sodyum bikarbonat veya bu yoksa su ile
yikanmalidir. Elbiseye asit sigramigsa, once seyreltik amonyak ¢ozeltisi ile daha sonra
su ile yikanmalidir. Baz c¢ozeltilerinin sigramasi durumunda doymus borik asit
cozeltisi kullanilir. Bu esnada eldiven giyilmelidir. Biyolojik materyal bulasmasi
durumunda bol sabunlu su ile yikanmalidir.

Kullanilan aletler ve cam malzemeler laboratuvar sonunda temiz bir sekilde
birakilmalidir. Deney tiiplerinin temizligi i¢in deterjanli su ve tiip firgas1 kullanilir.
Deney tiipiiniin firca ile yikanmasi isleminde, firca tiipiin boyundan biraz kisa olacak
sekilde parmakla sabitlenerek kullanilmali ve deney tiiplerinin dip kisimlarinin
kirilmamasina dikkat edilmelidir. Calisilan masalar silinmeli ve en son laboratuvardan
cikarken eller temizlenmelidir.

Lavabo ya da ¢ope atilmamasi gereken radyoaktif veya kimyasallar 6zel atik kabina

bosaltilmalidir.



LABORATUVARDA MEYDANA GELEBILEN KAZALAR VE

YAPILACAK iLK YARDIM

Laboratuarda meydan gelen herhangi bir kaza aninda once asagidaki islemler yapilir.
Agir vakalarda derhal bir doktora bagvurulur. Olusabilecek kazalar;

A — Yara ve yaniklar

B — Yanginlar

C — Zehirlenmeler
A -YARA VE YANIKLAR

1 - Kesikler: Bunlari su ile yikamak dogru degildir. Alkol ile pansuman edilir. Eger
yaraya giren yabanci maddeler var ise bunlar doktor tarafindan ¢ikarilmalidir. Yaralar sargi
beziyle veya temiz bir mendil ile sarilmalidir. Pamuk kullanilmamalidir.

2 - Goz Yaniklar: Gozler iyice agik tutularak ¢esme suyu ile yikanir. Gerekirse
seyreltik borik asit ile gzler banyo edilir.

3 - Cilt Yamklari: Yanan yer hemen seyreltik Na2CO3 ¢ozeltiyle yikanir, sonra
zeytinyagi — kire¢ suyu emiilsiyonu yanik {izerine siiriiliir ve gazli bez ile sarilir.

4 - Asit — Baz Yaniklari: Bol soguk su ile yikanir. Yanik ileri geliyorsa % 1’lik
Na2COa3 ile, bazdan ileri geliyorsa % 1’lik asetik asit veya borik asit ¢ozeltisi ile yikanir.
Sonra {izerine vazelin siiriilir.

5 - Brom Yaniklari: Benzen ile yikanir ve pansuman yapilir.
B - YANGINLAR

1 - Organik s1vilar veya alkali metallerden ileri gelen yanginlar sudan ziyade kum ile
sondiirtiliir.
2 - Kazaya ugrayanin elbiseleri yanmis ise, kalin bir ortii ile sarilmali veya hemen bir

dus altina goétiiriilmelidir.



3 - Yangin veya diger hallerde, gazli ve dumanli salona ancak gaz maskesi ile
girilmelidir.

C - ZEHIRLENMELER

ZEHIR TEDAVi
NaOH, KOH, NH; % 1’lik asetik asit igirilir ve buz
parcalar1 yutturulur.
HCI, HNO3;, CH;COOH MgO siispansiyonu igirilir. Buz
parcalar1 yutturulur.
Br,, Cly, HCI ve Nitroz Buharlari Seyreltik NH3, Alkol veya eter

teneffiisii yapilir. Miimkiinse su
buhar1 veya NaHCO3’l1 buhar ile
teneffiis ettirilir.
H,S, CO, HCN, KCN 2 gr, Na;S,03 ve 0,5 gr NaNO, 50 ml
suda ¢oziiliip igirilmelidir. Suni
teneffiis yaptirilmali, gerektiginde
teneffiise saatlerce devam
ettirilmelidir.
Arsenikli hidrojen, Fosforlu Hidrojen Hastay1 derhal agik havaya
¢ikarmalidir. Hemen doktora
basvurulmalidir. Zehirlenme, etkisini
birkag saat sonra gosteriri.

Civa Hasta derhal kusturulur ve tanin
¢oOzeltisi igirilir.

2. BiYOKIMYA LABORATUVARINDA KULLANILAN

MALZEMELER

Biyokimya 6grenci uygulamalari ve arastirmalarinda iki tiirlii analiz uygulanir.

a. Kalitatif Analizler: Karisimdaki maddenin varliginin ¢esitli madde ilaveleri veya
diger yontemlerle gosterilmesi islemleridir.

b. Kantitatif Analiler: Bir karisimdaki maddelerin miktarin1 saptamak i¢in yapilan
islemlerdir. Cesitli birimlerle ifade edilen sonug (% mg, % gr, gr/l vb gibi) kesin olarak

bildirilir. Bunlar {i¢ grupta incelenir.



I. Gravimetrik metodlar: Laboratuvarda total lipid tayininde kullanilan metod
olup amag analizi yapilacak maddeyi ya tuz halinde ¢Oktiirmek ya da solventle ekstrakte
etmektir. Bu yonteme nadiren bagvurulur.

Ii. Volumetrik metodlar: Biyolojik materyalde veya soliisyonlarda bulunan
0zel bir maddenin varliginin titrasyon ile ol¢iilmesi amaglanmistir. Kanda Ca miktarinin
Kramer Tisdall metodu ile dl¢iilmesi gibi 6rnekler verilebilir.

Iii. Kolorimetrik metodlar: Biyokimyada en sik kullanilan metodlardir. Bazi
kimyasal islemler ile miktar1 dlgiilecek madde renkli hale ¢evrilir. Renklenen maddenin renk
koyulugu spektrofotometre, kolorimetre gibi aletlerde okunur. Miktar1 formiiller, standart
grafikler yardimiyla bildirilir.

Yukarida bildirilen analizlerin dogru ve usuliine uygun olarak yapilabilmesi i¢in dl¢ii,
tart1 ve diger malzemenin nitelik ve gorevlerinin bilinmesi gereklidir.

2.1. Tiipler

a. Deney Tiipleri

Kimyasal reaksiyonlarin gergeklestirildigi veya cozeltilerin konuldugu silindirik cam
malzemelerdir. Hemen hemen her ebatta bulmak miimkiindiir. En fazla kullanilanlar 15x1,5
cm boyutlarinda olanlardir ve bunlar yaklasik 20 ml hacme sahiptirler. Alevde dogrudan
dogruya ve dolayli 1sitmalara kars1 dayaniklidir. Degisik amaglarla iiretilmis ¢esitli 6zel deney
tiipleri bulmak miimkiindiir. Ornegin, kan sekeri tayininde kullanilan Folin-Wu tiipleri,
oksidasyonu oOnlemek amaciyla dibi yuvarlak ve dar bir boyundan sonra yukari dogru

genislemis sekilde olan tiiplerdir.



Deney Tiipleri Folin-Wu Tiipii
b. Santrifiij Tiipleri
Karigimlardaki farkli fazlari birbirinden ayirmak ic¢in kullanilan, basinca dayanikli,
cam veya plastikten yapilmis, konik, silindirik, dereceli veya derecesiz, kapakli veya kapaksiz

tiiplerdir.

Santrifiij Ttpleri

2.2. Beherler

Genis a8zl silindirik oldugu i¢in ¢esitli hacimlerdeki sivilarin kolayca konulup
bosaltilabildigi, 1sitma ve kimyasal soliisyon hazirlanmasi islemlerinde kullanilan 10-2000 ml

arasinda degisen hacimlere sahip cam malzemedir.



Farkl1 hacimlerdeki beherler

2.3. Erlenmayerler

Ozel camdan yapilmis, genellikle kimyasal soliisyon hazirlamakta kullanilan farkli
hacimlerde ¢esitleri bulunan, dar bir boyun ve alta dogru genisleyen konik bir yapiya sahip
kaplardir. Igerigini rahatca karistirmaya imkan veren yapisi nedeniyle karisimlarin
hazirlanmasinda yaygm olarak kullanilirlar. Ozellikle titrasyon islemlerinde siklikla

kullanilmaktadir.

Erlenmayer

2.4. Balonlar

Dipleri diiz veya yuvarlak olan dar boyunlu farkli hacimlerde ¢esitleri bulunan cam
kaplardir. Isitma islemlerinde yuvarlak altli olanlar tercih edilirler. Cozelti hazirlamak icin

kullanilan voliimetrik (hacmi belli) olanlara balon joje denir. Balon jojelerin boyun kisminda



hacimlerini belirten seviyede ¢izgisi bulunur. Balon jojeler hassasiyet gerektiren hacim
Ol¢iimlerinde kullanilirlar. Herhangi bir 6l¢li ¢izgisi bulunmayan ve sadece genel amagli

kullanilan balonlara ise adi balon denilmektedir.

Balon jojeler
2.5. Dereceli Olcii Silindiri (Meziirler)
Sivilarin hacmini 6lgmeye yarayan cam kaplardir. Genellikle hassasiyet gerektirmeyen

stvt hacimlerini 6l¢gmede kullanilirlar. Degisik hacimlerde olabilirler.

Meziirler

2.6. Biiretler

Alt uclarinda bir musluk bulunan dereceli cam borulardir. Ug¢ kismi kontrollii akisi
saglamak iizere inceltilmistir. Cesitli hacimde olanlar1 vardir. Ustten bir huni vasitasiyla

doldurulurlar. Genellikle titrasyon islemlerinde kullanilirlar.



Biiret

2.7. Bunzenbeki ve Sa¢ Ayagi

Havagazinin uygun miktarda hava ile karisip yanmasini saglayan, ayarlanabilir
nitelikteki malzemedir. Isitma islemi yapilirken 1sitilacak kabin iizerine kondugu metalden

yapilmis malzemedir. Genellikle lizerine amyant plakalar konarak 1sinin siddeti azaltilir.

Bunzenbeki Sa¢ ayagi ve amyant tel

2.8. Piset
Genellikle 6lciisiiz siv1 (0zellikle su) aktarimini saglamak tizere kullanilan plastik
kaplardir. Kabin dibine kadar uzanan bir boru yardimiyla sivi istenilen yere aktarilir.

Egmeden, dik olarak tutulup, bastirilmak suretiyle suyun akis1 saglanir.



Piset
2.9. Porttiip (Tiipliik)
Deney tiipleri, biiretler, balon ve benzeri geregleri dik konumda veya belirli bir

seviyede tutmak i¢in kullanilan ve genellikle metalden yapilmis olan malzemelerdir.

Porttiip (Tiipliik)

2.10. Petri Kab1 (Kutusu) ve Desikatorler

Az miktarda kat1 maddeleri veya kat1 kiiltiir materyallerini saklamak i¢in kullanilan
kapakli, cam veya plastik kaplardir.

Desikatorler alt kismina nem ¢ekici maddeler (susuz kalsiyum kloriir, susuz kalsiyum
hidroksit, baryum oksit, susuz magnezyum perklorat ve silika jel gibi) konularak kimyasal
maddeleri kurutmak veya nemden korumak ig¢in kullanilan cam kaplardir. Dig ortamla

desikatoriin i¢inin temasini1 kesmek i¢in siki kapanan bir kapagi vardir.



Petri kaplari Desikator

2.11. Huniler

Camdan yapilmus, eriyikleri stizmek, ¢okelegi ayirmak icin kullanilan malzemelerdir.
Birbirine karismayan sivilari ayirmak i¢in ayirma hunileri kullanilir. Alt kisminda bulunan

musluk yardimiyla sivilar birbirinden ayrilir.

Huniler Ayirma hunisi

2.12. Reaktif Siseleri

Renkli veya renksiz olup farkli 6lgiilerde hacimlere sahip 6zel kapakli siselerdir.

Reaktif siseleri



2.13. Cam Baget ve Manyetik Balik

Erimeyen maddeleri karistirip eritmeye yarayan i¢i dolu cam ¢ubuklardir.

Beher icindeki ¢ozeltinin homojen bir sekilde karismasi igin igerisine manyetik balik
atilir. Manyetik balik, demir bilyeler seklindedir. Manyetik karistirict igerisinde motorla
birlikte donen miknatis kafa, bu manyetik baliklarin karisim igerisinde donmesini saglar.

Ultra manyetik baliklar silindirik sekilli olup uglar1 yuvarlaktir. I¢ kismindaki silindirik
miknatisin tizeri polimer ile kaplanarak iretilmistir. Sekli nedeniyle kullanim alani ¢ok

genistir. Polimer kilif +270 °C’ye kadar dayaniklidur.

Cam baget Manyetik karistirict Manyetik balik

2.14. Spatiil

Kimyasal madde 6l¢iimlerinde kullanilan, porselen, cam veya metalden yapilmis bir
ucu kasik, bir ucu da diiz olan malzemedir. Her madde tariminda degistirilmeli veya iyice

temizlenmelidir.

Spatul Cesitleri (@ ————




2.15. Pipetler

Belirli hacimde sivilar1 bir yerden alip baska bir yere aktarmaya yarayan laboratuvar
gerecleridir. Pipet i¢indeki hava, lastik bir apareyle (puar) veya agizla bosaltilarak pipetin
icerisine sivinin girisi saglanir. Farkli amaglara yonelik iiretilmis, degisik hacimli cam ve
otomatik pipetler vardir.

a. Taksimath Cam Pipetler: Uzerleri taksimatli ince cam borulardir. Bazilarmin
taksimati pipet ucuna kadar yapilmistir. Bu pipetlerin iiflenerek tamamen bosaltilmasi gerekir
(TD pipetleri). Bazilarinda ise taksimat ugtan yaklasik 1 cm kadar yukarida sonlandirilmistir.

Bosaltma islemi en alt isaret ¢izgisinde sonlandirilir (TC pipetleri).
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Bosaltma igleminin alt ¢izgide sonlanmas1 gereken pipetler



b. Otomatik Pipetler: Mikro ve makro pipetler veya ayarlanabilir ve sabit hacimli
pipetler olmak iizere gruplandirilabilirler. Tek kullanimlik uglarla sivinin aktarilmasi, pipetten
gelebilecek kirlenmelerin Oniine gegilmesi yonilyle oldukga onemli bir avantaja sahiptir.
Aktarilacak sivi, uca bir piston yardimiyla cekilip bosaltilabilir. Degisik hacimli olanlari

vardir.

ml

Otomatik Pipetler ve Uglar1

c. Pastor Pipetler (Damlalik)

Birtakim ¢ozeltilerin pH ayar1 vb. yapiminda ya da tepkime sirasinda ortama damla damla
cozelti ilave etmek icin kullanilan, bir ucu genis hava dolu, 6biir ucu sivri plastikten yapilmis

araclardir. Damlaliktan yuvarlak, ¢ok kii¢iik miktarda siv1 akar.

Pastor pipeti (damlalik)



Cam Pipetlerin Kullanilis1
Pipetleme, deneysel c¢alismalar sirasinda kiigiik hacimli sivi aktariminin vazgegilmez ve en
hassas olan bir parcasidir. lyi bir pipetleme ve buna bagli olarak iyi bir deneysel sonug elde
edebilmek icin agagidaki pipetleme kurallarina uyulmas: gerekmektedir;

e Pipet bagparmak ile orta parmak arasinda tutulur.

e Pipetin ucu Olgiilecek siviya yeteri kadar daldirilir. Hafif bir emme ile s1vi pipetin agiz
ucu tarafindaki en iist igsaretin biraz listiine kadar ¢ekilir. Sonra pipetin agiz ucu isaret
parmagi ile kapatilir.

¢ Pipetin dis ylizeyinde bulunan siv1 bir siizge¢ kagidi ile silinerek alinir.

e Pipetin agiz ucunu kapatan isaret parmagina hafif gevseme hareketleri vererek,
parmak tamamen kaldirilmadan sivi, seviye ¢izgisine diisiiriilir.

e Pipet dikey olarak tutularak bosaltilacak kabin kenarina temas ettirilir. Pipet ucundan
isaret parmagi kaldirilarak iiflemeden, sivinin bosalmasi beklenir. Eger pipet tamamen
bosaltilmayacaksa yine isaret parmagmin kontrollii hareketi ile istenen miktarda

stvinin bosalmast saglanir.

TEMIZLiK VE TEMIZLIK COZELTILERI

Plastik Malzemenin Temizlenmesi

Polyethylene kaplar ilk defa kullanildiklarinda 8 M tirede yikanmalidir. Distile suyla
yikandiktan sonra plastik kaplar 1 N KOH ile yikanir, distile suyla tekrar yikandiktan sonra,
10° M EDTA ile metal iyon kontaminasyonunu ¢ikarmak igin yikamir. Son olarak distile
(deiyonize su) suyla yikanir. Bu ilk uygulamadan sonra her kullanistan sonra %5 deterjanla ve
sonradan distile suyla yikama tavsiye edilir. ilk uygulama (Ure, EDTA, KOH) istenildigi

zaman tekrarlanabilir.



Cam Malzemenin Temizlenmesi

Birgok amag¢ i¢in cam malzemenin % 0,5 deterjanla yikanmasi ardindan distile sudan
gecirilmesi muhtemelen yeterlidir. Ancak hassas analizler yapilacaksa, cam malzemeler asit
dikromata batirilir ve daha sonra distile suyla yikanir. Boylece cam malzeme organik
kontaminantlardan arindirilir. Konsantre sitrik asitle ve bunu takiben distile suyla yapilan
ikinci bir yikama metal iyonlarinin ¢ogunu ¢ikarir.

Dikromik asit soliisyonunun hazirlanmast:

250 ml’lik bir beherde 5 gr sodyum dikromat 5 ml distile suda ¢oziiliir. Siirekli
karistirarak yavagca 100 ml konsantre siilfirik asit eklenir. Soliisyonun sicakligi 80 °C’ye
yiikselir. Soliisyon 40 °C’ye kadar sogumasi i¢in birakilir. Cam kapli kuru bir siseye transfer
edilir.

Dikromatin kullaniminda dikkatli olmak gerekir. Chromium karsinojeniktir.

Quartz ve Cam Kiivetlerin Temizligi

Kiivetler veya optik olarak cilalanmis cam malzemeler asla etanolik KOH veya diger
kuvvetli bazlarla yikanmamalidir. Ciinkii bu ¢izilmelere sebep olur. Biitiin kiivetler % 0,5
deterjan soliisyonuyla ucu pamuklu c¢ubuklar ile yikanmali daha sonra distile suyla
yikanmalidir.

Pipetlerin Temizligi

% 0,5 deterjan sollisyonu i¢ine batirilir ve bol ¢gesme suyuyla yikandiktan sonra distile
sudan gegirilir.

Malzemenin Kurutulmasi

Cam malzeme en iyi sekilde firmnda kurutulur. Birgok plastik malzeme de ayni
zamanda firinda kurutulabilir. Seliiloz nitrat santrifiij tiipleri asla firinda kurutulmamalidir.

Ciinki seliiloz nitrat patlayicidir.



Cam malzemenin asetonla kurutulmak i¢in yikanmasi sonucunda yiizeyde nonvolatil

organik kontaminantlar birakir. Bu nedenle bundan kaginilmalidir.
2. COZELTi HAZIRLAMA

Iki veya daha fazla maddenin meydana getirdigi homojen karisimlara cozelti denir.
Cozeltiyi olusturan bilesenlerden miktarca fazla olani ¢oziicii, az olan1 ¢oziinendir. Ozel
olarak belirtilmemisse ¢Oziicli sudur. Giivenilir sonuclar alabilmek icin ¢ozeltilerin dikkatli ve
hassas olarak hazirlanmasi gerekmektedir. Biyokimya ve klinik biyokimya laboratuvarlarinda
tirlii ¢ozeltiler kullanilir. Coziicli ve c¢oOziinenin fiziksel Ozelligine gore biyokimyasal
calismalarda es sik kullanilan ¢6zelti ¢esitleri sunlardir;

e Siviiginde siv1 (Ornegin sulu alkol ¢ozeltisi)
e Siviiginde kat1 (Ornegin sodyum kloriir ¢ozeltisi)
e Siviiginde gaz (Ornegin sulu amonyak)

Cozeltinin birim hacminde bulunan veya belli bir miktar ¢oziiciide ¢oziinen madde
miktarina, s6z konusu ¢ozeltinin konsantrasyonu (C) (derisim) denir. Konsantrasyon igin
degisik birimler kullanilir. Biyokimya laboratuvarinda kullanilan baslica konsantrasyon

birimleri molarite (M), normalite (N), molalite (m) ve yiizde konsantrasyondur (%).

2.1. Molar Cozeltiler

Molarite (M): Bir litre ¢6zeltide ¢6ziinmiis maddenin mol sayisidir.

_ Coziinen maddedin mol sayisi (n)
B Cozelti hacmi (V) (L)

(Coziicli ve ¢ozlinenin durumuna gore degisik tipte molar ¢ozeltiler hazirlanabilir.



a. Sivi icinde kati madde ¢oziinmesiyle hazirlanan molar cozeltiler

Ornek: 500 mL 2 M NaOH ¢ézeltisini nasil hazirlanir? (Ma:40g/mol)

M=% _— N=MXV ——— n=2M x 0,5 L =—= n=1mol

n= m (kiitle)
T MA (molekil agirhigr)

= M=NXMp=——= m=1mol x 40 g/mol

m=40g

40 g NaOH tartilip, bir miktar suda ¢oziindiikten sonra hacmi meziirde distile su ile
500 mL’ ye tamamlanir.

NOT: Eger kimyasal madde kristal suyu (molekiil suyu) iceriyorsa molekiil agirligina
kristal suyunun agirligini da ilave etmek gerekir.

Ornegin 100 mL 0,1 M potasyum karbonat (K,CO3) ¢dzeltisi hazirlanirken, elimizdeki
madde 3/2mol H,O bulunduruyor. Yani K,CO3.3/2 H,O hesaplarken K;CO3’in Ma’sina
(138g/mol) suyun kiitlesini (1,5x18=27) ilave ederek 138+27=165g/mol olarak hesaplamak
gerekir.

b. Sivi icinde s1ivi madde ¢oziinmesiyle hazirlanan molar ¢ozeltiler

Bir sivinin bir baska sivi igerisinde ¢Oziinmesiyle hazirlanacak olan ¢ozeltilerde

coziinecek s1vi maddenin yogunluk ve agirlik¢a ylizdesinin bilinmesi gerekir.

Molekiil Agirligi (MA) x istenen Konsantrasyon(M) x istenen Hacim(L
V(mL)= girhg (MA) yon(M) ()Xloo

Yogunluk(d) x Konsantrasyon (%)
Ornek: Yogunlugu 1,18 g/ml, agirlikca %37’ lik ve molekiil agirhg 36,5 g/mol olan

HCI kullanilarak 1 M, 500 mL ¢6zelti nasil hazirlanir?

36,5x1x0,5

V(mL) = 1,18x37

x100

V(mL) = 41,8 mL

Orijinal sisedeki asitten 41,8 mL alinarak hacmi distile su ile 500 mL’ ye tamamlanur.



NOT: Asit cozeltilerini hazirlarken derisik asit {izerine hicbir zaman su konulmaz.

Asit, icerisinde bir miktar distile su bulunan c¢oOzelti kabina yavas vavas ilave edilir. Daha

sonra istenen hacme tamamlanir.

2.2. Normal Cozeltiler

Cozeltinin 1 mL‘sinde bulunan ¢oziinen maddenin miliesdeger gram sayisidir. Ayni

ifade litresindeki esdeger gram sayisi olarak da belirtilebilir.

N= (m /esdeger gram sayis1) /V

Esdeger gram sayisi: Molekiil agirlig1 / Tesir degerligi

Formiil diizenlenirse:

N = Coziinen maddenin kiitlesi (m) xTesir Degerligi (TD)

- Coziinen maddenin molekiil agirhigi (MA)x Cozeltinin hacmi (L)

Tesir Degerligi (TD): Asitlerin ortama verdigi H* iyonu sayisi, bazlarin ortama
verdigi OH'iyonu sayisi, tuzlarin ise ortama verdigi veya aldigi elektron sayisina tesir
degerligi denir.

Ornegin H2SO4 igin bu deger 2’dir. Ciinkii siilfiirik asit 2 tane H* iyonunu sulu
cozeltisine verebilir. NaOH, HNO3, HCl i¢in bu deger 1°dir.

Molarite ve normalite arasinda N = M x TD baglantis1 vardir.

Ornek: 200 mL 0,5 N Ca(OH); ¢ozeltisi nasil hazirlanir? (MA:74 g/mol)

m

0,5=
74%0,2

x2 » m=3,7¢

3,7g Ca(OH), alinir bir miktar distile suda ¢oziindiikten sonra son hacmi meziirde

distile su ile 200 mL’ ye tamamlanir.



2.3. Yiizde Cozeltiler

Yiizde konsantrasyon (%), 100 mL veya 100 gram ¢ozeltide bulunan madde miktarin
gosterir. Ug sekilde ifade edilir:

a. Agirhk/Agirhk esasina gore (w/w): 100 g c¢ozeltide ¢oziinen maddenin gram
cinsinden miktarini belirtir.

b. Hacim/Hacim esasina gore (v/v): 100 mL ¢6zeltide ¢oziinen maddenin mL
cinsinden miktarini belirtir.

c. Agirhk/Hacim esasina gore (w/v): 100 mL c¢ozeltide ¢oziinen maddenin gram
cinsinden miktarini belirtir.

Yiizde ¢ozeltilerin hangi esasa gore hazirlanacagi belirtilmelidir. Sayet belirtilmemis
ise kat1 maddelerden agirlik/hacim (w/v); stvi maddelerden hacim/hacim (v/v) esasina gore
hazirlanacagi ve ¢oziicii belirtilmemisse ¢oziiciiniin su oldugu anlaglir.

Ornek 1: % 10° luk (w/v) 100 mL NaCl ¢ozeltisi nasil hazirlanir?

10g NaCl bir miktar distile suda ¢oziindiikten sonra hacmi 100 mL’ ye tamamlanir.

Ornek 2: %5’ lik (w/v) 100 mL CuSOy ¢ozeltisi hazirlamak igin elimizde mevcut
CuS04.2H,0’ dan ne kadar almak gerekir?(MAcusos:159,5)

1 mol CuSQO,4.2H,0 = 159,5 + (2x18) = 195,5 g/mol

Cozelti %5’ lik olacagina gore 5g saf CuSO,’ i 100 mL’ ye tamamlamamiz gerekir.
Mevcut CuSQy, 2 mol kristal suyu bulundurmaktadir. Bunu dikkate alarak;

MA 159,5¢g olan CuSO,’ den 5 g gerekli ise

MA 195,5 olan CuSQ,4.2H,0’ dan X g gerekir

X =6,139
6,13g CuS0O,.2H,0 tartilip bir miktar distile suda ¢oziindiikten sonra hacmi 100 mL’

ye tamamlanir.



Ornek 3: %15’ lik (v/v) 100 mL alkol ¢dzeltisi nasil hazirlanir?
Orijinal sisesinden 15 mL alkol alinir, distile su ilave edilerek hacmi 100mL’ ye

tamamlanir.

2.4. Osmolar Cozeltiler

Litresinde 1 osmol-gram madde ulunduran ¢6zeltilere osmolar ¢6zeltiler denir.
Osmolarite: Bir litre ¢ozeltide ¢6ziinen maddenin osmol-gram miktaridir.

Molekiil agirhg:

1 1— =
OSTOL = 8TaM = 4 smotik bakimdan aktif partikiil sayisi

Ornegin; NaCl sulu ¢dzeltide tamamen Na® ve CI iyonlarma ayrisir. Her NaCl
molekiilii osmotik bakimdan aktif iki partikiil oldugundan,

1 osmol-gram NaCl= 58,5/2= 29,25 gramdir.

Bagka bir anlatimla 1 osmolar NaCl ¢ozeltisinin litresinde 29,25 gr NaCl
bulunmaktadir.

Diger taraftan glukoz molekiiler halde ¢oziindiigiinden 1 molekiil glukoz osmotik
bakimdan aktif 1 partikiil meydana getirir. Dolayisiyla 1 osmol-gram gukoz 180/1= 180
gramdir.

Ayni osmotik basinca sahip olan yani birbirleriyle ayni sayida osmotik bakimdan aktif
partikiil bulunduran ¢6zeltilere izotonik ¢ozelti denir.

Tibbi olarak izotonik ¢ozelti kavrami, osmolaritesi kanin osmolaritesiyle ayni olan
cozeltiler i¢in kullanilir. Kanin osmolaritesi yaklasil 0,3 osmolardir.

Ornek 1: 1L izotonik NaCl (serum fizyolojik) ¢ozeltisi hazirlamak icin ( Ma=58,5; 1
osmol-gram NaCl 58,5/2=29,25) 0,3 osmol-gram (NaCl = 29,25 x 0,3) = 9 g NaCl alinip 1L’

ye tamamlanir.



Ornek 2: 1L izotonik glukoz ¢ozeltisi nasil hazirlanir? (Ma=180g/mol)

1 osmol-gram glukoz = 180/1 = 180g

0,3 osmol-gram glukoz =180 x 0,3 =54 ¢

54 g glukoz alinip, suda ¢oziildiikten sonra 1 L’ ye tamamlanir.

Osmolaritesi 0,3 osmolardan az olan ¢ozeltiler hipotonik, fazla olan g¢ozeltiler
hipertonik ¢ozeltilerdir. Kan hiicreleri (eritrosit, 16kosit) hipotonik ¢ozeltilerde iglerine su
alarak siser ve parcalanirlar. Hipertonik c¢ozeltilerde bu hiicreler su kaybederek biiziiliirler.
Izotonik ¢ozeltilerde ise hiicrelerin yapilar: bozulmadan kalir.

Cozeltilerde Seyreltme islemleri

Coziicli ilavesiyle ¢ozeltinin konsantrasyonunun azaltilmasi islemine seyreltme
(diliisyon) denir. Bu isleme yiiksek konsantrasyonlu cozeltilerden diisiik konsantrasyonlu
¢ozelti hazirlamak i¢in bagvurulur. Seyreltme ile baslangigtaki hacmi Vi olan ¢ozelti hacmi
V;’ye cikarken, konsantrasyonu C;’den C;’ye diiser. Sonucta ¢oziinen madde miktart (mol,
gram, esdeger gram olarak) degismez. Ancak konsantrasyon azalir. Bu sebeple seyreeltme
islemlerinde;

CixV1 = CxxV;

esitliginden faydalanilir.

Ci= ilk konsantrasyon

C,= seyreltmeden sonraki konsantrasyon

V1= ilk hacim

V,= seyreltmeden sonraki hacim

Esitligin her iki tarafinda aymi olmak sartila konsantrasyonlar yerine molarite,
normalite, ylizde veya diger birimler alinabildigi gibi hacim yerine de mililitre veya litre

almabilir. Bir seyreltme isleminin nasil yapildig: Sekil 26° da gdsterilmistir.



Bir ¢ozeltiyi 2 oraninda seyreltmek, hacmini iki katina ¢ikarmak demektir. Bu da 1
hacim ¢ozeltiye 1 hacim su ilavesi ile olur. 1:10 oraninda seyreltmek 1 hacim ¢ozeltiye 9

hacim su ilavesiyle toplam hacmi 10 katina ¢ikarmaktir.

1 1 6rnek
2 1ornek + 1 ¢oziicii

1 1 ornek

10 1ornek+9 ¢cozucu

Ornek 1: 50 ml, 0,05 N H,SO, ¢Ozeltisi hazirlamak icin 0,1 N H,SO,4 ¢ozeltisinden
ka¢ ml alinmalidir?

CixV1 =CxV,

0,1x V1 =10,05x50

V1 =0,05x50/0,1

V1 =25 ml H,SO,4 alinip distile su ile 100 ml” ye tamamlanur.

Ornek 2: 150 ml 0,2 N NaCl ¢ozeltisine 50 ml 0,1 N NaCl ¢ozeltisi ilave edilirse
karisimin normalitsi ne olur?

CixV1 + CxV2=CnxV,

150 x0,2 + 50x0,1 = C,x200

30 +5=Cx200

35
Cn = —
200

Cn=0,175 N olur.

Ornek 3: 100 ml 0,1 N NaCl ¢ozeltisinin 0,3 N NaCl c¢ozeltisinde ka¢ ml ilave
edilmelidir ki 0,2 N NaCl’ lik bir ¢ozelti olsun?

CixVi + CoxVa=CixV,

0,1x100 + 0,3x V,=0,2x(100 + V,)

V>, =50 ml



Yiiksek konsantrasyonlu bir soliisvondan diisiik konsantrasyonlu bir soliisyon

hazirlanmasi
Ornegin %28’ lik bir soliisyondan %7’ lik bir soliisyon hazirlamak istenirse su
formiile gore hesaplanir.

Istenilen konsantrasyon

x 100 = ml (s1vinin hacmi)
mevcut konsantrasyon

Bu formiilde bulunan ml sayis1 kadar yiiksek konsantrasyonlu soliisyondan alinip su

ile 100 ml’ ye tamamlandig1 zaman istenilen konsantrasyonda bir soliisyon elde edilir.
. 7
Misal bu formiile gore; 28 x 100 =25

%28’ lik soliisyondan 25 ml alnir distile su ile 100 ml’ ye tamamlanirsa %7’ lik

soliisyon elde edilmis olur.
2.5. Tampon Cozeltiler

Az miktarda asit veya baz ilavesine karsihk H® konsantrasyonu degisimine direng
gosteren ¢ozeltilere tampon ¢ozelti, bu dirence tampon etkisi, tampon etkisinin biiyiikliigiine
ise tampon kapasitesi denir.

Tampon ¢ozeltiler, bir zayif asit ve onun tuzu (eslenik bazi) veya bir zayif baz ve onun
tuzundan (eslenik asitinden) meydana gelmis olup genellikle bazlarin adiyla isimlendirilirler
(asetat tamponu, fosfat tamponu gibi).

HA zayif bir asit olmak iizere bir tampon ¢dzeltinin pH’ 11 veren esitligin ¢ikarilig

asagidaki gibidir.

HA A+ H"

[A7][H"]
[HA]

[HA]
[A7]

[H*] = Ka



Her iki tarafin da negatif logaritmasi alinirsa

—log[H*] = —logKa — lo @

g = g g[A—]
H =pKa—-1lo @
pa=p g[A-]
H =pKa+lo m
pa=p g[HA]
[Tuz]

pH = pKa + log [Asit]

Bu esitlige Henderson-Hasselbach esitligi denir.

Bir tampon sistemden iyi bir tamponlama elde edebilmek i¢in tampon pH’ 1nin
pH=pKaz1 civarinda olmas1 gerekir. [Tuz]=[Asit] oldugunda pH=pKa’ dir ve pH digisimi
minimumdur. Yani tampon kapasitesi maksimumdur.

Viicut Tamponlar:

Metabolik olaylar sirasinda ¢ok fazla miktarda asidik karakterli madde iiretilir. Bu
maddeler, hiicreici-hiicredis1 sivilar ve hiicredisi sivisinin 6nemli bir iiyesi olan kap pH’in1
degistirdigi i¢in olumsuz etki gosterecektir. Bu amagla bazi organ ve tampon sistemleri, bu
degisimin oniine gegmek icin birlikte hareket edeceklerdir. Ozellikle akciger ve bdbrekler
esliginde calisan viicut tampon sistemleri bu mekanizmanin vazgecilmez elemanlaridir.
Bagslica viicut tamponlart:

Bikarbonat tamponu (HCO3;/CO,); Plazma ve eritrositlerde bulunur. Organizmada kan
pH’min %60°1n1 tamponlayan sistemdir.

Fosfat tamponu (HPO,%/H,POy); Plazma ve eritrositlerde bulunur. Esas gorevi bobrekten
asitlerin uzaklastirilmasidir.

Protein tamponu (protein’/protein); Serumda asidik veya bazik yan zincirli amino asit

tastyan bir ¢ok protein tampon olarak davranmaktadir.



Hemoglobin tamponu (Hb/HHD); Eritrositlerde gorev yapar. Hemoglobin, total kan
proteinlerinin tamponlama kapasitesinin %60’indan sorumludur. Bu sistem metabolik olaylar
sirasinda ortaya ¢ikan CO;’i tamponlar.

Ornek 1: 3L, pH=5 olan 0,2 M asetat tamponu nasil hazirlamir? (CH3COONa igin
MA:82,03g/mol, CH3COOH igin MA:60g/mol CH3COOH igin d=1,05g/ml pKa:4,77)

Asetat tamponunun asit bileseni CH3COOH, tuz bileseni CH;COONa’dir.

CH;COOH CH;COO" + H*

CH;COO™ + NaOH CH3COONa + OH"

[Tuz]
[Asit]

[Tuz]
[Asit]

[Tuz]
[Asit]

pH = pKa + log

5=4,77 + log

0,23 =log

0,2M asetat; hem CH3;COOH’tan hem de CH3COONa’ dan gelecek toplam CH3COO

miktaridir. Dolayisi ile [Tuz]=x dersek [Asit]=0,2-x olur. Bunlar1 formiilde yerine koyarsak;

[x]
[0,2 —X]

[x]
[0,2 —X]

0,23 =log

antilog(0,23) =

100023) — —[X]
[0,2 —x]

[x]
[0,2 —x]

1,70 =
x=0,126mol

[Tuz]=x dedigimiz i¢in [CH3COONa]=0,126mol olur. (Litredeki mol sayisi)
[Asit]=0,2-x dedigimiz i¢in [CH3COOH]=0,2-0,126

[CH3COOH]=0,074mol olur. (Litredeki mol sayisi)



Koseli parantezler molariteyi ifade ettigi igin istenen hacme gore g veya mL olarak tuz ve asit
miktarmin bulunmasi gerekir. Buna gore 3L tamponda;

CH3COONa i¢in: 0,126*3=0,378mol

n=_——=0378= 82'% ——= m=31 g gerekir.

CH3COOH igin: 0,074*3=0,222 mol

m m _ .
n=_- = 0,222 = o m=13,3 g gereKir.
Fakat asitin yogunlugu 1’den farklidir ve mL cinsinden hesaplamamiz gerekir. Dolayist ile;
1 mL’de 1,05¢g var ise

ymL’ de 13,3g vardir

y=12,66mL gerekir.

31g CH3COONa ve 12,66 mL CH3COOH alinip bir miktar distile suda ¢ozlindiikten
sonra son hacim 3L’ ye tamamlanur.

Ornek 2: pH’1 6,5 ve 50mM, 1L fosfat tamponunu nasil hazirlanir? (pKa,=6,7;
KH,PO, igin Ma:136,09 ve Na;HPO,4.12H,0 i¢in Ma:358,14)
KH,POys <> K" + HPO,

Na,HPO, <——>2Na" + HPO,?

[Tuz]
H = pKa +1
PH = PpRa+ 08 s
B [HPO4 2]
6,5=6,7 +log [H2P04 |
02 =1 [HPO4~ 2]
2= B TH2P04]
. _ [HPO47?]
antilog(—0,2) = [H2P04 ]
[HPO4 2]

10-02) — —— -
[H2PO4~]



6 [HPO472]
"7 [H2PO4"]

HPO4'2=X dersek, H,PO4=0,05-x olur. Bunlar1 formiilde yerine koyarsak;

06 = L
’ [0,05 — x]

x=0,018mol

[HPO,?]=x dedigimiz i¢in [HPO42]=0,018mol olur.

[H2PO41=0,05-x dedigimiz i¢in [H2PO,]=0,05-0,018=0,032mol olur.

KH,PO, igin:
n=-—=—=0032=— m=4,35 g gerekir.
MA 136,09
Na2HPO4.12H20 ic¢in:
m m N — H
n=_— = 0,018 = 35814 3 m=6,44 g gerekir.

4,35 g KH,PO, ve 6,44 g Na,HPO,4.12H,0 tartilip bir miktar distile suda ¢oziindiikten sonra

son hacmi 1L’ ye tamamlanir.

3. KARBOHIDRATLARI TANIMA DENEYLERI

3.1. ASITLERIN ETKIiSI

Karbohidratlar yogun mineral asitlerle 1sitilinca su kaybederler. Yeni olusan bilesige

furfural ad1 verilir. Bunlar fenollerle birleserek renkli bilesikleri olusturular.
3.1.1. Molisch Deneyi

Pensip
Yogun siilfiirik asit glikozidik baglari hidrolize ederek monosakkarit birimleri
olusturur. Bunlar da yapilarindan H,O molekiillerini kaybederek furfural tiirevlerini verirler.

Olusan bu {iriin stilfolanmis a-naftol ile birleserek menekse renkli kompleksleri sekillendirir.



Bu reaksiyon yogun siilfiirik asitle furfural veren karbohidrat ve diger organik
bilesiklerin varligini tayinde genel bir tanima reaksiyonudur.

Ayiraglar

1. Yogun siilfiirik asit (H2SOy)

2. a-naftol’ {in %S5’ lik etanolde taze hazirlanmis soliisyonu (molisch ayiract)

3. %5’ lik Glukoz ¢ozeltisi

Deneyin yapihisi

2 ml %5’ lik glukoz ¢ozeltisi {lizerine birka¢ damla Molisch ayiract eklenir ve
karigtirilir. Tiip egik tutularak 1-2 ml yogun H,SO, dikkatle tabaka yaptirilir. Tiipteki sivi ile
temas yiizeyinde menekse veya kirmizi renk meydana gelmesi ortamda karbohidrat

varligininin gostergesidir.
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3.1.2 Seliwanoff Deneyi

Prensip

Ketozlar aldozlardan daha hizli dehidre olarak furfural ve tiirevlerini olusturur. Bunlar
resorsinol ile kondanse olarak kirmizi renkli kompleks olusturur. Bu renk keto seker ve keto
seker iceren disakkarit /sakkaroz gibi) igin 6zel bir deneydir.

Ayirac

3N HCI i¢inde %0,05 resorsinol veya 0,5g resorsinol 330ml yogun HCI” de eritilir ve
distile su ile litreye tamamlanir.

Deneyin Yapihist

%1°lik Fruktoz soliisyonundan 1 ml alinir ve iizerine 3 ml Seliwanoff ayirac1 eklenir.
Kaynayan su igerisinde 1-2 dakika bekletilir 1sitilir. Koyu kirmizi renk olusumu ortamda keto

seker varligini gosterir.

OH OH HO o] O
R

R—C——H Renkli Madde



3.2. ALKALILERIN ETKISI

Suladirilmis alkaliler kullanarak monosakkaritlerde birinci ve ikinci C atomlarinda
molekiil i¢i bir diizenleme ile enol ara maddeler meydana gelir. Kuvvetli alkalilerle temasta
ise monosakkaritlerde C-C baglar1 kopar, yeni diizenlemeler olusur ve karamelizasyon olayi
gergeklesir.

3.2.1. Moore Deneyi

Prensip

Sulu alkaliler monosakkaritlere etki ederek enediol yapiyr olusturur. Glukozun
yeniden diizenlenmesinden glukoz, fruktoz ve mannoz igeren bir karisim meydana gelir. OH"
iyonlar1 polisakkaritleri kuran monosakkaritlerin yapisini bozar. Kuvvetli alkaliler ise sekerin
C atomlar arasinda birgok ¢ift bag olusturarak veya pargalayarak sar1 ve kahverengi pigment
olusumuna neden olur ve seker karamelize hal alir. Deney sirasinda olusan indirgeyici
parcalanma triinlerine “rediiktan” denir.

Ayiraclar

%5 Glukoz Cozeltisi

2N NaOH

Deneyin Yapihisi

2 ml glukoz ¢ozeltisi tizerine 1 ml 2 N NaOH c¢ozeltisi eklenir, karistirilir ve 1sitilir.

Karisimin rengi 6nce sari, daha sonra kahverengi olur ve karamel kokusu duyulur.

3.3. INDIRGENME REAKSIYONLARI

Indirgenme reaksiyonu karbonil grubunun bir fonksiyonudur. Bes ve alti karbonlu
monosakaritler sulu ortamda; aldozlar hemiasetal, ketozlar hemiketal seklinde bulunurlar.
Serbest hemiasetal veya hemiketal hidroksil grubu alkali ortamda, 1sinin da etksiyle once

karbonil grubuna doniisiir, karbonil grubu da Cu?, Bi*, Ag®, Hg™ veya Fe(CN)s* gibi



degisken degerlikli metalleri indirerlerken, kendileri de oksitlenerek seker aitleri adi verilen

monokaroksilik asitlere doniistirler.
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B-D-Glukopiranoz D-Glukuronik asit

3.3.1. Fehling Deneyi

Ayiraclar

Fehling I: 35 g kristalize Bakir (II) siilfat (CuSQO,) distile suda ¢ozdiiriilerek 1000 ml’
ye tamamlanir.

Fehling II: 173 g sodyum potasyum tartarat ve 100 g potasyum hidroksit yaklasik 500
ml distile suda beraberce ¢oziindiiriiliir ve 1000 ml” ye tamamlanir.

Calisma reaktifi: Fehling I ve II’ den esit hacimlerde alinarak hazirlanir. Reaktifin

rengi mavidir.

Deneyin Yapihisi

Bir deney tiipiine ¢alisma reaktifinden 1-2 ml alinir, lizerine birkag damla % 5’lik
glukoz ¢ozeltisinden ilave edilip karistirtlir ve 1sitilir. Karisimin renginin maviden yesile,
daha sonra sartya ve sonunda tugla kirmizisina donmesi glukozun +2 degerlikli mavi bakir1
indirgeyerek +1 degerlikli sar1 Cu(OH) ve kirmizi CuyO’ e doniistiirmesindendir. Ortamin
rengi glukozun ve dolayisiyla indirgenmis bakirin oraniyla degisir ve tartarat kuprik
hidroksitin presipitasyonunu onleyerek solubl formda kalmasini saglar. Eger ortamdaki +2
degerlikli bakir iyonlarinin tamamin indirgeyecek kadar glukoz varsa ortamin rengi kirmizi

olur.



3.3.2. Benedikt Deneyi

Bu deneyde benedikt ayiraci ad1 verilen ¢ozelti kullanilir.

Benedikt reaktifinin hazirlanisi

17,3 g CuSO4.5H,0 100 ml distile suda ¢oziindiiriiliir. Bir baska behere 173 g sodyum
sitrat (Na3CgHs07.2H,0) ve 100 g Sodyum karbonat (Na,COj3) yaklasik 700 ml distile suda
isitilarak ¢oziindiriiliir. Bu karisim sogutulduktan sonra bakir (II) siilfat ¢ozeltisi ile karistirilir
ve distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanir. Sodyum sitrat bakiri solubl formda tutarak
presipitasyonunu Onler, sodyum karbonat ise ortamin alkalilestirilmesinde etkilidir.

Deneyin Prensibi

Glukoz sicak alkali ortamda Cu*? (cupri) iyonlarmi Cu® (cupro)’ e indirger, ayni
zamanda Cu*? de glukoz karbonil karbon atomundan oksitleyerek glukonik asite doniistiiriir.
Reaksiyon sonunda sar1 renkli Cu(OH) veya insolubl kirmizi renkli CuyO olusur. Olusan
rengin yogunlugu glukoz miktariyla dogru orantili olarak artar.

Deneyin Yapihisi

Bir deney tiipiine 5 ml Benedikt ayiraci konulur ve 1 ml glukoz ¢ozeltisi ilave edilir,
karistirilir ve 5-10 dakika siireyle kaynama 1sisina kadar 1sitilir. Kirmizi renk indirgeyici seker
i¢in pozitif sonug verir.

Bu deney yaygin olarak idrarda kalitatif glukoz tayininde kullanilir. Ortamda iki
degerlikli bakir1 indirgeyebilecek glukozdan bagka diger indirgeyici maddeler de pozitif
sonuglar verir. Bu maddeler frilktoz, mannoz, galaktoz, laktoz, riboz, ksiloz, arabinoz,
askorbik asit, tirik asit, kreatinin, sistein, salisilat, propiltiyourasil, streptomisin, tetramisin,
sefalosporinler, formaldehit vb.’dir. Ozellikle idrarda fazla miktarda askorbik asit 6nemli

interferense sebep olabilir.



3.3.3. Ozazon Deneyi

Karbohidratlarin serbest karbonil grubu ile ilgili bir reaksiyondur. Serbest aldehit veya
keton grubu tasiyan karbohidratlar, fenilhidrazin ile 1sitildiklarinda karbohidratlarin tiiriine
0zgli ozazon kristalleri olusur. Seker molekiiliine bir fenilhidrazin girmesiyle renksiz, suda
kolay ¢oziinen hidrazonlar olusur. Ikinci bir fenilhidrazim molekiilii, aldozlarda ikinci
karbonu, friiktozda birinci karbonu oksitleyerek karbonil grubuna gevirir. Ugiincii bir molekiil
fenilhidrazin de bu karbonil grubu ile raksiyona girerek sar1 renkli ozazon kristallerini
olusturur. Glukoz, laktoz ve maltozun kristalleri 200 OC’nin {stiinde, galaktoz ve
pentozlarinki ise bu derecenin altinda ergirler. Ayrica kristallern mkroskopla sekillerinin
incelenmesiyle de ayrimlama yapilabilir. Enediol formu iizerinden birbirlerine doniisebilen
glukoz, friikktoz ve mannoz ekin demeti kristali olustururken, galaktoz ve laktoz at kestanesi
seklinde kristal olustururlar.

Deneyin Prensibi

Aktif aldehit veya keton gruplar1 ihtiva eden sekerlerin fenilhidrazin ile birleserek
degisik sekillerde sar1 renkli (ozazon) olusturmasidir. Bu test gebelerin idrarinda seker
reaksiyonu olmast halinde bu sekerin laktasyon sirasinda goriilen siit sekerinden mi (laktoz)

yoksa diabet sonucu goriilen bir glukoziiriden mi kaynaklandigini ayirt etmek i¢in kullanilir.
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Reaktifler
e %5’ lik glukoz, galaktoz, maltoz ve laktoz ¢ozeltileri
e 9050 asetik asit
e %10 NaOH
e Fenilhidrazin

Deneyin Yapihisi

Dort ayr1 deney tlipiine glukoz, galaktoz, maltoz ve laktoz ¢ozeltilerinden 5° er ml
almir. Uzerine birkag damla fenilhidrazin ve 0,5 ml asetik asit ilave edilir, karistirilir ve
sitilir. Sodyum hidroksit ilavesinden sonra tiipler kaynar su hamaminda 30-60 dakika
bekletilir. Tipler sogutulur, lam {iistiine 6rnek alinip lamel kapatilir ve olusan kristaller
mikroskopta sekil yoniinden incelenir.

Bu deney kristal sekillerine gore mikroskopta bakilarak sekerlerin taninmasinda
nkullanilir. Glukosazon ekin demeti, maltosazon papatya, laktosazon at kestanesi seklinde
goriiliir. Ozazon tesekkiiliil su banyosunda gecikirse tiip ¢ikarilip soguk su altina tutuldugunda
kristallerin olusumu hizlandirilabilir. Glukoz, fruktoz ve mannoz ayni1 0zazonu verdiklerinden
bu deney 3 sekerin ayrilmasinda yararsizdir. Cilinkii fenilhidrazin molekiilleri 1 ve 2 nolu C’
lara ayn1 sekilde baglanir ve bu 3 sekerin de 3., 4., 5. ve 6. C* daki konfigiirasyonlar1 ayn

oldugundan dolay1 ayn1 ozazon ortaya ¢ikar.



———— = Glukosazon

:  EO— Maltosazon

[———— ——= Laktosazon

3.4. DISAKKARITLERIN REAKSIYONLARI

Disakkaritler glikozidik bagla baglanmis iki monosakkaritten kurulu sekerlerdir.
Glikozidik bag bir monosakkaritin hadroksil grubu ile digerinin karbonil grubu arasinda bir
molekiill H,O aciga ¢ikmasiyla olusmaktadir. Glikozidik baglar bazlara dayanikli olmasina

karsin, asidik ortamda kaynatildiginda bag hidrolize olur ve disakkarit monosakkarit



birimlerine ayrilir. Disakkaritlerden maltoz, izomaltoz, laktoz, sellobiyoz ve gentabiyoz
serbest anomerik hidroksil (hemiasetal) grubu tasidiklarindan indirgeyici, sakkaroz ve
trehaloz ise disakkariti olusturan monosakkaritler anomerik karbon atomlarindan glikozidik
bag yaptiklarindan indirgeyici degildirler. Bu iki disakkarit hidrolize edildikten sonra

indirgenme reaksiyonu gosterirler.

CH,OH
CH,OH H
o)
H OH
CH,OH
OH H
Sakkaroz

3.4.1. Sakkarozun Hidrolizi

Indirgeyici 6zelligi olan disakkaritler fehling, benedikt, trommer vb. deneylere pozitif
sonug verirken, sakkaroz ve trehaloz vermezler. Deneyin iki amacindan birincisi; sakkarozun
indirgeyici 6zelliginin olmadiginin fehling deneyi ile gosterilmesi, ikincisi ise; HCl ile
hidrolizidir.

Reaktifler

e Sakkaroz ¢ozeltisi

e HCI

e NaOH

e Fehling A ve B ¢ozeltileri

Sakkaroz (siikroz) B-D-fruktofuranozit ile a-D-glikopiranozit anomerik karbonlardan
baglanmasiyla olustugundan indirgeyici grup tasimaz, bu nedenle indirgenme reakiyonlarina

katilmaz. Sakkaroz, sakkaraz (slikraz veya invertaz) enzimiyle veya diliie asitlerle kaynatilara



kolaylikla hidroliz edilebilir. Hidrolizasyonla sakkaroz, friiktoz ve glukoz monosakkaritlerine
ayrilir.

Deneyin Yapilhisi

Birka¢ ml sakkaroz ¢ozeltisi deney tlipline alinir, tistiine diliie HI ilave edilir ve
karigtirilir. Karigim kaynatilir. Hidrolizin beilrlenmesi amaciyla kaynamakta olan karisimdan
1 ml alinir sogutulur ve {izerine asiditeyi notiirlestirmek i¢in yeterince NaOH ilave edilir daha
sonra fehling deneyi uygulanir. Pozitif sonu¢ alinmasi sakkarozun hidrolize oldugunu
gosterir. Negatif sonug¢ alinirsa; sakkaroz + HCI karisimi tekrar kaynatilarak pozitif sonug

alinincaya kadar isleme devam edilir.
3.5. POLISAKKARITLERIN REAKSiYONLARI

Polisakkaritler 10 veya daha fazla sayida monosakkaritin glikozidik baglarla
baglanmasiyla olusurlar. Glikanlar olarak da adlandirilan polisakkaritler, yapisinda bulunan
monosakkarit tiirline gére homopolisakkarit (nisasta, seliiloz, glikojen, iniilin, dekstran,
kitin) ve heteropolisakkarit (hyaluronik asit, kondroitin siilfatlar, heparin, pektn vb.) olarak
ikiye ayrilir.

Nisasta bitkisel depohomopolisakkarittir, amiloz ve amilopektin alt tinitelerinde
olusur. Amiloz o-D-Glukoz birimlerinin o-(1-4) glikozidik bagla baglanmis linear bir
polimerdir. Amilopektin ise o-(1-4) baglarina ilaveten 24-30 adet glukozda bir, dallanma
noktalarinda a-(1-6) glikozidik bag i¢eren polimerdir. Molekiil agirlig1 birka¢ binden besyiiz
bine kadar degisen amiloz suda gercek manada ¢6zlinemeyen hidratlanmis miseller olusturur.
Misellerde polisakkarit zinciri kendi ekseninde sarmal yaparak heliks yapisi olusturabilir. Bu
heliks yapist eger ortamda farkli tiir bir molekiil yoksa stabil degildir, rastgele katlanmis
kangallar seklinde bulunur. Sulu ortamda iyot varliginda amilozun heliks yapis1 sabitlesir ve
iyot heliks seklindeki yapinin nonpolar kisimlarina yerleserek nisastanin kalitatif tayininde

kullanilan mavi rengin olusmasina yol agar. Cozelti 1sitildiginda heliks yapisi1 bozularak



linearlagir ve renk acilir, sogutuldugunda renk tekrar olusur. Amilopektin ve hayvansal
depohomopolisakkarit olan glikojen ise iyotla daha kisa dalga boylu 15181 absorbladigindan

kirmizi-mor renk verir. Nisastanin iyotla verdigi renk reaksiyonu zincir uzunluguyla ilgili

olarak da degisir (Tablo).

Tablo Nisastanin oda 1sisinda zincir uzunluguna ( glukoz monomer sayisina) gore

iyotla verdigi renk

ZINCIR UZUNLUGU HELIKS DONME SAYISI | RENKLI URUN
12 2 Renksiz

12-15 2 Kahverengi
20-30 35 Kirmizi

35-40 6-7 Mor

45< 9 Mavi

3.5.1. Nisastanin iyotla Reaksiyonu ve Hidrolizi

Reaktifler
e Nisasta c¢ozeltisi (%0,05)
e Iyot ¢ozeltisi
e HCI

Deneyin Yapihisi

Bir deney tiipline 11lm nisasta ¢ozeltisi, lizerine 1-2 damla iyot damlatilir ve karigtirilir.
Oda 1s1sinda heliks yapisindaki amilozun nonpolar kismina iyot girmesiyle mavi renk olusur.
Karisim 1sitildiginda heliks yapr linear yapiya doniisiir, iyot serbest kalir ve mavi renk
kaybolur. Cozelti sogutuldugunda mavi renk tekrar olusur.

Nisasta ¢ozeltisi ile fehling deneyi yapilir. Nisastanin zincir sonlarindaki glukozlarda
serbest indirgeyici drup olmasina karsin, ortamdaki Cu*? iyonlarini, yeterince indirgeyerek
kadar olmadigindan renk degisimi gézlenmez.

Nisasta sulu ortamda yogun HCI ile kaynatilarak hidrolize edilebilir. Bir tiipe 5 ml
kadar nisasta ¢ozeltisi alinir, {izerine yeterince HCIl ilave edilir ve karisim kaynar su

banyosuna birakilir. Tiipteki karisimdan beser dakika araliklarla 6rnekler alinir, {izerine iyot



damlatilir. Iyotla renksiz oluncaya kadar isitilir, sonunda fehling ve selivanoff deneyleri
yapilir, ancak fehling ve selivanoff deneylerini yapmadan ortam asiditesinin nétlirlesmesi igin
yeterince NaOH ilavesi yapilmalidir.

Nigasta molekiilleri maltoz ve glukoza hidrolize olmussa iyotla renksiz, fehling iile
kirmizi bir tortu verir.

4. LIPIDLERI TANIMA DENEYLERI

Lipidler, yag asitleri ile gliserin ya da benzeri alkollerin aralarinda su ¢ikararak
esterlesmesi ile meydana gelen organik maddelerdir. Lipidler, genel olarak suda erimeyen
(polar olmayan), eter ve kloroform gibi c¢oziiclilerde c¢oziinen organik molekiillerdir.
Lipidlerin temel fonksiyonu depo enerji kaynagi olmasidir. Bir gram yag ayni agirliktaki
karbonhidrattan iki kat daha fazla enerjiye sahiptir. Uzun siiren aglik neticesinde olusan
Oliimlerde viicutta lipid saptanmistir. Bu muhtemel bir yapisal materyal oldugunu gdosterir.

Lipidlerin gorevleri su sekildedir;

1. Membranlarin komponentleridir.

2. Enerji deposudurlar.

3. Organizmada baz1 6nemli maddelerin kaynagidirlar.

4. Organizmayi 1s1, 151k, elektrik ve fiziksel soklardan korurlar.

5. Enfeksiyonlardan korunmada, suyun fazla miktarda kaybi ya da kazanilmasinda
etkilidirler.

6. Baz1 vitamin ya da hormonlarin yapisinda gorev alirlar.

Yag asitleri

Yag asitleri, hidrokarbon zincirli monokarboksilik organik asitlerdir; yapilarinda, 4-36

karbonlu hidrokarbon zincirinin ucunda karboksil grubu bulunur:
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Coklu doymamis yag asitleri

Dogal yaglarda bulunan yag asitlerinin karbon atomu sayist ¢ifttir. Yag asitlerinin
yapisinda yer alan hidrokarbon zinciri karbonlari, —COOH karbonundan itibaren
isimlendirilir;, —COOH karbonuna komsu ilk karbon atomuna a-karbon, ikinciye [-karbon,
iclinciiye y-karbon denir; en sonda yer alan metil grubunun karbonu ise w-karbon olarak
isimlendirilir.

Doymus yag asitleri

Hidrokarbon zincirleri ¢ift bag icermeyen ve dallanmamais olan yag asitleridirler.

En basit doymus yag asidi, 2 karbona sahip asetik asittir. Doymus yag asitleri, iki
karbonlu monokarboksilik asit olan asetik asit tizerine kurulmus olarak tasarlanabilirler.
Asetik asit, propiyonik asit ve butirik aside ugucu yag asitleri denir; bunlar, 6zellikle
ruminantlarin metabolizmalarinda énemli yer tutarlar. Asetik asit ve butirik asit, su ile her
oranda karisabilirler. Karbon sayis1 10’dan fazla olan yag asitleri suda ¢oziinmezler.

Doymus yag asitlerinin 2-6 karbonlular1 kisa zincirli, 8-12 karbonlular1 orta zincirli,
daha fazla karbonlulari uzun zincirli olarak tanimlanirlar. Doymus yag asitlerinin karbon

sayist 10 ve daha az olanlar1 oda sicakliginda sivi ve ugucudurlar; digerleri kat1 yaglar olarak



tanimlanirlar. Hayvansal yaglarda en ¢ok bulunan yag asitleri, 16 karbonlu palmitik asit ile 18

karbonlu stearik asittir.

Doymamus yag asitleri

Hidrokarbon zincirinde bir veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitleridirler.

Hidrokarbon zincirinde bir c¢ift bag iceren doymamig yag asitleri, monoansatiire
(monoenoik) yag asitleridirler; iki veya daha fazla ¢ift bag iceren doymamis yag asitleri,
poliansatiire yag asitleridirler. Poliansatiire yag asitleri, icerdikleri ¢ift bag sayisina gore
dienoik, trienoik, tetraenoik yag asitleri olarak adlandirilirlar. Son yillarda yag asitlerinin
karbon zincirlerindeki karbonlarin numaralandirilmasi, karboksil grubundan baglamak yerine
o karbonu olarak adlandirilan metil karbonundan baslamak suretiyle yapilmakta ve gift
baglardan ilki buna gore belirtilerek w-3 yag asitleri gibi isimlendirme yapilmaktadir; drnegin

18: 3A9, 12, 15 linolenik asit, bir ®-3 yag asididir.

Lipidleri Tanima Deneyleri

4.1. Ester Olusumu Deneyi

Deneyin Amaci: Lipidlerin olusumu ile ilgili reaksiyonda ester olusumunu géstermek

Ayrraclar : Glasial asetik asit, etil alkol, yogun H,SO4

Deneyin Prensibi: Alkol ve fenollerin organik veya inorganik asitlerle iliskisi
neticesinde esterler olusur. Meyvelerin ve ¢iceklerin hos kokusu esterlerin varligi ile olusur.
Birgok biyolojik maddeyi olusturan komponentler ester bagi ile birlesmistir. Ornek,
trigliseridler, fosfolipidler, seker fosfatlari, ve niikleik asitler.

Deneyin Yapilisi: Bir deney tiipiine 2 ml glasial asetik asit ve 2 ml etil alkol konur. 3-
5 damla yogun siilfirik asit ilave edilir. 70-80 derecelik su banyosunda 10 dakika sitilir,

sogutulup 10 ml musluk suyu ilave edilir. Olusan koku ve organik tabaka go6zlenir.



4.2. Akrolein Deneyi

Deneyin Amaci: Lipidlerin temel yapisinda bulunan gliserinin varligimin gosterilmesi
ya da bir yag1 ger¢cek yag olup olmadiginin anlagilmasi.

Ayraclar: Anhidr KHSO,

Deneyin Prensibi: Gliserin anhidr potasyum hidrojen siilfat ile muamele edilirse 1sinin
da etkisiyle dehidre olarak doymamis bir aldehit olan akroleine doniisiir. Akrolein
karakteristik bir kokuya sahiptir. Bu deney bir yagin gliserin ve yag asitlerinin esteri olup
olmadigini kontrol etmede kullanilir.

Deneyin Yapihisi: Bir tiipe 1 g kadar KHSO4 ve birka¢c damla gliserin konur. Tiip
wsitilir. Tiiplin agzina amonyakli glimiis nitrat eriyigi ile 1slatilmis filtre kagidi tutulursa giimiis
nitrat akrolein tarafindan indirgenir ve kagidin rengi kahverengi-siyaha doner.

Koklanildiginda burnu igneleyici bir koku duyulur.

43. Doymamis Yag Asitlerindeki Cift Baglarin KMnO, ile

Gosterilmesi Deneyi

Deneyin Amaci: Yaglarin yapilarinda bulunan doymamis yag asitlerindeki bir ya da
birden fazla ¢ift baglarin varliginin tespitidir.

Ayiraglar: Sivi yag (Oleik Asit), Sodyum Karbonat (Na,COj3), Potasyum Permanganat
(KMnOy,)

Deneyin Prensibi: Doymamis yag asidinin yapisinda bulunan ¢ift bag diisiik 1sida
potasyum permanganat ile oksitlenerek c¢ift baglara OH grubu girer ve dihidroksi stearik asit
olusur. Eger 1sitma iglemi arttirilarak devam ederse stearik asit su kaybedeceginden azelaik

asit olusur.



Deneyin Yapilisi: Bir deney tiipiine bir miktar siv1 yag (Oleik asit) konur. Uzerine
spatiil ucu ile Na,COg ilave edilir ve hafif isitilir. Daha sonra sulandirilmig KMnO4 damla

damla ilave edilerek calkalanir ve damlatma islemine renk kayboluncaya kadar devam edilir.

4.4. Kolesterol deneyleri

4.4.1. Salkowski Deneyi

Deneyin Amaci: Kolesteroliin varligini géstermek

Ayrraglar: Konsantre Siilfirik Asit, Kolesterol, Kloroform

Deneyin Prensibi: Kolesterol ile siilfirik asitin esterlesme tepkimesi neticesinde
karigimin kirmizi renge donilismesidir.

Deneyin Yapihsi: Bir deney tiipline 2 ml %S5’lik kloroformda eritilmis kolesterol
konur. Daha sonra yogun siilfirik asitle tabaka yaptirilir. Tabaka yerinde kirmizi halka ve agik

yesil floresan renk goriilmesi kolesteroliin varligina isaret eder.

4.4.2. Liebermann-Burchardt Deneyi

Deneyin Amaci: Kolesteroliin varligini gdstermek

Ayrraglar: Konsantre Siilfirik Asit, Kolesterol, Kloroform, Anhidr Asetik Asit

Deneyin Prensibi: Kolesteroliin asetik asit ve siilfirik asit ile reaksiyonu sonucu yesil
renk olusmasidir.

Deneyin Yapihisi: Bir deney tiipline 2 ml %S5’lik kloroformda eritilmis kolesterol
konur. Uzerine 0,5 ml asetik asit ve 0,5 ml siilfirik asit ilave edilir. Mor-mavi renk ve yesil

rengin olusmasi kolesterol varligini1 gosterir.



4.5. Keton maddelerini tamma deneyleri

Keton cisimleri metabolizmanin normal isleyisi sirasinda da iiretilen ve dokular
tarafindan enerji metaboliti olarak kullanilan maddelerdir. Fakat keton cismi iiretimi aclik,
uzun siireli siddetli egzersiz ve kontrolsiiz diabet gibi durumlarda artmaktadir.

Keton cisimlerinin tek oOnciil molekiilii Asetil KoA’lardir. Keton cismi iiretimine
katilan asetil KoA’larin biiylik kism1 yag asidlerinin yikimindan elde edilir. Bununla beraber
16sin, izoldsin, lizin, fenilalanin, tirozin ve triptofan aminoasitlerinden de keton cisimleri
sentezlenir.

Keton cisimleri mitokondride {iretilen asetil KoA’lar TCA’nin kapasitesini asmaya
basladiginda senzlenmektedir. Keton cismi sentezi ve yikim insanda mitokondrilerde
gerceklesmektedir.

Keton cisimleri:

1. Asetoasetat

2. B-hidroksibiitirat

3. Aseton’dur (aseton metabolize olmayan bir yan {riindiir)

4.5.1. Legal Deneyi

Deneyin Amaci: Aseton aramak

Aymraclar: %10’luk NaOH, %5’lik Sodyumnitropurisit (Nay[Fe(CN)sNO]), Asetik
Asit

Deneyin Prensibi: Aseton alkali ortamda (NaOH) sodyumnitropurisit ile kiraz
kirmizisi renk olusturur.

Deneyin Yapihisi: Bir deney tiipline bir miktar aseton ihtiva eden sivi konur iizerine
birka¢ damla sodyumnitropurisit ¢ozeltisinden ilave edilir ve karistirilir. Tipteki karigimin

kiraz kirmizis1 renge doniistiigli goriiliir. Bu deney idrarda yapiliyorsa, rengin asetondan mi



yoksa kreatininden mi oldugunu ayirt etmek igin tiipe birka¢ damla asetik asit ilave edilir,

renk acilirsa kreatininden kouilasirsa asetondan olduguna karar verilir.

4.5.2. Lieben Deneyi

Deneyin Amaci: Aseton aramak

Ayiraglar: 2 N NaOH, Lugol Cézeltisi (5 g Iyot, 10 g KI 100 ml distile suda eritilir.

Deneyin Prensibi: Aseton NaOH ile olusan alkali ortamda iyot ile sar1 renkli
iyodoform tortular1 ya da kristalleri olusturur.

Deneyin Yapihisi: Bir deney tiipiine bir miktar aseton ihtiva ettigini diislindiigiimiiz
stvidan konur. Uzerine sulandirilmis lugol ¢dzeltisi (1/5) ilave edilerek calkalanir. Daha sonra
NaOH ¢ozeltisinden renk acilincaya kadar damlatilir, bu arada tiipte sar1 renkli tortulu

iyodoform olusmasi asetondan kaynaklandiginin isaretidir.

4.6. Safra deneyleri

4.6.1. Gmelin Deneyi

Deneyin Amaci: Bilirubinin varligini aragtirmak

Ayrraclar: Nitrik Asit, Tiiten Nitrik Asit (Nitrik asit izerine sodyum nitrit ilavesiyle
elde edilir), Sulandirilmis Safra ya da Bilirubin Thtiva Eden Cézelti

Deneyin Prensibi: Nitrik asit etkisi ile bilirubinin biliverdine oksitlenmesidir.

Deneyin Yapihisi: Bir deney tiipiine bir miktar nitrik asit konur iizerine 2-3 damla
tiiten nitrik asit ilave edildikten sonra bilirubin ihtiva eden sivi ya da sulandirilmig safra ile
tabaka yaptirilir. Tabaka yerinde sar1 yesil mor rengin goriilmesi bilirubinin varligini ve

biliverdine oksitlendigini gosterir.



4.6.2. Hammersten Deneyi

Deneyin Amaci: Bilirubin varligii gostermek

Ayiraclar: Hammersten Ayiraci (1/19 oraninda HNO3 ve HCI), %95 Alkol, Bilirubin
Ihtiva Eden S1v1 ya da Sulandirilmis Safra

Deneyin Prensibi: Bilirubinin oksitlenerek biliverdine déniismesidir.

Deneyin Yapihisi: Bir deney tiipline bir miktar hammersten ayiract konur iizerine 4-5
ml %95’lik alkol ve birka¢ damla sulandirilmis safra ya da bilirubin ihtiva eden siv1 ilave
edildikten sonra karigtirilir ve 1sitilir. Yesil bir rengin olugmasi bilirubinin biliverdine

oksitlendigini gosterir.

4.6.3. Rosin Deneyi

Deneyin Amaci: Bilirubinin varligini gostermek

Ayrraglar: Rosin Ayiract (Alkolde hazirlanmis %]1°lik iyot ¢ozeltisi), Sulandirilmis
Safra

Deneyin Prensibi: Bilirubinin yesil renkte biliverdine oksitlenmesidir.

Deneyin Yapihsi: Bir deney tiipiine bir miktar sulandirilmig safra konur ve rosin
ayiract ile tabaka yaptirilir. Kisa bir siire icerisinde tabaka yerinde yesil rengin olugmasi

bilirubinin biliverdine oksitlendigini gosterir.

4.6.4. Fouchet (Fuse) Deneyi

Deneyin Amaci: idrarda ya da bilirubin ihtiva eden sivida bilirubin varligmni
gostermek
Ayraclar: %10’luk Baryum Kloriir, Sodyum Siilfat Cozeltisi (1.5 g Na2S0O4 100 ml

distile suda eritilir), Fouchet Ayiract (25 g triklor asetik asit 100 ml distile suda eritilir,



tizerine 10 ml %10’luk demir kloriir (FeCl13.6H20) ¢ozeltisinden ilave edilir ve koyu renkli
sisede saklanir.

Deneyin Prensibi: Baryum kloriiriin siilfatlarla olusturdugu baryum siilfatin tuttugu
bilirubinin fuge ayiraci ile biliverdine oksitlenmesiyle sar1 yesil mavi renkler olusur.

Deneyin Yapilisi: Bir deney tlipline bir miktar idrar ya da sulandirilmis safra konur
iizerine baryum kloriir ve sodyum siilfat ¢ozeltilerinden 1-2 ml ilave edilerek karistirilir.
Baryum stilfattan dolay1 olusan tortu bir slizge¢ kagidindan siiziiliir. Daha sonra siizge¢ kagidi
diiz bir zemin iizerine konarak {izerine fuse ayiracindan birka¢ damla damlatilir. Sar1 yesil

mavi renkli halkalarin olusumu bilirubinin biliverdine oksitlendigini gosterir.

4.6.5. Pettenkofer Deneyi

Deneyin Amaci: Safra asitlerinin varliginin gosterilmesi

Ayrraglar: Yogun Siilfirik Asit, %10’luk Sakkaroz Cozeltisi, Sulandirilmis Safra

Deneyin Prensibi: Yogun siilfirik asitin etksiyle suyunu kaybeden sakkarozdan olusan
furfural ile safra asitlerinin birlesmesi sonucu koyu kirmizi kiraz rengi olusur.

Deneyin Yapilisi: Bir deney tiipiine bir miktar sulandirilmis safra konur lizerine yogun
siilfirik asit ilave edilir. Daha sonra %10’luk sakkaroz cozeltisinden birka¢ damla ilave
edilerek 1sitilirsa koyu kirmizi kiraz renginin olustugunun goriilmesi safra asitlerinin varligina

isaret eder.

4.6.6. Hay Deneyi
Deneyin Amaci: Safra asitlerinin varligiin gosterilmesi
Ayrraglar: Safra, Kiikiirt Cigegi

Deneyin Prensibi: Safra asitlerinin yilizey gerilimini azaltic1 etkisinden kaynaklanir.



Deneyin Yapihsi: ki deney tiipii ya da beher alinir tiipiin birine bir miktar su konur
digerine sulandirilmis safra konur. Her iki tiipe de bir spatiil ucu kiikiirt ¢icegi konur ve
calkalanir. Safra ihtiva eden tilipteki kiikiirt tozlarinin dibe ¢oktiigii goriiliir bu da safranin

yiizey gerilimini diislirdiiglinlin isaretidir.

4.6.7. Safra Musini Tamima Deneyi

Deneyin Amaci: Safranin igerisinde bulunan mukopolisakkarit yapisindaki musinin
varligin1 gostermek.

Ayiraglar: Safra, 2 N CH;COOH

Deneyin Prensibi: Safrada bulunan ve mukopolisakkarit yapisindaki musin asetik asit
ile denatiire olur.

Deneyin Yapilisi: Bir deney tiipiine bir miktar sulandirilmis safra konur {izerine birkag
damla 2 N asetik asit ilave edilir ve kanstirilir. Bulanikligin goriilmesi musinin varliginm

gosterir.

5. PROTEINLER

Yunanca’da birinci sirada anlamina gelen proteois kelimesinden tiiremistir. Proteinler
canli bir hiicrenin kuru agirlik iizerinden yaklasik % 50’sini olusturan, kompleks yapidaki
makro molekiillerdir. Amino asitlerden olusurlar ve molekiil agirliklar1 5.000 ile birkag
milyon dalton arasinda degisir. Proteinler, organizmanin ihtiya¢ duydugu 3 makro besin
grubu i¢inde yer almaktadir.

Hiicre yapisinda ve hiicrenin istlendigi cesitli islevlerde (yapisal ve fizyolojik) yer
alirlar. Hiicrelerin zarinda lipitlerle birlikte bulunurlar. Hormon ve enzimlerin yapisinda da

yer alirlar. Proteinlerin elementel analizi yapildiginda: C (% 50-55) H (% 6-7), N (% 12-19),



S (% 0.2-3.0), O (% 20-23) Bunlarin disinda P, Fe, Zn, Cu elementleri En 6nemli 6zelligi N
bulundurmasidir ve yaglardan ve karbonhidratlardan bu 6zelligi ile ayrilmaktadirlar.
Proteinler degisik say1 ve gesitte amino asit igerirler. Yapiyr olusturan amino asitler
pepdit bagi ile baglanarak polipepdit yapisini olustururlar. Bazi proteinler amino asitlerin yani
sira karbonhidrat, lipit, mineral madde ve renk maddeleri (pigmentler) gibi diger yapitaslarini

da icerirler. Bunlara prostetik grup denir.
Amino Asitler

Amino asitler proteinlerin yapi tasidir. Aymi karbon fiizerinde amino (-NH,) ve
karboksil (-COOH) grubu bulundururlar. Genel gosterimi R-CH-NH,-COOH seklindedir. R
grubu degisken gruptur. R grubunun degismesiyle 20 g¢esit primer veya standart amino asit
meydana gelir. Bu 20 c¢esit amino asitin degisik sayr ve sirada dizilimi ile ¢ok sayida ve
degisik fonksiyonlari olan proteinler olusur.

Amino asitler renksiz, suda tamamen, etil alkolde ise kismen ¢6ziinmelerine karsilik,
eterde hi¢ ¢oziinme Ozelligi olmayan organik bilesiklerdir. Amino asitlerin bulundurdugu
karboksil ve amino grubu, reaksiyon giicii oldukca yiiksek fonksiyonel gruplar olduklari i¢in
bu gruplarin verdigi biitiin reaksiyonlar1 verirler. Amino asitlerin verdigi bu reaksiyonlar
gerek biyolojik sivilardaki serbest amino asitlerin cinsi ve miktari, gerekse protein yapisina

giren amino asitlerin miktari, cinsi ve sirasini belirlemede son derece 6nemli ve yararlidir.

Protein ve Amino Asitleri Tanima Deneyleri

5.1. Ninhidrin Deneyi

Deneyin Amaci: Amino asitleri tanimak

Ayrraglar: Ninhidrin Cozeltisi (150 mg/dl), Amino Asit Cozeltileri

Deneyin Prensibi: Biitiin a-amino asitler giiclii bir organik oksidan olan ninhidrin ile

reaksiyona girerek mor bir renk verirler.



Deneyin Yapilisi: Deney tiiplerine 1 ml kadar amino asit (%0.1-0.5 glisin, tirozin veya
triptofan) ¢ozeltisi alinir ve {izerine 3-5 damla ninhidrin ilave edilir. 2 dk kaynatilip musluk
altinda sogutuldugu zaman mor bir renk meydana gelir. Proteinler de ayn1 deney i¢in pozitif
sonug verirler.

Reaksiyonda ninhidrin etkisiyle amino asitler oksidatif bir deaminasyon ve
dekarboksilasyona ugrayarak aldehit, NHs ve CO; olusur, ninhidrin ise indirgenir.
Indirgenmis ninhidrin tekrar ninhidrin ve NH3 ile reaksiyona girerek mor renkli bir kompleks

olusturur.

5.2. Ksantoprotein Deneyi

Deneyin Amaci: Yapisinda aromatik halka bulunan amino asitleri tanimak

Ayiraglar: Amino Asit Cozeltileri, HNO3

Deneyin Prensibi: Benzen halkasina sahip (aromatik yan zincirli) tirozin, triptofan ve
fenilalanin gibi amino asitler ve bunlarin olusturdugu proteinler nitrik asit (HNO3) etkisiyle
sar1 renkli nitro- ya da nitrozo bilesiklerini olustururlar. Bu durum alkali ortamda daha da
siddetlenir.

Deneyin Yapihisi: Deney tiipiine yaklasik 2 ml kadar amino asit ¢ozeltileri konur.
Uzerine 1 ml kadar derisik HNOj ilave edilerek karistirilir. Beyaz bir tortu olusur. Isitilir ve
rengin sartya dontistiigii gorilir. Tip sogutulup tizerine NaOH veya NHjz (amonyak) ilave

edilirse sar1 renk koyu portakal kirmizisi veya turuncuya doner.



5.3. Biiiret Deneyi

Deneyin Amaci: Peptid baglarinin varlifinin gosterilmesi

Ayiracglar: Bakir siilfat (CuSQOy,), protein ¢ozeltisi

Deneyin Prensibi: Alkali ortamda bakir siilfat (CuSQy,) iki veya daha fazla peptid bagi
ihtiva eden molekiillerle reaksiyona girerek menekse renkli kompleks meydana getirir.
Serbest amino asitler peptid bagi icermediginden bu reaksiyonu vermezler.

Deneyin Yapihisi: Deney tiipiine 1 ml protein ¢ozeltisi, 1 ml 2 N NaOH eklenerek
karistirilir. Uzerine %0.1°lik CuSO4 ilave edilip karistirildiginda menekse rengin olustugu
goriiliir.

Bu reaksiyonda CuSO, igerisindeki Cu'? iyonlar1 peptid baglarina girerek mavi
menekse rengin olusmasini saglar. Reaksiyonun ger¢eklesmesi i¢in en az iki adet peptid bagi
olmasi gerektiginden glisin ve iire ile deney yapildiginda menekse renk gozlenmez.

Peptid baglar1 sayis1 protein konsantrasyonuyla dogru orantili oldugundan kantitatif
olarak protein konsantrayonunu belirlemede de kullanilabilmektedir. Spektrofotometrik

olarak dl¢iim yapilmaktadir.

5.4. Is1 ile Denatiirasyon Deneyi

Deneyin Amaci: Proteinler {izerine 1sinin etkisini incelemek veya bir sivi igerisinde
protein olup olmadigini arastirmak

Ayiraclar: Protein ¢ozeltisi

Deneyin Prensibi: Ist etkisiyle protein ve su molekiilleriarasindaki gevsek baglarin
kopmastyla protein molekiiliiniin sol halden jel hale ge¢mesi

Deneyin Yapilisi: Deney tiipline 2-3 ml kadar protein ¢ozeltisi konularak sitilir. Bir

slire sonra tiipteki ¢ozeltinin beyaz ve bulanik bir hal aldig1 goriiliir. Bu durumda 1s1 etkisiyle



protein ve su molekiilleri arasindaki gevsek baglarin kopmasiyla protein ¢ozeltisinin sol
halden jel hale gectigi anlasilir.

Bu deney o6zellikle idrarda protein aramada pratik ve onemli bir yer tutar. Protein
harici baz1 faktdrlerde 1sinin etkisiyle bulaniklik olustururlar. Bu durumda bulaniklik olusan
idrar iizerine seyreltik asetik asit damlatilir. Bulaniklik kaybolmuyorsa protein, kopiirme
olmadan bulaniklik kayboluyorsa fosfat olarak yorumlanir. Toprak alkali metaller ihtiva eden

idrarda 1sitilmakla tortu olusur. Bu tortu yine asetik asit ilavesiyle kaybolur.

5.5 Triklor Asetik Asit (TCA) ile Coktiirme Deneyi

Deneyin Amaci: Zayif asitlerin proteinler iizerine etkisini incelemek.

Ayiraclar: Protein soliisyonu, TCA

Deneyin Prensibi: Asidik ortamda proteinler katyon (+) formundadirlar ve zayif
asitlerin anyon kokii ile birleserek (nétiirlesme) ¢okerler.

Deneyin Yapilisi: Deney tiipiine 2-3 ml kadar protein ¢dzeltisi almir. Uzerine 1 ml
kadar %10-20°’1lik TCA ilave edildiginde beyaz bir tortu (bulaniklik) olustururlar. Oldukca
hassas bir deneydir.

Ayn1 deney tiipline seyreltik NaOH ilave edilirse beyaz bulanikligin tekrar kayboldugu

ve proteinin ¢oziiniir formuna dondiigii gézlemlenir.

5.6. Heller Halkas1 Deneyi (HNO3 ile Coktiirme)

Deneyin Amaci: Proteinler iizerine kuvvetli asitlerin etkisini incelemek.
Ayraclar: Protein soliisyonu, HNO3
Deneyin Prensibi: Kuvvetli asitler proteinleri denatiire ederler. Bu denatiirasyon

irreversibldir.



Deneyin Yapihisi: Deney tiipiine 2-3 ml kadar protein ¢dzeltisi alinir. Uzerine pipet
yardimryla HNOs yavasca tabaka yaptirilarak ilave edilir. Iki sivimin temas yiizeyinde

denatiirasyona bagli olarak bulanik bir halka (Heller halkas1) tesekkiil eder.

5.7. Esbach Deneyi

Deneyin Amaci: Proteinler iizerine kuvvetli asitlerin etkisini incelemek.

Ayiraclar: Protein soliisyonu, Esbach Ayiraci

Deneyin Prensibi: Kuvvetli asitler proteinleri denatiire ederler. Bu denatiirasyon
irreversibldir.

Deneyin Yapilisi: Deney tiipiine 2-3 ml kadar protein ¢dzeltisi alinir. Uzerine 2 ml
kadar Esbach ayiract (1 g pikrik ve 2 g sitrik asit 100 ml suda hazirlanir) ilave edilip

karigtirilirsa deney tiiplinde asit etkisiyle tortulagsmanin oldugu goriiliir.

6. ENZIMLER

Enzimler, kimyasal reaksiyonlar1 spesifik olarak katalizleyen, biiyiikk cogunlugu
protein yapisinda olan biyomolekiillerdir. Reaksiyon sonunda degisime ugramazlar,
reaksiyonun sadece hizini arttirirlar. Enzimler, yalniz proteinden meydana gelen sekliyle is
gorebildikleri gibi, ilave bir faktor de (kofaktor) gerektirebilirler. Bu ilave faktér ya bir
inorganik (metal iyonu) ya da organik bir molekiil (koenzim) olabilir. Tlave faktoriin eslik
edecegi inaktif enzim proteinine apoenzim, ilave faktorii baglayip aktif sekle doniisen enzim
ise holoenzim olarak adlandirilir.

Enzimatik bir reaksiyon hizi, substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, 1s1, pH,

ortamda inhibitoriin bulunup bulunmamasi ve diger faktorlere baghdir.



Enzim Deneyleri

6.1. Amilaz Deneyi (Nisastanin tiikiiriik ile enzimatik hidrolizi)

Ayrraglar: Fehlin reaktifleri, tlikriik, %5°1ik nisasta soliisyonu

Deneyin Amaci: Tiikiriikteki amilaz aktivitesinin gosterilmesi

Deneyin Prensibi: Tiikiiriikteki amilaz enzimi nisastayr maltoz ve dekstrinlere kadar
parcalar ve iyotla mavi renk veren nisastanin par¢alanmasiyla ortam renginin agilmasina
neden olur. Nisastanin hidrolizi daha ileri derecede olursa mavi renk tamamen kaybolur.

Deneyin Yapilisi: Bir deney tiipiine 2 ml kadar tiikiiriik alinir ve iizerine 8 ml distile
su alinarak karistirilir. Bu karisim 1, 2, 3 ve 4 seklinde numaralandirilmis tiiplere esit olarak
paylastirilir. Sonra her bir tiipe 2 ser ml %5’lik nisasta siispansiyonu eklenir ve hemen 1. tiip
kaynatilirken diger tiipler kaynar suda 2. tiip 2 dakika, 3. tiip 5 dakika ve 4. tiip 10 dakika
bekletilir. 1. tiip kaynatma ve sogutma, diger tiipler de belirtilen siirenin tamamlanmasindan
sonra her bir karigimin 0,5’er ml’si ile iyot testi yapilarak nigastanin hidroliz iiriinleri izlenir.
Geriye kalan karnisgimlar ile de Fehling deneyi yapilarak hidrolizin tamamlanip
tamamlanmadig1 kontrol edilir.

Ancak burada nisastanin hidrolizi agisindan tiikiirlikteki amilazin bireysel farklilig1 ve
1s1in iyl ayarlanamamasi gibi nedenlere bagli olarak tiiplerin bekletilme siirelerine gore
alinan sonuglarda 6grenciler arasinda farkliliklar goriilebilir. Yani bazi 6grencilerin daha kisa
stirelerde, bazi 6grencilerin ise daha uzun siirelerde nisastay: hidrolize etmeleri miimkiindiir.

Bu deneylerin disinda, nisastanin iyotla reaksiyonu sonucu olusan mavi rengin,
tiikiiriik ilavesiyle renk acilmasi deneyi, %2’lik okzalik asit ilave (iyot+okzalik asit+tiikiiriik)
edilerek gergeklestirilir. Burada mavi rengin acgilmadigi goriiliir. Ciinkii tiikiirikte bulunan
amilaz enzimi kalsiyum varliginda aktivite gosterir. Tiikiirlikte bulunan kalsiyum, okzalik asit

ile birleserek kalsiyum-okzalat olusur ve amilaz beklenen aktiviteyi gerceklestiremez.



