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HAFTALIK KONULAR

Hafta Konular On Hazirhk
1 Laboratuvar Tamtimi, Giivenlik Protokolleri ve Dersin Isleyisine Yonelik | YTU MBG Biyokimya
Bilgilendirme Laboratuvar Foyi
YTU MBG Biyokimya
2 (Cozelti Hazirlanmasi ve Biyokimyasal Hesaplamalar
Laboratuvar Foyi
3 YTU MBG Biyokimya
pH Kavrami ve Tampon Cozeltiler Laboratuvar Foyii
A YTU MBG Biyokimya
Spektrofotometrik yontem ile standart egri hazirlama Laboratuvar Foyii
YTU MBG Biyokimya
5 Kantitatif Askorbik Asit (C Vitamini) Analizi
Laboratuvar Foyi
6 Aminoasitlere 6zgii reaksiyonlar : Ksantoprotein (Becher) Deneyi, YTU MBG Biyokimya
Hopkins-Cole Deneyi Laboratuvar Foyii
YTU MBG Biyokimya
7 Proteinlere 6zgii reaksiyonlar : Bradford Deneyi, Lowry Deneyi
Laboratuvar Foyt
8 Ara Smav 1
. - YTU MBG Biyokimya
9 Kanda Hemoglobin Tayini y y
Laboratuvar Foyt
YTU MBG Biyokimya
10 Bitkilerden pigment izolasyonu: Klorofil ve karotenoid tayini
Laboratuvar Foyii
n YTU MBG Biyokimya
In Vivo Biyokimyasal Deneyler I¢in Doku Lizatlarinin Hazirlanmasi Laboratuvar Foyii
YTU MBG Biyokimya
12 Siiperoksit Dismiitaz Miktar Tayini Deneyi
Laboratuvar Foyt
. - YTU MBG Biyokimya
13 Ince Tabaka Kromatografisi Y Y
Laboratuvar Foyti
: YTU MBG Biyokim
14 Telafi Deney Haftasi v G Biyokimya
Laboratuvar Foyt
15 Telafi Deney Haftasi YTU MBG Biyokimya
Laboratuvar Foyti
16 Final




2025-2026 BAHAR YARIYILI LABORATUVAR DENEYLERI NOT KATKI DAGILIMI

Hafta Tarih Konular Hazirlanacak | Ders notuna
Rapor No katkis1

1 26.02.2026 Laboratuvar Tanitimi, Giivenlik Protokolleri ve
(Gr1,2,3) Dersin Isleyisine Yonelik Bilgilendirme

2 05.03.2026 Cozelti Hazirlanmasi ve Biyokimyasal 1 %4
(Gr1,2,3) Hesaplamalar

3 12.03.2026 pH Kavrami ve Tampon Cozeltiler 2 %4
(Gr1,2,3)

4 19.03.2026 Ramazan Bayrami
(Gr1,2,3)

5 26.03.2026 Spektrofotometrik yontem ile standart egri 3 %4
(Gr1,2,3) hazirlama

6 02.04.2026 Kantitatif Askorbik Asit (C Vitamini) 4 %4
(Gr1,2,3) Analizi

7 09.04.2026 | Aminoasitlere 6zgii reaksiyonlar : Ksantoprotein 5 %4
(Gr1,2,3) (Becher) Deneyi, Hopkins-Cole Deneyi

8 16.04.2026 Vize Haftasi
(Gr1,2,3)

9 23.04.2026 Ulusal Egemenlik ve Cocuk Bayrami
(Gr1,2,3)

10 30.04.2026 Proteinlere 6zgii reaksiyonlar : Bradford ve 6 %4
(Gr1,2,3) Lowry Deneyi

11 07.05.2026 Kanda Hemoglobin Tayini 7 %4
(Gr1,2,3)

12 14.05.2026 | Bitkilerden pigment izolasyonu: Klorofil ve 8 %4
(Gr1,23) karotenoid tayini

13 21.05.2026 In Vivo Biyokimyasal Deneyler Igin Doku 9 %4
(Gr1,2,3) Lizatlarinin Hazirlanmasi ve MDA Yontemi ile

Antioksidan Aktivite Tayini Deneyi

14 28.05.2026 Kurban Bayrami
(Gr1,2,3)

15 04.06.2026 Ince Tabaka Kromatografisi 10 %4
(Gr1,2,3)

16 11.06.2026 Telafi Deneyleri

(Gr1,2,3)




LABORATUVARDA CALISMA KURALLARI

Caligmalarimiz1 etkili ve basarili bir sekilde yiiriitebilmek igin laboratuvarda c¢alisma kurallarini
bilmeniz, laboratuvar araglarini tanimaniz ve onlar1 en verimli sekilde kullanmaniz, bunun igin gerekli
beceriyi kazanmaniz gerekmektedir.

Laboratuvar g¢alismalarinda uyulmasi gereken baslica kurallar1 soyle siralayabiliriz:

- Laboratuvara gelmeden 6nce yapacaginiz deneyle ilgili teorik ve pratik bilgileri okuyunuz.

Bdylece deney saatinin tiimiinii deney yapmaya ayirabilirsiniz.

- Mutlaka laboratuvar 6nliigii giyiniz. Saglariniz uzun ise toplamalisiniz. Calismay engelleyecek

ve tehlike olusturabilecek taki ve aksesuarlar ¢ikarilmalidir.

- Laboratuvar araglarin1 kullanirken diisiirmemeye ve ¢arpmamaya dikkat ediniz. Malzemeleri

kullandiktan sonra kirli bir sekilde kurumalarina izin vermeden deterjan ile iyice yikayiniz.
- Calismanin sonunda ¢alisma alanini temizleyiniz.
- Kullandiginiz arag-gerecleri yerlerine koyunuz.

- Steril metod gerektiren deneylerde galisirken bulagsmalardan sakininiz ve gerekli 6nlemleri

almiz.
- Bistiiri ve jilet gibi kesici aletleri kullanirken dikkatli olunuz
- Atiklarmizi kurallar dogrultusunda dogru kaplara dogru sekillerde atiniz.
- Laboratuvarda bir sey yiyip igmeyiniz ve bulundurmayiniz.
- Calismalardan sonra ellerinizi sabunla yikayimniz.

- Amonyak, eter, kloroform, alkol vs. gibi zehirli ve ugucu maddeleri kullanirken mutlaka ¢eker

ocakta calisiniz ve kaplarin agzin1 hemen kapatiniz.
- Iginde kimyasal bulunan kaplara yiiziiniizii yaklastirmayiniz.
- Calismalarinizda tutumlu olunuz, ekonomik davraniniz. Kirip dokme ve israftan kagiminiz.

- Tehlikeli maddeleri lavaboya dokmeyiniz.



ORNEK RAPOR KAPAGI TASARIMI

YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
S MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK BOLUMU
g”g‘ ‘é‘" MBG BIYOKIMYA LABORATUVARI
T SONUC RAPORU
17911
2025-2026 BAHAR
Kanda Hemoglobin Tayini
DENEY SORUMLUSU :
RAPOR TESLIM TARIHi:
DENEY GRUBU:
Ogrencinin Ogrencinin Ogrencinin
Ad1 - Soyadi Numarasi Imzas1




Laboratuvar Raporu Degerlendirme Semasi

Rapor Kismi Degerlendirme Puam
Kapak Tasarimi 10
Yazim Kurallarina Uygunluk 10
Giris 10
Materyal-Metod 10
Deney Verileri ve Cizim 20
Sonug ve Tartisma 30
Kaynakc¢a 10

Doénem Sonu Not Degerlendirme Dagilinm

Laboratuvar Raporu

% 40 (Her bir rapor %4)

Ara sinav

%20

Final

%40




1. HAFTA: LABORATUVAR TANITIMI, DENEY
GRUPLARININ BELIRLENMESiI GUVENLIK
PROTOKOLLERI VE DERSIN ISLEYISINE

YONELIK BILGILENDIRME

Dersin Degerlendirilme Sistemi:
Dersin degerlendirilmesinde 1 ara sinav, 1 final yapilacak ve her hafta grupga yazilan deney raporlarinin

ortalamasi 2. ara siav yerine gececektir.

1.Ara Smav: %20

2.Ara Sinav (Haftalik deney raporlarinin ortalamalari): %40

Final: %40

oranlarinda yil sonu notuna etki edecektir. Her rapor %4 oranda etki yapacaktir ve toplamda 10 rapor

yazilacaktir.

Derse %80 devam zorunlulugu bulunmaktadir. Devamsizligi olan 6grencilerin en az 3 giinliik is

goremez durumunu belirten saghk raporu ile telafi deneylerine katilmas1 miimkiindiir.

Calismalarimiz1 etkili ve basarili bir sekilde yiiriitebilmek i¢in laboratuvarda g¢aligma kurallarini
bilmeniz, laboratuvar araglarini tanimaniz ve onlar1 en verimli sekilde kullanmaniz, bunun i¢in gerekli

beceriyi kazanmaniz gerekmektedir.

Laboratuvar calismalarindan énce FR-1968 nolu Yildiz Teknik Universitesi Laboratuvarlarda
Giivenli Calisma Talimati Formu’nu detaylica okumaniz ve imzalayarak ders sorumlusuna vermeniz

gerekmektedir.

Deneyler esnasinda bir laboratuvar defteri tutunuz. Deney sirasinda yaptiginiz islemleri, elde ettiginiz
verileri bu deftere kaydediniz. Deneylerin sirasini, basligini, amacini, gereglerini, gozlem ve
6lgmelerini, yorumunu, varilan sonug ve genellemeleri yaziniz. Gerekli durumlarda bulgulariniz1 ¢izim

ve tabloya doniistiiriiniiz.



2. HAFTA: COZELTI HAZIRLANMASI VE BiYOKIMYASAL
HESAPLAMALAR

Iki veya daha fazla maddenin molekiiler ya da iyonik diizeyde homojen olarak dagilmasiyla olusan
karigimlar ¢ozelti olarak tanimlanir. Cozeltiyi olusturan bilesenlerden miktarca fazla olan ve dagilim
ortamini olusturan madde ¢oziicii (¢6zen), ¢oziicli icerisinde dagilan diger madde ise ¢oziinen olarak

adlandirlir [1].

Bir maddenin ¢oziiniirliigii, belirli bir sicaklik ve basing altinda, belirli miktardaki ¢6ziicii igerisinde
¢oziinebilen maksimum madde miktar1 olarak tanimlanir. Kati veya sivi maddelerin ¢oziiniirligii
genellikle 100 gram ¢oziicii basina ¢oziinen maddenin gram cinsinden miktari ile ifade edilir [2].
Cozeltide bulunan ¢oziinen miktarmin az oldugu durumlarda ¢ozelti seyreltik, fazla oldugu

durumlarda ise derisik (konsantre) olarak nitelendirilir.

Bir ¢6ziiciiniin ¢ozebilecegi maksimum miktardan daha az ¢oziinen igeren ¢ozeltiler doymams ¢ozelti
olarak adlandirilir. Buna karsilik, ¢oziinen maddenin ¢oziiniirliik sinirina ulastigi ve daha fazla

maddenin ¢oziilemedigi ¢ozeltiler doymus ¢ozelti olarak tanimlanir [3].

Coziicli ve ¢ozilinenin fiziksel hallerine gore ¢ozeltiler farkli siniflara ayrilmaktadir. Kimyada yaygin

olarak karsilagilan ¢ozelti tiirleri sunlardir:

¢ Swviicinde siv1 ¢ozeltiler (6rnegin su—alkol ¢ozeltileri),
e Siviicinde kati ¢ozeltiler (6rnegin sodyum kloriiriin suda ¢6ziinmesiyle olusan tuzlu su),

¢ Swviicinde gaz ¢ozeltiler (6rnegin amonyagin suda ¢dziinmesiyle olusan sulu amonyak) [1,4].

Bir ¢ozeltide, belirli miktardaki ¢oziicii veya ¢ozelti icerisinde ¢oziinmiis madde miktarini ifade eden
kavrama derisim (konsantrasyon) adi verilir ve genellikle C sembolii ile gosterilir. Cozelti derisimi,

c¢ozeltilerin nicel olarak karsilastirilabilmesi agisindan kimyada biiyiik dnem tasimaktadir [2].
TL

Burada;

C = Cozeltinin derisimini,

M Cszimen = COZlinen miktarini,

V Cozeri = COziinen + ¢oziici miktarin1 vermektedir.

Cozeltilerin nicel olarak ifade edilebilmesi igin kullanilan derisim tiirleri, esas alinan biiyiikliige gore

hacim bazh, kiitle bazh ve mol bazh olmak iizere {i¢ ana grupta incelenir [1].



Hacim Bazindaki Derisimler

Hacim bazl derisimler, ¢6ziinen madde miktarinin ¢ézelti hacmine oranlanmasi esasina dayanir. Bu
gruba giren baslica derisim tiirleri sunlardir:

e Molarite (M),

o Normalite (N),

e Hacimce yiizde (% v/v) ve kiitlece—hacimce yiizde (% m/v) derisimlerdir [3].

Kiitle Bazindaki Derisimler

Kiitle bazli derisimler, ¢oziinen madde miktarinin ¢oziicii veya ¢ozelti kiitlesine oranlanmasi ile
tanmimlanir. Bu derisim tilirleri 6zellikle sicaklik degisimlerinden etkilenmemeleri nedeniyle tercih
edilmektedir. Kiitle bazindaki baslica derisimler sunlardir:

e Kiitlece yiizde (% m/m),

e Molalite (m),

e Milyonda bir (ppm),

o Milyarda bir (ppb) [1,5].
Mol Bazindaki Derisimler

Mol bazli derisimler, ¢6zeltiyi olusturan bilesenlerin mol sayilar1 esas alinarak tanimlanir. Bu grupta
yer alan derigim tiirleri sunlardir:

e Molce yiizde,

e Mol kesri.
Mol kesri, ozellikle buhar basinci, kaynama noktasi yiikselmesi ve donma noktasi algalmasi gibi
fizikokimyasal 6zelliklerin incelenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir [2].

Molar Cozeltiler ve Molarite

Bir litresinde 1 mol ¢6ziinen madde bulunan ¢ozeltiler molar ¢ozelti olarak adlandirilir. Cozeltilerin
molar derisimini ifade eden molarite (M), bir litre (1000 mL) ¢6zeltide bulunan ¢éziinen maddenin

mol sayist olarak tanimlanir [3]. Molarite asagidaki bagint1 ile ifade edilir:

i)

M=—

I;.r
Burada; n= ¢6ziinen maddenin mol sayisini, V= ¢ozeltinin litre cinsinden hacmini gostermektedir.
Molarite, ¢6zelti hacmine bagli bir derigim tiiri oldugundan, sicaklik degisimlerinden etkilenmektedir
[1].
Molal (m) Cozeltiler

Molalite (m), bir ¢ozeltide bulunan ¢6ziinen maddenin mol sayisinin, ¢éziiciiniin kilogram cinsinden
kiitlesine orani olarak tanimlanir. Baska bir ifadeyle, 1000 gram (1 kg) ¢oziicii icerisinde ¢céziinmiis
maddenin mol sayis1 molaliteyi verir ve m sembolii ile gosterilir [5].

Molalitenin molariteden en énemli farki, derisimin hesaplanmasinda ¢ozelti hacminin degil, yalmzca
coziicii kiitlesinin esas alinmasidir. Bu nedenle molalite, sicaklik degisimlerinden etkilenmeyen bir

derigim tiirtidiir. Oysa molarite, ¢zelti hacmine bagli oldugundan sicakliga duyarlidir [1].
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Molalite asagidaki baginti ile ifade edilir:

T
m =

TMgiziicii

Burada; n = ¢oziinen maddenin mol say1sini, mg,.i= ¢Oziiciiniin kilogram (kg) cinsinden kiitlesini
gostermektedir.

Normalite (N), bir ¢6zeltinin derisiminin, 1 litre ¢ozelti icerisinde bulunan ¢oziinen maddenin
esdeger (ekivalan) sayis1 cinsinden ifade edilmesidir. Normalite, 6zellikle asit-baz, redoks ve
cokelme tepkimelerinde ¢ozelti derisimini tanimlamak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir ve N
sembolii ile gosterilir [3].

Normal ¢dzeltilerin hazirlanmasinda, ¢dziinen maddenin esdeger Kkiitlesinin dogru sekilde
hesaplanmasi temel ©Oneme sahiptir. Esdeger kiitle, bir maddenin kimyasal tepkimedeki tesir

degerligine (valans veya n-faktorii) bagli olup, asagidaki baginti ile tanimlanir [1]:
Molar kiitle

Esdeger kiitle —
SECBET NS ™ Tesir degerligi (n-faktori)

Normalite ise ¢Ozlinen maddenin esdeger sayisi (Neg) ve ¢ozeltinin litre cinsinden hacmi (V)

kullanilarak asagidaki sekilde ifade edilir:

Meg
N —
Vv

Burada;ne,=¢6ziinen maddenin esdeger sayisini, V = ¢dzeltinin litre cinsinden hacmini gostermektedir.
Normalite, tepkime tiirline bagli olarak degisebilen bir derisim birimi olup, ayni maddenin farkli

tepkimelerde farkli normalite degerlerine sahip olabilmesi miimkiindiir [2,3].

Tesir degerligi (1), bir maddenin kimyasal tepkimelerde katildig1 etkin birim sayisini ifade eden bir

kavramdir. Asit—baz tepkimeleri agisindan degerlendirildiginde; asitlerin ortamda verebildigi hidrojen
iyonu (H") sayist ve bazlarm ortamda verebildigi hidroksit iyonu (OH") sayisi, o maddenin tesir
degerligini belirler [1]. Bu baglamda, molekiil yapisinda tek bir H* iyonu iceren HCl, HNOs ve
CHsCOOH gibi asitler ile tek bir OH™ iyonu igeren NaOH ve KOH gibi bazlarin tesir degerligi 1’dir.
Bu tiir maddelerde esdeger (ekivalen) agirlik, maddenin formiil (molar) agirligina esittir. Buna karsilik,
yapisinda iki H* iyonu bulunan H.SO. gibi asitlerde tesir degerligi 2 olup, bu maddelerin esdeger
agirh@r formiil agirliginin yarisina esittir [5]. Tuzlar agisindan tesir degerligi, maddenin tepkime
sirasinda ortama verdigi veya ortamdan aldig1 elektron sayist ile iligkilidir.

Ornegin, NaCl ve AgNO:s gibi tuzlarda tesir degerligi 1 oldugundan, bu maddelerin esdeger agirliklar:
formiil agirliklarina esittir. Buna karsilik, BaCl> ve MgSOa gibi iki degerli iyon igeren tuzlarda tesir
degerligi 2 olup, bu maddelerin esdeger agirliklar1 formiil agirliginin yarisi olarak hesaplanir [1,3].
Yiizde Derisim

Yiizde derisim, bir ¢ozeltinin 100 birimi igerisinde bulunan ¢6ziinen madde miktarim ifade eden

derisim tiiriidiir ve % sembolii ile gosterilir. Yiizde derisim, ¢6ziinen ve ¢ozeltinin kiitle veya
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hacim esasina gore tammlanmasina bagh olarak ii¢ farkli sekilde ifade edilir [1].

Agwrlikea yiizde, 100 agirlik birimi (g, kg, mg, ton vb.) ¢ozelti icerisinde bulunan ¢éziinen maddenin

agirlik birimi cinsinden miktarini ifade eder. Bu derisim tiirii asagidaki esitlik ile tanimlanir:

Joziinenin kiitlesi
% (m/m) = C — - % 100
: Cozeltinin kiitlesi

Agirlikga ylizde derisim, sicaklik degisimlerinden etkilenmeyen bir derigim tiiriidiir [5].

Hacimce yiizde, 100 hacim birimi (mL, L, m? vb.) ¢6zelti i¢erisinde bulunan ¢6ziinen maddenin hacim

birimi cinsinden miktarini ifade eder. Hacimce yiizde asagidaki esitlik ile hesaplanir:

Cozlinenin hacmi

Y% (v/v) = = 100

Cozeltinin hacmi

Bu derisim tiirii genellikle sivi—s1vi ¢ozeltiler i¢in kullanilmaktadir [1].

Hacim—agwrlik¢ca yiizde, 100 hacim birimi (genellikle mL) ¢o6zelti igerisinde bulunan ¢oziinen

maddenin agirlik birimi cinsinden miktarini ifade eder. Bu derisim tiirii asagidaki esitlik ile tanimlanir:

Coziinenin kiitlesi (g)

% (m/jv) = = 100

Cézeltinin hacmi (mL)

Hacim-agirlikga yiizde derisim, Ozellikle kati maddelerin sulu c¢ozeltileri igin yaygin olarak
kullanilmaktadir [3].

Mol Kesri

Mol kesri, bir ¢ozeltide bulunan herhangi bir bilesenin mol sayisinin, ¢ozeltideki toplam mol sayisina
orant olarak tanimlanan boyutsuz bir derisim biiytikliigiidiir ve X sembolii ile gosterilir [2]. A, B, C, ...
gibi bilesenlerden olusan bir ¢ozeltide, herhangi bir A bileseninin mol kesri asagidaki bagint1 ile ifade
edilir:

T4

Xq=

Ttoplam
Burada; na= A bileseninin mol sayisini, Nipiam= ¢Ozeltideki tiim bilesenlerin mol sayilarmin toplamini
gostermektedir. Cozeltide bulunan tiim bilesenlerin mol kesirlerinin toplami daima bire esittir ve

asagidaki sekilde ifade edilir:
Xg+Xp+Xe+...=1

Mol kesri, 6zellikle buhar basinci, Raoult yasasi, faz dengeleri ve diger fizikokimyasal hesaplamalarda
yaygin olarak kullanilan temel bir derisim ifadesidir [1].
PPM (Milyonda Bir) ve PPB (Milvarda Bir) Cozeltileri

PPM (parts per million, milyonda bir) ve PPB (parts per billion, milyarda bir), 6zellikle ¢ok diisiik
derisimlerdeki ¢ozeltilerin ifade edilmesinde kullanilan derigim birimleridir. Bu derisim tiirleri ¢evre
kimyasi, analitik kimya, biyokimya ve toksikoloji gibi alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir [1].

PPM, bir ¢ozeltinin 1.000.000 birimi icerisinde bulunan ¢éziinen madde miktarim ifade eder.

Genellikle ¢ok seyreltik ¢ozeltiler i¢in kullanilir. Kiitle esasina gére ppm su sekilde tanimlanir:
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Cozlnenin kiitlesi

- x 10°
PP = G5zeltinin kittlesi

Sulu ¢ozeltiler igin, yogunluk yaklasik olarak 1 g/mL kabul edildiginde, 1 ppm = 1 mg/L olarak kabul
edilebilmektedir. Bu nedenle, suda ¢6ziinmiis maddelerin derisimleri cogu zaman mg/L cinsinden ppm
olarak ifade edilir [5].
PPB, bir ¢6zeltinin 1.000.000.000 birimi icerisinde bulunan ¢6ziinen madde miktarim ifade eder.
PPM’den daha diisiik derisimlerin tanimlanmasinda kullanilir. Kiitle esasina gore ppb asagidaki
bagint1 ile ifade edilir:

Coziinenin kiitlesi g

b
PPP ™ Cozeltinin kiitlesi

Sulu ¢ozeltiler i¢in yaklasik olarak 1 ppb = 1 pg/L olarak kabul edilir [1].
PPM ve PPB derisim birimleri &zellikle: Igme sularindaki agir metal miktarlarinin belirlenmesinde,
hava ve su kirliligi analizlerinde, gida ve ilaglardaki iz miktarlarin tayininde, toksik maddelerin
giivenli sinirlariin ifade edilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir [3].

Cozeltilerin Seyreltilmesi

Cozeltiler, laboratuvar uygulamalarinda ¢ogunlukla derisimi bilinen stok coézeltilerden hazirlanir.
Seyreltme islemi, stok c¢ozeltiden hesaplanan hacimde ¢ozelti alinarak, uygun hacimde segilmis bir
balon joje icerisine aktarilmasi ve {izerine, joje iizerindeki igaret ¢izgisine kadar ¢oziicii eklenmesi
esasina dayanir. Bu islem sonucunda, baslangigtaki ¢ozeltiye kiyasla daha seyreltik bir ¢ozelti elde
edilir [3]. Seyreltme hesaplarinin temelinde, stok ¢ozeltiden alinan ¢6ziinen maddenin mol sayisi ile
seyreltme sonrasi elde edilen ¢ozeltide bulunan ¢6ziinen maddenin mol sayisinin esit olmasi ilkesi yer
alir. Bu durum asagidaki genel esitlik ile ifade edilir:

(Stok derisim) x (Stok hacmi) = (istenen derisim) x (Istenen hecim)
Hesaplamalarda, esitligin her iki tarafinda kullanilan derisim ve hacim birimlerinin aym olmasina
dikkat edilmelidir. Cozelti derisimleri ¢ogunlukla molarite (M) veya normalite (N) cinsinden ifade
edildiginden, seyreltme bagintis1 asagidaki kisaltilmis formlar ile yazilabilir [1]:

M, Vi = MsVs veya N V) = NoVo

MATERYAL VE METOD
Deneyde Kullamilacak Malzemeler: Hassas terazi, spatiil, distile su, tartim kabi, piset, meziir, erlen,
cozelti sisesi, manyetik karistirici, manyetik balik.
Deneyin Yapihsi:
Hacimce %70°lik 50 m| alkol ¢cozeltisi hazirlanmasi:

1. Coziinen madde miktarin1 uygun esitlikleri kullanarak bulunuz.

2. Hesapladigimiz miktar kadar alkolii meziir ile 6l¢iiniiz.

3. Pisetle bir miktar saf su ekleyip alkoliin homojen bir sekilde ¢6ziinmesini saglayiniz.

4.  Alkol tamamen ¢oziindiikten sonra piset yardimiyla toplam hacmi 50 ml’ye tamamlayiniz ve

¢ozeltiyi etiketleyerek bir siseye aktariniz.
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50 ml 2M NaOH céizelrisinin hazirl .

1
2
3.
4

(Coztiinen madde miktarii uygun esitlikleri kullanarak bulunuz.
Hesapladiginiz miktar kadar NaOH’i hassas terazide tartiniz ve bir erlene aktariniz.
Uzerine 50 ml su ilave ederek manyetik karistiricida homojen hale gelene kadar karistirmiz.

Cozeltinizi temiz ve kuru olan, etiketlenmis uygun ¢ozelti sisesine aktariniz.

50 ml 1 M HCI ¢ézeltisinin hazirlanmasi:

1.

3.

Yogunlugu yaklasik olarak 1,18 g/mL, %38’lik stok HCI ¢6zeltisinin ana konsantrasyonunu
hesaplaymiz ve seyreltme i¢in gerekli hesaplamalari yapiniz.

Hesaplanan miktarda asit ¢ozeltisini ana stoktan alarak 50 ml su iizerine yavas yavas
damlatarak ilave ediniz ve ¢ozeltiyi homojen hale gelene kadar karistiriniz.

Hazirlanan ¢ozeltiyi temiz ve kuru olan uygun ¢ozelti sisesine etiketleyerek aktariniz.
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3. HAFTA: pH Kavram ve Tampon Cozeltiler

pH kavramu, ilk kez 1909 yilinda Seren Peter Lauritz Serensen tarafindan, bir ¢ozeltideki hidrojen
iyonu (H*) molar konsantrasyonunun negatif logaritmasi olarak tanimlanmistir [1]. Bu tanima gore
pH, cozeltilerin asidik veya bazik 6zelliklerini nicel olarak ifade eden logaritmik bir biiylikliiktiir ve

asagidaki esitlik ile gosterilir:

pH = —log[H™

Saf su igin, 25 °C sicaklikta hidrojen ve hidroksit iyonlarinin molar derigimleri esittir ve her biri
1,0x10”" mol/L’dir. Bu durumda saf suyun pH degeri 7 olarak hesaplanmaktadir [2]. pH degeri
azaldikca ¢ozeltideki hidrojen iyonu derisimi artmakta, pH degeri arttik¢a ise hidrojen iyonu derigimi
azalmaktadir. Bu nedenle pH 6lgegi, asitlik ve bazlik derecesinin ters orantili olarak ifade edildigi bir
Olgektir (Sekil 3.1). Asit-baz tanimlari, Brensted—Lowry teorisine gore yapilmaktadir. Buna gore;

- Ausitler, proton (H") veren maddeler,

- Bazlar ise proton (H*) alan maddeler olarak tanimlanir [3].
Kuvvetli asitler (6rnegin HCI, H2SOs), sulu ¢ozeltilerinde tamamen iyonlasmis durumda bulunurken;
zayif asitler, ¢ozeltilerinde kismen iyonlasmaktadir. Ayn1 durum bazlar i¢in de gecerli olup, kuvvetli
bazlar tamamen, zayif bazlar ise kismen iyonlasir [2]. Canli sistemlerde, 6zellikle viicut sivilarinin
biiyiik bir kismi, pH degisimlerine duyarli olan zayif asit-baz sistemleri icermektedir. Bu 6zellik,
biyolojik ortamda asit-baz dengesinin korunmasi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir [4].

pH Olcegi ve Asit—Baz Smiflandirmasi

Asit ve bazlarin asitlik veya bazlik dereceleri, ¢ozeltilerin pH degerleri ile nicel olarak ifade edilebilir.
Maddelerin asidik ya da bazik 6zelliklerini gosteren bu logaritmik 6l¢ege pH 0lgegi adi verilir. pH
degerlerinin 6l¢limiinde kullanilan cihaza ise pH metre denilmektedir [2]. pH dlgegi, 25 °C sicakhikta
teorik olarak O ile 14 arasinda degerler almaktadir. Bu aralik, sulu g¢ozeltilerde hidrojen iyonu
derisiminin logaritmik degisimini yansitmaktadir (Sekil 3.1) [3]. pH degerlerine gore ¢ozeltiler
asagidaki sekilde siniflandirilabilir:

e pH <7 olan ¢ozeltiler asidik ¢ozeltiler olarak tanimlanir.

e pH =7 olan ¢ozeltiler notr ¢ozeltiler olarak adlandirilir.

e pH > 7 olan ¢ozeltiler ise bazik (alkalik) ¢ozeltiler olarak siniflandirilir.
pH degeri azaldik¢a c¢ozeltinin asitlik derecesi artmakta, pH degeri arttikca ise bazlik derecesi
artmaktadir. Bu nedenle, pH degeri 1 olan bir ¢ozelti, pH degeri 2 olan bir ¢dzeltiden on kat daha
asidiktir [2,4].

Asitlik kuvveti azalir. Bazlik kuvveti artar.

0| 1 2 3 B 5 6
!

1 1 Il 1 1
T * T t

8 9 10 11 12 13 14
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* T T
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Sekil 3.1 pH’a gore asitlik-bazlik kuvveti
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Asit ve Bazlarm Kuvveti
Asitlerin ve bazlarin kuvveti, sulu ¢ozeltilerdeki iyonlasma derecelerine (yiizdelerine) baghdir. Bir

asidin iyonlasma yiizdesi arttik¢a, asitlik kuvveti de artmaktadir. Benzer sekilde, bazlarin kuvveti de
suda iyonlagarak olusturduklari hidroksit iyonu (OH") miktarma baglhdir [2]. Bir asidin iyonlagsma
derecesi, molekiil yapisindaki asitlik hidrojeninin (H") molekiile baglanma kuvveti ile dogrudan
iliskilidir. Asitlik hidrojeninin molekiile baglanma kuvveti zayif olan asitlerde, bu hidrojen iyonu
molekiilden daha kolay ayrilmakta ve iyonlasma daha yiiksek olmaktadir. Buna karsilik, hidrojenin
molekiile baglanma kuvveti arttikga iyonlasma derecesi azalir [3]. Suda ¢oziindiiklerinde tamamen
veya %100’e ¢ok yakin oranlarda iyonlasan asitler kuvvetli asit olarak tanimlanir. HCI ve H.SOa4 bu
gruba Ornek verilebilir. Buna karsilik, sulu ¢ozeltilerinde ¢ok az oranda iyonlasan asitler ise zayif asit
olarak adlandirilir (6rnegin CHsCOOH) [2]. Kuvvetli bir asit olan HCI, sulu ¢ozeltisinde tamamen
iyonlastigindan, ¢ozeltideki H* iyonlarinin molar derisimi, HCI’nin molar derisimine esittir. Benzer
sekilde, kuvvetli bir baz olan KOH, suda tamamen iyonlastig1 i¢in ¢ozeltideki OH™ iyonlarinin molar
derisimi, KOH’nin molar derisimine esit olmaktadir [5].
Asit-Baz Indikatérleri
Asit ve bazlarin tepkimeleri sonucunda olusan ortamin asidik, bazik veya nétr olup olmadigim
belirlemek amaciyla asit-baz indikatérleri kullanilir. indikatérler, ortamin pH degerine bagl olarak
renk degistirebilen organik maddelerdir [3]. Her indikator, belirli bir pH araliginda renk degisimi
gosterir ve bu dzellikleri sayesinde ¢ozeltinin yaklagik pH degeri hakkinda bilgi verir. Ornegin, fenol
kirmizist indikatorii:

e pH < 6,6 oldugunda sari,

e pH 6,6 — 8,2 araliginda portakal rengi,

e Dabha yiiksek pH degerlerinde ise kirmizi renk vermektedir [2].
Bu nedenle indikator se¢imi, incelenen ¢dzeltinin tahmini pH araligina gore yapilmalidir. Asagidaki
tabloda baz1 yaygin asit-baz indikatorleri ve etkili olduklar1 pH araliklari verilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1 Yaygin asit-baz indikatorleri ve etkili olduklar1 pH araliklari

Renk
Belirtec (indikator) Asitte Bazda pH araliklar
Timol mavisi Kirmizi San 12-28
Metil oranj Oranj San 31-44
Metil kirmizisi Kirmizi Sarn 42-63
Bromtimol mavisi Sar Mavi 6,0-76
Kresol kirmizis San Kirmizi 72-88
Fenolftalein Renksiz Pembe kirmizi 83-10,0

Asit-Baz Titrasyonlari

Asit-baz titrasyonu, derisimi bilinen bir asit veya baz ¢ozeltisinin, derisimi bilinmeyen bir baz veya
asit ¢ozeltisi ile kontrollil bicimde tepkimeye sokulmasi yoluyla bilinmeyen derisimin hesaplanmasina
dayanan kantitatif bir analiz yontemidir [2]. Titrasyon islemi sirasinda, derisimi bilinen ¢6zeltiye
titrant, derisimi bilinmeyen ¢ozeltiye ise analit adi verilir. Titrasyon, asit ve bazin stokiyometrik

olarak tamamen tepkimeye girdigi noktaya, yani esdegerlik noktasmma kadar siirdiiriliir.
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Esdegerlik noktasimin deneysel olarak belirlenmesinde genellikle asit-baz indikatorleri veya pH metre
kullanilir [5].
Asit-baz titrasyonlari, kullanilan asit ve bazin kuvvetine bagli olarak farkl tiirlere ayrilir:

e Kuwvvetli asit — kuvvetli baz titrasyonu
e Kuvvetli asit — zayif baz titrasyonu,
o Zayif asit — kuvvetli baz titrasyonu,
e Zayif asit — zay1f baz titrasyonu.
Her titrasyon tiirtinde esdegerlik noktasindaki pH degeri farklilik gostermektedir [2].

Notrlesme Tepkimeleri
Notrlesme, bir asit ile bir bazin tepkimeye girerek tuz ve su olusturmasi olayidir. Brensted—Lowry
asit-baz tanimina gore bu tepkimede, asit proton (H") verirken baz proton almaktadir [3]. Genel bir
notrlesme tepkimesi asagidaki sekilde ifade edilebilir:

Asit + Baz — Tuz + Su
Kuvvetli asit-kuvvetli baz notrlesmelerinde olusan ¢ozelti genellikle notr (pH =~ 7) olurken, zayif asit
veya zayif baz igeren tepkimelerde olusan ¢6zelti asidik veya bazik 6zellik gosterebilir [5].
Amfoterlik
Amfoter maddeler, bulunduklar1 ortama bagli olarak hem asit hem de baz gibi davranabilen
maddelerdir. Bu tiir maddeler, Brensted—Lowry teorisine gére hem proton verebilme hem de proton
alabilme 6zelligine sahiptir [2]. Amfoter maddelere en yaygin 6rnek su (H20)’dur. Su; asidik ortamda
proton alarak baz, bazik ortamda proton vererek asit gibi davranir. Bunun disinda, A1(OH)s, Zn(OH):
gibi bazi metal hidroksitler ve HCOs~ gibi iyonlar da amfoter 6zellik gostermektedir. Amfoterlik,
ozellikle asit-baz dengeleri, tampon ¢ozeltiler ve biyokimyasal sistemlerin anlasilmasinda énemli bir
kavramdir [6].

Tampon Cozeltiler
Tampon c¢ozeltiler, ortama az miktarda asit veya baz eklendiginde ya da seyreltildiginde, pH

degisimini biliylik olgiide engelleyebilen g¢ozeltilerdir. Bu ozellikleri sayesinde tampon ¢ozeltiler,
ozellikle biyokimyasal sistemlerde, analitik kimyada ve endiistriyel siireglerde yaygin olarak
kullanilmaktadir [2]. Bir tampon ¢6zelti genellikle zayif bir asit ile onun eslenik bazindan (6rnegin
CHs:COOH/CHsCOO"), ya da =zayif bir baz ile onun eslenik asidinden(6rnegin NHs/NH.")
olusur [5]. Tampon ¢ozeltilerin pH degeri, zayif asit veya bazin iyonlasma dengesi ile belirlenir ve
Henderson—Hasselbalch denklemi ile ifade edilir.
- Zayif asit tamponlari igin:
oH — pK, + log leslenik baz]

[asit]
- Zayif baz tamponlari i¢in:
[eslenik asit]

pOH = pK} + log [baz]

Tampon Kapasitesi
Tampon kapasitesi, bir tampon ¢ozeltinin pH degerinde 6nemli bir degisiklik olmadan nétralize

edebilecegi asit veya baz miktarmin bir 6l¢iisiidiir. Bagka bir ifadeyle, tampon kapasitesi bir tamponun
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pH degisimine kars1 diren¢ giiciinii ifade eder [2]. Tampon kapasitesini etkileyen baslica faktorler
sunlardir:

1. Tampon bilesenlerinin derisimi: Asit ve eslenik bazin (veya baz ve eslenik asidin) toplam

derisimi arttik¢a tampon kapasitesi artar.
2. Asit-baz orami: Tampon kapasitesi, pH degeri pKa’ya en yakin oldugunda maksimumdur.
3. Eklenecek asit veya bazin miktar1: Tampon kapasitesi sinirlidir; belirli bir miktardan sonra
tampon etkisi ortadan kalkar [5].
Bir tampon c¢ozeltinin en etkili oldugu pH aralifi, genellikle pKa+1 araligidir. Bu aralik disinda
tamponlama etkisi 6nemli ol¢iide azalir [3].
Tampon kapasitesi “p” ile gosterilir. Bir tamponun kapasitesi yalniz konjuge asit-baz ¢iftinin toplam
konsantrasyonuna bagl degildir. Konsantrasyonlari oran1 1’den biiyiik veya kiigiik degerlere gittikge
tampon kapasitesindeki diisme artmaktadir. Iyi bir tampon; toksik olmamali, UV bdlgede absorbsiyon
vermemeli, biyolojik ve kimyasal olarak inaktif olmali, pKa degeri sicaklikla ve iyon siddetiyle
minimum diizeyde degismelidir.
MATERYAL VE METOD
Deneyde Kullanilacak Malzemeler: Distile su, NaH,PO, Na,HPO, NaCl hassas terazi, spatiil, tartim
kab1, meziir, erlen, ¢6zelti sisesi, beher, manyetik karistirici, pH metre.
Deneyin Yapihisi;
100 ml 0,01M pH 7.4 Fosfat Tamponu Hazirlanmast
HsPO; < H,PO,+H" < HPO+H'-PO,+H" pKa:7,2
1. H,PO4 kaynagi i¢in NaH,PO,, HPO,4 kaynagi i¢in ise Na,HPO, kullanilacaktir.
2. 0,01 M olacak sekilde NaH,PO,4, Na,HPO, ve NaCl degerleri hesaplanir, hassas terazide
tartilir.

3. Tartilan maddeler temiz bir erlene aktarilir ve tizerine 100 ml distile su eklenerek manyetik
karigtiricida karistirilir.
4, Maddeler tamamen ¢6ziiniip, homojen ¢ozelti elde edildikten sonra ¢ozelti pH’1 7,4°e
ayarlanir.
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4.HAFTA: SPEKTROFOTOMETRIK YONTEM iLE
STANDART EGRIi HAZIRLAMA

Bir ¢6zelti igerisinde miktar1 bilinmeyen bir bilesenin nicel analizi, maddenin ultraviyole (UV) ve
goriliniir (Vis) bolgedeki 15181 sogurma davranisindan yararlanilarak gerceklestirilebilir. Bu yontemde,
ornegin belirli bir dalga boyundaki absorbans degeri Ol¢iilerek, ¢ozelti icerisindeki madde miktar tayin
edilir [1].
Spektroskopinin Tanim ve Temel ilkeleri
Spektroskopi, en genel anlamiyla, 151k (bazi sistemlerde ses dalgalar1 veya elektronlar) ile madde
arasindaki etkilesimin, dalga boyu veya frekansin bir fonksiyonu olarak incelenmesi bilimidir. Diger
bir tanima gore spektroskopi; bir ornekte bulunan atom, molekiil veya iyonlarin enerji diizeyleri
arasinda gegigleri sirasinda absorplanan veya yayilan elektromanyetik 1simimin Olgiilmesi ve
yorumlanmasidir. Atom, molekiill veya iyonlarin elektromanyetik 1s1n1im ile etkilesmesi sonucunda:
Donme (rotasyonel), Titresim (vibrasyonel) ve Elektronik enerji diizeylerinde gegisler meydana
gelir. Bu enerji diizeyi degisimleri, spektroskopik yontemlerin temelini olusturmaktadir [2].
Organik molekiillerin elektromanyetik 1s1nimi sogurmasi; molekiilde bulunan atomlarin tiirline,
baglanma sekillerine, molekiiliin geometrisine, biiyiikliigline ve elektronik yapisina baglidir. Bu
nedenle spektroskopik yontemler, yalnizca nicel analizde degil, aynm1 zamanda molekiiler yapilarin
aydinlatilmasinda da yaygin olarak kullanilmaktadir [3].
Spektroskopik Yontemler
Maddenin farkli dalga boylarindaki 1sikla etkilesimi, farkli fiziksel ve kimyasal 6zellikler hakkinda
bilgi saglamaktadir. Bu nedenle giiniimiizde ¢ok sayida spektroskopik yontem gelistirilmis ve
kullanilmaktadir. Baslica spektroskopi tiirleri sunlardir:

o Ultraviyole—goriiniir (UV-Vis) absorpsiyon spektroskopisi

o Floresans ve fosforesans spektroskopisi

o Atomik absorpsiyon spektroskopisi

o Atomik emisyon ve atomik floresans spektroskopisi

o Infrared (IR) spektroskopisi

e Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi

o Kiitle spektrometrisi
Fotometri ve Spektrofotometri
Cozelti icerisindeki madde miktarinin, ¢ozeltiden gecen ya da ¢ozelti tarafindan sogurulan 1gik miktari
Ol¢iilerek belirlenmesine fotometri adi verilir.
Analiz edilen 6rnek iizerine gonderilen 1518 belirli bir dalga boyunun filtreler yardimiyla secildigi
cihazlar kolorimetre veya fotometre olarak adlandirilirken; dalga boyu se¢iminin yariklar, prizmalar

veya kirinim 1zgaralart araciligiyla yapildigi daha gelismis cihazlar spektrofotometre olarak
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tanimlanir. Maddenin 15181 absorplama davranisini incelemek amaciyla kullanilan bu sistemlere
absorpsiyon spektrometresi veya absorpsiyon spektrofotometresi adi verilir [4].
UV-Goériiniir (UV-Vis) Spektroskopisi
Genel olarak molekiillerin uyarilmast sonucunda molekiiler gecisler, molekiillerdeki elektronlarin
uyartlmast sonucunda ise elektronik gecisler meydana gelir. Ultraviyole—goriiniir (UV-Vis)
spektroskopisi, molekiillerdeki elektronik gegisler sonucu olusan spektrumlar1 inceleyen bir
yontemdir ve bu nedenle elektronik spektroskopi olarak da adlandirilir.
Elektromanyetik spektrumda:

e 100-200 nm araligi: Vakum UV bolgesi,

e 200-400 nm araligi: Ultraviyole (UV) bolge,

e 400-700 nm araligi: Goriiniir bolge olarak tanimlanir (Sekil 4.1).
Goriiniir bolgede absorpsiyon yapan bilesikler, absorbladiklari rengin tamamlayic1t renginde
goriiniirler. Bu 06zellik, renkli ¢ozeltilerin UV-Vis spektroskopisi ile analiz edilmesini miimkiin

kilmaktadir [1,5].

Ultraviole Gorlnr 11k Infrared
10-400 nm 400-700 nm 700 nm - 1 mm
EUV| uvC | UvB | uvA B B @ wra | e [ IRC
optik 151k
IGamma[ X-ray UV“ Infrared Mikro IRadyol

Elektromanyetik radyasyon-EMR
Sekil 4. 1 Goriiniir bolge dalga boylart

UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometreleri ve Calisma Prensipleri

Mor otesi (UV) ve goriiniir bolge spektrofotometrelerinde dalga boyu se¢imi amaciyla cam veya
kuvars prizma ya da optik ag (1zgara) sistemleri kullanilir. Olgiim sirasinda, UV veya goriiniir
bolgedeki Dbelirli bir dalga boyundaki 151k segilerek Ornek {izerine gonderilir. Otomatik
spektrofotometrelerde dalga boyu, cihaz tarafindan diizgiin ve siirekli bir sekilde degistirilebilir [1].
Isik ornekten veya Ornek cozeltisinden gectikten sonra, 6rnegin absorbsiyonu veya gecirgenligi
Olciiliir [2]. UV—goriiniir bolgede Ol¢iim yapmak igin doteryum (D:z), tungsten (W), hidrojen (Hz),
ksenon (Xe) ve civa buhar1 lambalar1 gibi siirekli 151k kaynaklar1 kullanilir. En yaygin uygulamada,
UV bolgesi i¢in hidrojen veya doteryum desarj lambasi, goriiniir bolge i¢in ise tungsten filamentli
lamba tercih edilir [1,3]. Spektrofotometreler, optik diizenlerine gore tek 11k yollu ve ¢ift 151k yollu
olmak iizere iki ana gruba ayrilir.

Tek 151k yollu spektrofotometrelerde, cihazin tiim optik bilesenleri tek bir 151k yolu {izerine
yerlestirilmistir. Bu  tlir cihazlarda genellikle {i¢ temel ayar mekanizmasi bulunur:

(i) optik ag veya prizmanin mekanik olarak dondiiriilmesini saglayan dalga boyu ayar diigmesi,
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(i) 151k yolunu tamamen kapatarak galvanometrede sifir gecirgenlik ayarimmi yapan diigme ve
(iii) 151810 gectigi yarigin genisligini ayarlayan mekanizma [2].

Cift 151k yollu spektrofotometrelerde ise monokromatorden cikan 1sik, esit siddette iki ayr1 demete
boliiniir. Bu demetlerden biri 6rnek kabina, digeri ise yalnizca ¢dziiciiniin bulundugu referans kaba
yonlendirilir. Ayrilan 151k demetleri iki ayr dedektor tarafindan algilanir ve dedektdr sinyallerinin
orani Olgiilerek Ornegin gegirgenligi belirlenir. Bu yontemle 6lgiim sirasinda 6rnek sinyali siirekli
olarak ¢oziicli sinyaliyle karsilagtiritlmig olur. Bu sistemde dedektorlerin uyumlu ve esdeger 6zellikte
olmasi, 6l¢iim dogrulugu agisindan biiyiik 6nem tasir [3].

Baz1 ¢ift 151k yollu spektrofotometrelerde ise tek dedektdr kullanilir. Bu durumda oOrnekten ve
¢oziiciden gegen 151k demetleri dedektore art arda ulasir ve alternatif bir sinyal olusturur. Isik
siddetleri esit oldugunda dedektorde net bir sinyal olusmaz; ancak Ornekten gecen 1s18in siddeti
absorpsiyon nedeniyle azaldiginda dedektor tarafindan alternatif bir sinyal algilanir [1].

Cift 151k yollu spektrofotometrelerin bir diger tiirii ¢ift dalga boylu spektrofotometrelerdir. Bu
cihazlarda iki ayr1 monokromatér bulunur ve iki farkli dalga boyundaki 1s1ik, dénen bir 151k boliicii
yardimiyla érnekle ardisik olarak etkilestirilir. Ozellikle bulanik ¢ozeltilerde, dalga boylarindan biri
ornek tarafindan absorplanan, digeri ise absorplanmayan bir degere ayarlanir. Bulanikligin her iki
dalga boyunda ayni1 oranda 1sik kaybina neden olmasi sayesinde, ol¢limler arasindaki fark yalnizca

Ornegin absorbansina bagli olur [4].

Light source Collimator Prism Selector Solution Detector

Sekil 4.2 Genel spektrofotometre diizenegi

Blank (Kér) Olciimii, Biyomolekiillerin UV Absorpsiyonu ve Lambert-Beer Kanunu
Spektrofotometrik cihazlarin biiyiik bir kisminda absorpsiyon ol¢iimii yapilirken, gonderilen 151k
yalmzca hedef molekiillerle degil, aynm1 zamanda ¢oziicii ve ¢ozeltinin diger bilesenleri ile de
etkilesime girer. Bu nedenle cihaz tarafindan elde edilen spektrum, yalnmizca hedef molekiile ait
absorpsiyon spektrumu degil, ¢dzeltinin toplam absorpsiyonunu yansitir [1]. Hedef molekiiliin gercek
absorpsiyonunu belirleyebilmek amaciyla kor (blank) 6l¢timii yapilir.

Cift 151k yollu spektrofotometrelerde, hiicrelerden birine numune ¢ozeltisi, digerine ise yalnizca ¢oziicii
konularak 6lgiim gerceklestirilir. Boylece ¢oziiciiniin absorpsiyonu olgiim sirasinda otomatik olarak

elimine edilir [2]. Tek 151k yollu spektrofotometrelerde ise olgiimden Once yalnizca ¢oziiciiniin
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bulundugu kuvars kiivet cihaza yerlestirilerek blank ayari yapilir; daha sonra ayni kiivet numune
¢ozeltisi ile doldurularak 6l¢tiim alinir [1,3].

Biyolojik molekiillerin ultraviyole (UV) bdlgedeki absorplama o6zellikleri, bu molekiillerin
konsantrasyonlarinin ve safliklarinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu absorpsiyon,
cogunlukla molekiillerde bulunan bag elektronlarinin uyarilmasi sonucu ortaya g¢ikar [4]. Bu o6zellik
sayesinde UV-—goriiniir bolge spektroskopisi, bir molekiilde bulunan fonksiyonel gruplarin
tamimlanmasinda ve bu gruplar igeren bilesiklerin nicel analizinde etkin bir yontem olarak
kullanilmaktadir [2].

UV-Vis spektroskopisinin nicel analizde temelini olusturan iligki Lambert-Beer Kanunu (Sekil 4.3)
ile ifade edilir. Bu kanuna gore, bir ¢ozeltiden gegen 151k miktari; 15181n ¢ozelti iginde kat ettigi yol
uzunlugu ve c¢ozeltideki maddenin konsantrasyonu ile logaritmik olarak ters orantilidir, ¢ozelti

tarafindan absorplanan 1g1k miktar1 ise bu biiytikliiklerle dogru orantilidir [1,6].

ol Transmittans(T)=L10

b Absorbans (optik dansite, O.D.)=-logioT
-.] Absorbans(A)=¢.c.1
| m||c— cOzelti konsantrasyonu (mol/L)

Iy 1 — 151810 ¢ozelti iginde kattetigi yol (cm)
——

d

€ — molar absorpsiyon katsayisi(I./mol/cm)

I
A = logyg TO = ecl

Sekil 4.3 Lambert-Beer Kanunu

Spektrofotometrik Nicel Analizde Dalga Boyu Secimi ve Kalibrasyon Egrisi

Spektrofotometre kullanilarak bir maddenin nicel analizinin yapilabilmesi ig¢in, Ol¢limiin
gerceklestirilecegi uygun dalga boyunun belirlenmesi gereklidir. Bu amagla dncelikle analiz edilecek
ornegin absorpsiyon spektrumu bilinmelidir [1]. Absorpsiyon spektrumu, maddenin belirli bir
derisimdeki (genellikle 1 molar) ¢ozeltisinin farkli dalga boylarindaki absorbans degerlerinin
olgtilmesi ile elde edilir [2].

Dalga boyu se¢imi yapilirken, ¢oziiciiniin ve ¢ozeltide bulunabilecek diger tiirlerin ilgili dalga boyunda
15181 absorplamamasi, sistemin Lambert-Beer esitligine uymasi ve nicel analizin en yiiksek
duyarhlikla gerceklestirilebilecegi dalga boyunun secilmesi esas almir. Bu dalga boyu genellikle

maddenin maksimum absorbans verdigi Amax degeridir (Sekil 4.4) [1,3].
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Uygun dalga boyu belirlendikten sonra, analizi yapilacak maddeyi igeren ve derisimleri bilinen bir
dizi standart ¢ozelti hazirlanir. Segilen dalga boyunda bu standart ¢ozeltilerin absorbans (A) degerleri
oOlgiiliir [2]. Elde edilen absorbans degerleri, standart ¢ozeltilerin bilinen derisimlerine kars1 grafige
gecirilerek bir kalibrasyon egrisi (Sekil 4.5) olusturulur. Lambert—Beer kanununa uyulan kosullarda
bu grafik dogrusal olup, bilinmeyen derisime sahip 6rneklerin miktar tayini bu dogru yardimiyla
gergeklestirilir [3,4].

Amax

30000 Eef
20000

10000

Extinction coefficient € (L mol™ :m")

0 A4

470 480 490 500 510 520 530
Wavelength (nm)

Sekil 4.4 Maddenin maksimum absorbans verdigi Amax degeri temsili goriintiisii
Dogrusallik ve Hata Analizi
Kalibrasyon egrisinin dogrusal olup olmadigi, korelasyon katsayisi (R?) ile degerlendirilir [2]. R?
degerinin 1’e¢ yakin olmasi, yontemin dogrusal ve gilivenilir oldugunu gosterir (Sekil 4.5).
Dogrusalliktan sapmalar genellikle yiiksek derisimler, 151k sagilmasi, cihaz kaynakli hatalar veya

Lambert—Beer kanunundan sapma nedeniyle olusur [1,4].

1,4
1,2 /
1
y=0,0025x=0,0417
» 0,8
] R2=0,9983
< 0,6 /
- /
o /
0 r r . r . 3
0 100 200 300 400 500 600
pg/ml

Sekil 4.5 Kalibrasyon egrisi ve korelasyon katsayisinin temsili gosterimi.
Bilinmeyen Ornek Hesaplama
Kalibrasyon egrisinden elde edilen dogru denklemi A = mC + b seklindedir [2]. Bilinmeyen 6rnegin
absorbans degeri Olgiildiikkten sonra bu deger denkleme yerlestirilerek derisim (C) hesaplanir.
Gerekirse seyreltilmis drnekler i¢in seyreltme katsayisi dikkate alinarak gergek derisim bulunur [3].
MATERYAL VE METOD
Deneyde Kullamilacak Malzemeler: Distile su, eppendorf tiip, otomatik pipet, pipet uglari, vorteks,
kuvartz kiivet, spektrofotometre cihazi.
Deneyin Yapilsi;

1. 1 mg/ml ana stok ¢6zeltisi hazirlanir.
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2. Stok ¢ozeltinin absorbans degeri Olgiilerek maksimum dalga boyu bulunur (bu esnada
seyreltme yapild1 ise not etmeyi unutmayiniz).

3. Ana stok ¢ozeltisinden farkli konsantrasyonlarda en az 5 seyreltme yapilir ve belirlenen dalga
boyunda absorbans degerleri dl¢iiliir.

4. Kaydedilen absorbans degerleri grafige aktarilarak standart egri olusturulur.
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5. HAFTA: KANTITATIF ASKORBIK ASIT (C VITAMINI)
ANALIZi

Vitaminler, kokeni Latince vita (hayat) sozciigiine dayanan; organizmanin normal biiyiime, gelisme ve
metabolik islevlerini siirdiirebilmesi icin ¢ok kiiciik miktarlarda gerekli olan temel organik bilesiklerdir
[1]. insan viicudunda vitaminler dogrudan enerji kaynagi olarak kullanilmaz; baska bir ifadeyle
vitaminler metabolik siireglerde “yakilmaz” ve kalori saglamazlar [2]. Bunun yerine, bir¢ok
biyokimyasal reaksiyonda koenzim veya diizenleyici olarak gorev yaparak metabolik siireclerin etkin
bigimde yiiriitiilmesini saglarlar [3].
Herhangi bir vitaminin yetersiz alimi durumunda, o vitaminin katildigi biyokimyasal reaksiyonlar
aksamakta ve bunun sonucunda biiylime geriligi, metabolik bozukluklar ve ¢esitli fizyolojik islev
kayiplar1 ortaya c¢ikabilmektedir [1,4]. Vitaminler ayrica karbonhidrat, yag ve protein
metabolizmasinda rol alarak besin 6gelerinin viicut tarafindan etkin bi¢cimde kullanilmasini saglarlar
[3]. Organizma, vitaminlerin kan dolagiminda gerekli diizeylerde siirekli bulunmasini homeostatik
mekanizmalar yoluyla diizenler [2].
Vitaminlerin fizyolojik etkileri temelde biyokimyasal reaksiyonlarin diizenlenmesiyle iliskilidir. Bu
etkiler genel olarak ii¢ ana baslik altinda toplanabilir [1,3]:

- Biilylime ve gelismenin desteklenmesi

- Saglikli nesillerin olusumuna katki saglanmasi

- Sinir ve sindirim sistemlerinin normal igleyisinin siirdiiriilmesi, bagisiklik sisteminin

desteklenmesi ve besin 6gelerinin etkin kullaniminin saglanmasi

Vitaminlere metabolik faaliyetler i¢in ¢ok diisiik miktarlarda gereksinim duyulmaktadir. Giniimiizde
insan beslenmesi agisindan vitamin olarak tanimlanmis yaklagik 15 farkli bilesik bulunmaktadir [4].
Bu bilesikler, gidalar yoluyla dogrudan aktif vitamin formunda alinabildigi gibi, provitaminler
seklinde alinip viicutta bir dizi kimyasal donilisiim gecirerek biyolojik olarak aktif vitaminlere
dontisebilirler [2]. Vitaminlerin gidalardaki dagilimi homojen olmayip, bazi gidalar belirli vitaminler
acisindan zengin iken diger vitaminleri ¢ok diisiik diizeylerde igerebilir [5].
Vitamin tayininde hem klasik hem de modern analitik yontemler kullanilmaktadir. Gidalardaki
vitaminler volumetrik titrasyon yontemleri ile veya ¢esitli enstriimantal analiz teknikleri kullanilarak
belirlenebilir [6, 7]. Giiniimiizde bir¢ok gida maddesindeki vitamin analizleri spektroskopik yontemler
yardimiyla yapilmaktadir. Bu amagla, gidadaki vitaminler uygun ¢oziiciilerle (g¢ogunlukla asidik
ortamda) Oziitlenerek ¢ozelti fazina aktarilir [6]. Elde edilen ¢ozelti, kromatografik ayirma teknikleri
kullanilarak bilesenlerine ayrilir ve vitamin miktarlar1 fluometri veya diger optik dl¢ctim yontemleriyle
tayin edilir [7]. Vitamin analizlerinde dogruluk ve hassasiyet agisindan en giivenilir yontem Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) olarak kabul edilmektedir. Ancak bu yontemin yiiksek
maliyetli olmasi, rutin analizlerde kullanimini sinirlandirmaktadir [5,6]. Gidalarda Vitamin Analizleri;

gidanin besin degerinin belirlenmesi, yasal mevzuata uygunlugunun denetlenmesi, etiket bilgilerinin
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dogrulugunun kontrol edilmesi amaglartyla gerceklestirilmektedir [6]. Gida analizlerinde en sik
yapilan vitamin tayinleri sunlardir [5]:

- Meyve ve sebze iirlinleri ile gazli igeceklerde A vitamini (B-karoten) tayini

- Bitkisel margarinlerde A ve D vitamini tayini

- Meyve ve sebze iiriinlerinde C vitamini tayini
C Vitamini (Askorbik Asit): Yapisal Ozellikleri, Kararhhg ve Biyolojik Onemi
C vitamini (askorbik asit), endiol yapisina sahip ve lakton halkasi igeren bir heksoz tiirevi olup
kimyasal yapis1 Sekil 5.1°de gosterilmektedir [1]. Molekiil agirligi 176 g/mol olan askorbik asit,
yaklasik 192 °C erime noktasina sahip, renksiz kristal yapili bir bilesiktir [2]. C vitamini, skorbiit
hastaligini 6nleyici etkisinden dolay1 antiaskorbiit faktdr olarak tanimlanmaktadir [3].
Askorbik asit molekiilii, hem gii¢lii bir indirgen 6zellik hem de asidik karakter kazandiran bir dienol
grubu icermektedir [1]. Benzen, eter, petrol eteri, kloroform gibi organik ¢oziiciilerde ve yaglarda

¢oziinmezken, suda yliksek oranda ¢ozliniir [2]. Vitaminler arasinda en dayaniksiz olanlardan biri olup

cevresel kosullara karst oldukg¢a hassastir [4].

HO

Sekil 5.1 C Vitamini kimyasal bag yapisi
C vitamininin kararlilig1 asagidaki faktorlere bagli olarak degismektedir [3,4]:

e Alkali ortamlara ve oksidasyona karst duyarhdir; 6zellikle bakir (Cu) ve demir (Fe) gibi metal

iyonlarinin varliginda oksidasyon hizi 6nemli 6lgiide artar.

e Kuru kristal formda bulundugunda gérece daha kararlidir.

e Asidik ¢ozeltilerde (pH < 4) stabilitesi belirgin sekilde artmaktadir.

e Askorbik asit, havanin oksijeni ile kolaylikla okside olarak biyolojik aktivitesini kaybeder.
Dogada C vitamini, indirgenmis formu olan askorbik asit (CsHsOs) ve yiikseltgenmis formu olan
dehidroaskorbik asit (CsHeéOs) seklinde bulunur [2]. C vitamini eksikligi, basta bag dokusu olmak
iizere birgok fizyolojik sistemde bozukluklara yol agmaktadir. Yetersiz alimi1 durumunda [3,8]:

e Kilcal damar ¢eperleri zayiflar,

e Dis etlerinde kanama ve dislerde gevseme goriiliir,

e Eklem hastaliklar1 ortaya ¢ikabilir.

Ayrica askorbik asit, cilt ve bag dokusunun temel bilesenlerinden biri olan kollajen sentezi igin

zorunlu bir kofaktordiir ve proteinlerin normal biyosentezinde 6nemli rol oynar [8].

25



MATERYAL VE METOD:
Deneyde Kullanilacak Malzemeler: Distile su, falkon tiip, otomatik pipet, pipet uglari, vorteks,

kuvartz kiivet, spektrofotometre cihazi. ** Deneyi yaparken tablo 5.1°i takip ediniz.

- %0.25’lik nisasta ¢ozeltisi (0,625¢ nisasta tartilarak sicak 250 mL suda ¢6ziiliir ¢ozelti berrak

oluncaya kadar kaynatilir)
- 0.7 M sodyum tiyosiilfat
- %0.2 KIO; gozeltisi
- %51k Kl ¢ozeltisi
- % 0.1 Askorbik asit standart ¢ozeltisi

- 0.3 M H,SO, ¢ozeltisi
Deneyin Yapihsi:
Askorbik asit (C vitamini), orta kuvvette bir indirgen ajan olup redoks Ozellikleri sayesinde

iyodometrik analizlerde yaygin olarak kullanilmaktadir [1]. Sulu ortamda askorbik asidin iyot ile
verdigi reaksiyonlar, C vitamininin nicel tayininin temelini olusturmaktadir [2]. Iyodometrik yontemde
ilk asamada, iyodat iyonu (IOs") asidik ortamda ve iyodiir iyonlarinin varliginda indirgenerek serbest
iyot (I2) olusturur. Bu reaksiyon agagida verilmistir [3]:
(1) KIOs(aq) + 6H*(aq) + 5I"(aq) — 3I2(aq) + 3H20(1) + K*(aq)
Olusan molekiiler iyot, askorbik asit tarafindan indirgenirken askorbik asit yiikseltgenerek
dehidroaskorbik aside doniisiir [1]:
(2) CsHsOs(aq) + I2(aq) — CsHeOs(aq) + 2I7(aq) + 2H"(aq)
Bu iki reaksiyon seyreltik asidik ortamda gergeklesir ve birinci reaksiyonun ilerleyebilmesi igin
iyodiir iyonlarinin bulunmasi zorunludur [3]. Toplam reaksiyon asagidaki sekilde ifade edilebilir:
Askorbik asit + I:(aq) + H2O — Dehidroaskorbik asit + 21 + 2H*
Bu reaksiyonun denge sabiti oldukga biiytiktiir ve pratikte reaksiyon tamamlanmis kabul edilir [2].
Ancak molekiiler iyodun suda ¢oziiniirligii diisiik oldugundan, iyodiir iyonlari eklenerek triiyodiir (Is")
kompleksi olusturulur [4]:
I2(aq) +I'(aq) — Is°(aq)
Triiyodiir iyonu, iyodat kullanilarak da iiretilebilir:
105~ + 81" + 6H" — 31~ + 3H20
Olusan triiyodiir iyonu askorbik asit ile agsagidaki reaksiyona girer [1]:
Askorbik asit + I;~ + H:O — Dehidroaskorbik asit + 31~ + 2H*
Askorbik asit derisimi, dolayli olarak reaksiyona girmeden kalan Is~ iyonlarinin miktarinin
belirlenmesiyle tayin edilir. Bu amagla sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi kullanilir [3]:
L~ + 25205 — 31" + S406*~

26



Olusan S4O¢* iyonu tiyonat iyonu olarak adlandirilir. Titrasyonun son noktasinin belirlenmesinde

indikator olarak nigasta kullanilir. Triiyodiir iyonlar1 nisasta ile koyu mavi renkli bir kompleks

olusturur ve renk kaybolmasi titrasyonun bitis noktasini gosterir [4].

Tablo 5.1 Deney gruplari ve sarflar

Deney 0.3 M Askorbik | Olgiilecek Su KIO; Kl Nisasta Harcanan
No H,SO Asit Numune ml ml ml ml Na,S,0
250, (mi) (ml) | (ml) N;5,04 (mi) N&;S,04 25203
(ml) (ml) (ml) . )
1 5 0.1 0 1.9 15 1 | lleaak 02 ile acik
2 5 0.25 0 175 | 15 1 sarl‘ renk 57 sarI‘ renk
3 5 05 0 15 15 1 :af;';i 0.2 Ii‘azr;
4 5 0.75 0 1.25 15 1 . 0.2 .
tltrasyon tltrasyon
5 5 1 0 1 15 1 0.2
Ornek 5 0 2 0 1.5 1 0.2
VERILERIN HESAPLANMASI

1-5 numarali 6rneklerdeki askorbik asit miktar1 mg cinsinden hesaplanarak ve harcanan tiyosiilfat

miktar1 kullanilarak standart egri grafigi cizilir. Ornek i¢in harcanan tiyosiilfat miktar1 grafik iizerinden

okunarak askorbik asit konsantrasyonu tayin edilir ve mg/100mL cinsinden ifade edilir.
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6. HAFTA:AMINOASITLERE OZGU REAKSIYONLAR:
KSANTOPROTEIN(BECHER) VE HOPKINS-COLE DENEYI

Amino asitler, yapilarinda hem bir amino grubu (-NHz) hem de bir karboksil grubu (-COOH)
bulunduran, proteinlerin temel yapi taslari olan organik bilesiklerdir (Sekil 6.1) [1]. Dogada yaklasik
300 farkli amino asit tanimlanmis olmakla birlikte, bunlardan yalmzca 20 tanesi standart
(proteinogenik) amino asit olarak kabul edilir ve canli organizmalarda proteinlerin yapiminda gorev
alir [2]. Bu standart amino asitler, belirli say1 ve dizilislerde kovalent baglarla birbirine baglanarak
polipeptit zincirlerini ve dolayisiyla proteinleri olusturur. Standart amino asitler, DNA tarafindan
kodlanan ve ribozomal protein sentezine dogrudan katilan birimlerdir [3].

Bir standart amino asit, polipeptit zinciri yapisina girdikten sonra ¢esitli post-translasyonel
modifikasyonlara ugrayabilir ve bu siire¢ sonucunda nonstandart amino asitler olusabilir [2]. Ornegin,
kollajen proteininde bulunan prolin amino asidi, hidroksilasyon tepkimesiyle hidroksiproline
donistiiriiliir ve bu modifikasyon kollajenin yapisal dayaniklilig1 agisindan kritik 6neme sahiptir [4].
Bunun yani sira, proteinlerin yapisinda yer almayan ancak hiicre icerisinde ¢esitli biyolojik islevlere
sahip olan amino asitler de bulunmaktadir. Bu amino asitler metabolik ara iiriinler, norotransmitter
onciilleri veya diizenleyici molekiiller olarak gorev yapabilirler [1].

Standart amino asitlerin ortak yapisal o6zelligi, merkezi bir karbon atomuna (a-karbon) bagli bir
amino grubu, bir karboksil grubu, bir hidrojen atomu ve degisken bir yan zincir (R grubu)
icermeleridir [3]. Fizyolojik pH kosullarinda amino grubu protonlanmis durumda olup pozitif yiiklii,
karboksil grubu ise protonunu kaybederek negatif yiiklii halde bulunur. Bu nedenle amino asitler
fizyolojik ortamda genellikle zwitteriyon formundadir [2]. Yan zincirde ek karbon atomlart bulunmasi
durumunda, a-karbondan itibaren bu karbonlar sirasiyla B, y, 8, € gibi harflerle adlandirilir. Yan
zincirin kimyasal yapisi, amino asidin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini belirleyen temel

unsurdur [1].
Polipeptid zinciri

PPap I TR

& $

H—E=fcoor]
Karboksil

grubu

Aminoasit

Sekil 6.1 Aminoasitlerin genel yapist.
Standart amino asitler, biyokimyasal ve molekiiler biyoloji g¢alismalarinda ii¢ harfli kisaltmalar

(6rnegin Ala, Gly, Ser) ve tek harfli semboller (A, G, S gibi) kullanilarak gosterilirler [1]. Bu gosterim
sistemi, protein dizilerinin kisa ve evrensel bir bicimde ifade edilmesini saglar.
Standart amino asitler, temel iskelet yapilar1 bakimindan benzer olmakla birlikte, yan zincirlerinin (R

gruplarinin) kimyasal yapisi, biiyiikligi, elektrik yiikii ve sulu ortamlardaki davraniglari agisindan
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birbirlerinden belirgin sekilde farklilik gosterirler [2]. Bu farkliliklar, amino asitlerin protein i¢cindeki
konumlarini, etkilesimlerini ve dolayisiyla proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarimi ve biyolojik islevlerini
belirleyen temel unsurlardir.

Bazi amino asitler, fizyolojik pH kosullarinda amino grubunun tasidigi pozitif yiik ve karboksil
grubunun tagidigi negatif yiike ek olarak, yan zincirlerinde de elektriksel yiike sahiptirler. Bu tiir
amino asitler, proteinlerin iyonik etkilesimlerinde ve aktif merkez olusumlarinda 6nemli rol oynarlar
[3]. Yan zincirlerin bazilar1 polar 6zellik gosterirken, bazilar1 nonpolar (hidrofobik) yapidadir. Polar
yan zincirler genellikle su ve diger polar molekiillerle etkilesime girmeye yatkinken, nonpolar yan
zincirler hidrofobik etkilesimler yoluyla proteinlerin i¢ kisimlarinda yer alma egilimindedir [1].

Amino asitlerin biyolojik fonksiyonlar1 ve protein yapisindaki rolleri, dogrudan yan zincirlerinin
kimyasal oOzellikleri ile iligkilidir. Enzimlerin katalitik aktiviteleri, protein—protein etkilesimleri ve
ligand baglanmalari biiyiik 6l¢iide R gruplarinin 6zelliklerine baglidir [4].

Standart amino asitler, kimyasal 6zelliklerinin daha kolay anlasilabilmesi amaciyla, 6zellikle yan
zincirlerinin polaritesi ve biyolojik pH’da su ile etkilesme egilimleri dikkate alinarak genellikle bes
ana simfa ayrilirlar. Bu siniflandirma, protein yapi—fonksiyon iliskilerinin incelenmesinde temel bir

yaklagim olarak kullanilmaktadir (Sekil 6.2) [2].

PROTEIN AMINO ACIDS PROTEIN AMINO ACIDS
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Amino asitler ve yapilarinda amino asit bulunan proteinler belirli kimyasal maddelerle renk

reaksiyonlar1 verirler. Bu reaksiyonlardan faydalamilarak amino asit ve proteinlerin kantitatif

tayinleri yapilir.

Sekil 6.2 Aminoasitlerin siiflandirilmast.
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Ksantoprotein (Becher) Deneyi, proteinlerin giiglii asit, 1s1 ve alkali ile muamele edildiklerinde

karakteristik renk degisimleri gostermesi esasina dayanan kalitatif (nitel) bir analiz yontemidir. Bu
reaksiyon Ozellikle protein yapisinda bulunan aromatik amino asitlerin varliginin belirlenmesinde
kullanilmaktadir [5].

Ksantoprotein reaksiyonu, basta tirozin ve fenilalanin olmak {izere, kismen de triptofan igeren
aromatik amino asitlerin derigimini dolayli olarak ortaya koyar. Reaksiyon sonucunda normal
kosullarda cozelti acik sar1 bir renk alirken, patolojik durumlarda daha koyu sari, portakal
rengi veya kahverengiye yakin tonlar gozlenebilir [6].

Elde edilen rengin normal ya da patolojik olup olmadiginin degerlendirilmesinde, sabit renk veren
potasyum kromat ¢ozeltileriyle hazirlanan seyreltiler referans olarak kullanilir. Reaksiyon sonucunda
olusan renk, bu referans c¢ozeltilerle karsilastirilarak serumdaki aromatik amino asit diizeyi hakkinda
yorum yapilir [7].

Reaksiyonun kimyasal temeli, proteinlerin derisik nitrik asit (HNOs) ile muamele edilmesi sirasinda
aromatik halkalarin nitrasyonuna dayanir. Isitma islemiyle birlikte nitrik asidin aromatik c¢ekirdege
nitro grubu baglamasi sonucu sar1 renkli nitro tiirevleri olusur ve bu durum ksantoprotein reaksiyonu
olarak adlandirilir (Sekil 6.3) [5]. Asidik ortamda olusan sar1 renk, 1s1 uygulanmasi ve alkali ilavesiyle

daha da belirgin héle gelir.

0 0
O,N
oH _ *HNOs = =2 OH
NH, -H0 NH,
HO HO

Sekil 6.3 Tirozin aminoasidinin nitrolanmasi.
Saglikli bireylerde gozlenen agik sar1 renk, serumda dogal olarak bulunan diisilk miktardaki tirozin,
fenilalanin ve simirl dl¢iide triptofandan kaynaklanmaktadir. Fenolle zehirlenme gibi bazi patolojik
durumlarda ise ksantoprotein reaksiyonu belirgin sekilde siddetlenmekte ve koyu renk olusumu
gozlenmektedir [8]. Sonug olarak, ksantoprotein deneyi proteinlerde bulunan aromatik amino asitlerin
varligin1 ortaya koyan basit ve hizli bir nitel analiz yontemi olup, 6zellikle klinik biyokimyada
yardimc1 tan testi olarak kullanilmaktadir.

Hopkins—Cole Deneyi, protein yapisinda triptofan amino asidinin varligini saptamaya yonelik 6zgiil

bir kalitatif analiz yontemidir. Bu reaksiyon, triptofanin indol halkasinin belirli aldehitlerle kuvvetli
asidik ortamda verdigi karakteristik renk olusumuna dayanir [5].

Deney sirasinda protein 6rnegi, genellikle glikoksilik asit ve derisik siilfiirik asit ile muamele edilir. Bu
kosullar altinda triptofanin indol halkasi, aldehit gruplar ile yogunlagma reaksiyonuna girerek mor
renkli bilesiklerin olusmasina neden olur. Gézlenen bu mor renk, reaksiyonun pozitif oldugunu ve
ornekte triptofan bulundugunu gosterir (Sekil 6.4) [6].

Hopkins—Cole reaksiyonu, triptofan i¢in oldukea segici bir test olup, proteinlerdeki diger amino asitler

benzer kosullar altinda bu karakteristik mor rengi olusturmazlar. Bu nedenle deney, proteinlerin amino
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asit bilesimi hakkinda nitel bilgi saglamada ve o6zellikle triptofanin tanimlanmasinda yaygin olarak

kullanilmaktadir [8].
O O
- ) H.SO
//-\J\\ CH2—C|3H—COO + H-C—C—OH —=— violet product
L)
IS \ NH;*
H
Sekil 6.4 Hopkins-Cole reaksiyon mekanizmasi.

MATERYAL VE METOD

Ksantoprotein Deneyi

Deneyde Kullanilacak Malzemeler: Distile su, tartim kagidi, spatiil, falkon tiip, cam tiip, otomatik

pipet, pipet uglar1, vorteks, ispirto ocagi.

Derisik HNO;
% 20 TCA ( Trikloroasetikasit )
% 33 NaOH ( Sodyum Hidroksit )

% 0,038 g.lik K,Cr,0; ( Potasyum dikromat )

Deneyin Yapihsi:

1.
2.

© o N o g &

10.

Farkl1 konsantrasyonlarda tirozin amino asidi 10 ml saf suda ¢oziiliir.

Standart igin farkli konsantrasyonlara seyreltilmis potasyum dikromat ¢ozeltileri hazirlanir.
Farkli tiiplere alinan 2’ser ml tirozin c¢ozeltileri {izerine esit hacimde % 20’lik TCA
damlatilarak tiipler calkalanir.

Ayr1 bir tiipe kontrol grubu olarak 2 ml su ve 2 ml %20°lik TCA eklenir, ¢alkalanir.

Ayni agamalar potasyum dikromat tiipleri i¢in yapilir ve standart hazirlanir.

10 dk beklenir.

Tiiplerdeki sivilar tizerine 0,5 ml derisik HNOj ilave edilir ve galkalanir.

Tiipler 30 sn agik alev tizerinde tutulup 1sitilir.

Isitilan tiipler musluk suyu altinda sogutulur.

Sogutulan c¢ozeltilere % 33 NaOH ¢ozeltisinden 1,5 ml konur ve renk degisimleri

gozlemlenerek standart ¢ozelti ile kiyaslanir ve yorumlanr.

Hopkins — Cole Deneyi

Deneyde Kullanilacak Malzemeler: Distile su, tartim kagidi, spatiil, falkon tiip, cam tiip, otomatik

pipet, pipet uglar1, vorteks, ispirto ocagi.

Triptofan ¢ozeltisi
Gliyoksilik asit ¢ozeltisi

Konsantre siilfiriik asit ¢6zeltisi
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Deneyin Yapilisi:

1.
2.
3.

Cam tiip igeris,nde 2 ml triptofan ¢ozeltisine 2 ml gliyoksilik (% 99,9 ) asit ilave edilir.
Hazirlanan ¢ozelti karigtirtlir.

Tiip hafifge egilir. Cozelti igerisine damla damla tiipiin ylizeyinden sizdirarak 2 ml siilfirik
asit ilave edilir. Iki stvinin yiizeyinde mor renkli bir halkanin olusumu reaksiyonun pozitif

oldugunu gosterir.
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7.HAFTA: PROTEINLERE OZGU REAKSIYONLAR:
BRADFORD VE LOWRY DENEYI

Proteinler, dogada bulunan en biiyilk ve en karmasik makromolekiil gruplarindan birini olusturur.
Yapisal olarak proteinler, amino asitlerin peptit baglariyla bir araya gelmesi sonucu olusan bir veya
daha fazla polipeptit zincirinden meydana gelirler [1]. Hiicresel diizeyde ¢ok sayida biyolojik islev
proteinler tarafindan yiiriitiilmektedir. Metabolik reaksiyonlarin katalizlenmesi, DNA replikasyonu,
hiicresel sinyal iletimi, ¢evresel uyaranlara yanit verilmesi ve molekiillerin hiicre i¢inde veya hiicreler
arasinda taginmasi bu islevler arasinda yer almaktadir [2].

Proteinler, sahip olduklar1 genis yapisal cesitlilik ve farkli biyolojik rollerine ragmen, temel yap1
prensipleri agisindan biiyiik 6l¢lide benzerlik gosterirler. Bununla birlikte, hiicresel yasam igin kritik
Ooneme sahip olmalar1 nedeniyle proteinlerin ii¢ boyutlu yapilarinin aydinlatilmasi, biyosentez
mekanizmalarinin, biyolojik islevlerinin ve diizenlenme (regiilasyon) siireglerinin anlagilmasi
biyokimya ve molekiiler biyoloji alanlarinda temel arastirma konular1 arasinda yer almaktadir [3].
Belirli bir hacimdeki ¢ozeltide toplam protein miktarinin tayini, proteinlerin ayirma ve saflagtirma
siireglerinde Onemli bir rol oynar. Protein miktarinin bilinmesi, farkli saflastirma basamaklarmin
degerlendirilmesinde, protein veriminin ve safliginin izlenmesinde temel bir gerekliliktir. Ozellikle
elektroforetik ve kromatografik ayirma tekniklerinde, deney kosullarinin optimize edilebilmesi ve elde
edilen fraksiyonlarin karsilastirilabilmesi i¢in protein miktar tayinine ihtiya¢ duyulmaktadir [4].
Giiniimiizde protein miktariin belirlenmesinde kullanilan yontemlerin ¢ogu, protein ¢ozeltilerinin
ultraviyole bolgede absorbsiyon gostermesi ya da proteinlerin belirli kimyasal belirteclerle reaksiyona
girerek renkli bilesikler (kromoforlar) olusturmasi prensibine dayanmaktadir. Bu yontemlerde, olusan
absorbsiyon ya da renk yogunlugu goriiniir veya UV bolgede spektrofotometrik olarak olgiilerek
protein miktari nicel olarak farkli hassasiyetlerde tayin edilmektedir (Sekil 7.1) [1].

Bradford (Boya Baglama) Yontemi, protein miktarinin nicel olarak belirlenmesinde yaygin bigimde

kullanilan spektrofotometrik bir analiz yontemidir. Bu yontem, Coomassie Brilliant Blue G-250
boyasinin proteinlerle etkilesime girdiginde renk degistirmesi esasina dayanir. Boya, asidik ortamda
protein ¢ozeltisi ile reaksiyona girdiginde, proteinin derisimine bagh olarak farkli siddetlerde mavi
renk olugmasina neden olur [5].

Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasiin proteinlere baglanmasi 6zellikle arginin gibi bazik amino
asit yan zincirleri ile aromatik amino asit kalintilar1 lizerinden ger¢eklesmektedir. Bu nedenle boyanin
baglanma derecesi, yalnizca protein miktarina degil, ayn1 zamanda proteinin amino asit bilesimine ve
yapisal Ozelliklerine de baglidir. Dolayistyla Bradford yontemi, farkli protein tiirleri i¢in degisken
yanitlar verebilir [4].

Bradford yontemi, Lowry yontemine kiyasla daha kisa siirede sonu¢ vermesi, uygulamasinin daha

basit olmasi ve reaktif maliyetinin diisiik olmasi nedeniyle siklikla tercih edilmektedir. Ayrica
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yontemin duyarlilig1 yiiksektir ve yaklasik 0,001 mg/mL diizeyindeki protein derisimleri giivenilir
bi¢imde 6lgiilebilmektedir [1].

Modifive Lowry Metodu, protein miktarinin nicel olarak belirlenmesinde kullanilan duyarli bir
spektrofotometrik yontemdir. Yontemin temelini, fosfomolibdotungstik asit igeren Folin—Ciocalteu
belirtecinin proteinlerde bulunan tirozin kalintilari ile reaksiyona girerek mavi renkli bir kompleks
olusturmasi olusturmaktadir [6].

Reaksiyon, ilk asamada alkali ortamda bakir iyonlar ile proteinler arasinda bir kompleks olusumu ile
baglar. Bu agama, oda sicakliginda yaklagik 5—10 dakika igerisinde tamamlanir. Olusan bakir—protein
kompleksi, ikinci asamada Folin—Ciocalteu belirtecinde bulunan molibden ve tungsten iyonlar ile
etkilesime girerek yogun mavi renkli yeni bir kompleks meydana getirir [7].

Bakir iyonlarinin reaksiyon ortaminda bulunmasi, yontemin duyarliligin1 6nemli 6l¢lide artirmaktadir.
Bakir—protein kompleksinin Folin belirteci ile verdigi reaksiyon sonucunda olusan renk siddeti, bakir
bulunmayan sistemlere kiyasla yaklasik 3-15 kat daha yiiksektir. Bu 06zellik, Modifiye Lowry
metodunu diisiik derisimdeki proteinlerin tayini i¢in uygun hale getirmektedir [4].

Bununla birlikte, analiz edilen 6rnekte fenolik bilesiklerin bulunmasi yontemin 6zgiilliiglinli olumsuz
yonde etkileyebilir. Fenolik maddeler Folin—Ciocalteu belirteci ile reaksiyona girerek yalanci yiiksek
absorbans degerlerine neden olabileceginden, bu tiir bilesenlerin varligi 6l¢lim hatalarina yol

acabilmektedir [6].

Yontem {Hassasiyet |Zaman Prensip Ozellikler
Biiiret Dosuk L 4 dk Peptid baglarinin alkali bakr ile + Hizl, az gingim yapar
1iire 3 20- v >
1-6 mg mor kompleks olusturmasi (5350 nm) - Hassasivet: doguk
Basit . +Hizly, ucuz, protemn gen kazanlabilir
Orta 3 280 nmdeki 1518 tirozin triptofan - ’ ! T A ;
absorbans S 5-10 dk = o -Gangim fazla, hassasivet orta, Tyr ve Trp igengine
A 0.05-2 mg tarafindan absorblanmas: (280 nm) SR 7
Ul ' bagh
Basit Yuksek 190-205 nmdeki 151@n peptid + Hassas, protein ger1 kazamlabilir
Absorbans § 001-005 | 5-10dk | baglar tarafindan absorblanmasy | -Uygulanabilirh@ dusuk. gingim fazla, Tyr ve Trp
Uzak U1 mg (190 nm) erizne bagh
Buuret reaksiyonu ve
Yuksek f(vslhmc-llt.\l-:-ttmgta.un Tyr ve Trp HHassas -
Lowry 40-60 dk - Zaman alict, girisim vuksek. orta sevivede Tyr ve
B 001-1 mg tarafindan indirgenmesi ¥ LTS 2 g s
= e S Trp igengine bagh
(550 nm) = =
CBB G230 bovar maddesinin
Bradford Yiksek 15-20 dk protemne kovalent olmayan + Hassas. gingmm duguk, ucuz
adfc 5-20 dk ¥ $ 2
0.001mg baglanmasi - Arg ve Lys icengne bagl,
(395 nm)
BCA : Buuret reaksiyonu ve BCA'nin bakir | + Hassas. proteinden protemne degigiklik gostermez,
iie it Yuksek .. o . L , B -~
(Biyinkoninikj 005 ma PO-5¢ dk ile kompleks olugturmas: airsim dusuk
asit) - (362 nm) -
i ok vuksek Kollodial altin ve gimusun proteine 5
Giimiis /Alan 5 00K 125 10 dk badanms N' P + ok hassas. gingim duguk
a. aglanmas Pro STy
- Proteinden proteme degisiklik gosterir
Baglama mg {dansitometnk dlcum) p = &
; Proteinlenin mitrik asit ile reaksivon
a3 A Yuksek |[120-140 " S + Hassas, girisim dusuk, ucuz
Nitrik Asit 2 : vermesi <
0003 mg dk i - Zaman alict
= (358 nm)

Sekil 7.1 Farkli metodlarin karsilagtirilmasi
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MATERYAL VE METOD
Bradford (Boya Baglama) Yontemi

Deneyde Kullamlacak Malzemeler: Distile su, tartim kagidi, spatiil, falkon tiip, eppendorf tiip,

otomatik pipet, pipet uglari, vorteks, 96-well plate, ELISA reader.

1 mg/ml stok BSA ¢ozeltisi

Konsantrasyonu bilinmeyen protein ¢ozeltisi
%0.9 (w/v) NaCl ¢ozeltisi

Bradford ¢ozeltisi

*Boya belirtecinin hazirlanmasi;25 mg Comassie brillant blue G-250'nin 12.5 ml % 95 etanolde

coziindiiriiliip, 25 ml % 85 H3PO, ( Fosforik asit ) eklendikten sonra, 250 ml’ye tamamlanmasiyla

hazirlanan derisik boya c¢ozeltisi, kullanilacagi zaman 5 kat distile su ile sulandirilarak

seyreltilir. Whatman no.1 filtreden ge¢irilir ve bir cam sisede, oda sicakliginda saklanir*

Deneyin Yapilisi

1. Kor ( Blank ) ornek, standartlar ve bilinmeyen protein 6rnekleri Tablo 7.1°de verilen

degerlere gore hazirlanir ve hizli bir sekilde vortekslenir.

2. En az 5 dakika bekledikten sonra ornekler 96-well plate kuyucuklarina 100 pl olarak eklenir ve

595 nm’deki absorbsiyon degerleri ELISA readerda okunur.

3. Kullanilan BSA ¢ozeltisinden standart egri grafigi hazirlanarak ornekteki protein derisimi

hesaplanir.

Tablo 7.1 Bradford deneyi takip ¢izelgesi

Bilesikler Standart Egri Ornek
WK) | 2(5)| 3(S)| 4(S)| 5(S)
1mg/ml BSA (ul) 0 25 50 75 100 0
Ornek (ul) 0 0 0 0 0 100
dH,O(ul) 100 75 50 25 0 0
%00,9 NaCl (ml) 59 59 59 59 59 59
Bradford ¢ozeltisi (ml) 1 1 1 1 1 1
Toplam Hacim (ml) 7 7 7 7 7 7

Modifiye Lowry Metodu

Deneyde Kullanilacak Malzemeler: Distile su, tartim kagidi, spatiil, falkon tiip, eppendorf tiip,

otomatik pipet, pipet uglari, vorteks, 96-well plate, ELISA reader.

1 mg/ml stok BSA ¢ozeltisi

A ¢ozeltisi : 0.1 N (v/v) NaOH igerisinde %2 (w/v) Na,COs

B ¢ozeltisi : %1 (w/v) Na- veya K- tartarat i¢inde %0.5 (w/v) CuSO,4.5H,0

C ¢ozeltisi : 50 ml A belirteci ile 1 ml B belirteci karisimindan olusur (Taze hazirlanir).

D ¢ozeltisi : 1 hacim Folin belirteci: 2 hacim sudan olusan karisimdir (Taze hazirlanir ve
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1isiktan korunur; folin toksik oldugundan dikkatli kullanilmalidir.)

Deneyin Yapihsi

1.

Standart egri ve 6lglilecek protein 6rnekleri tiiplere alinir ve tizerine 5’er ml C belirteci eklenerek
karigtirilir,

Tiipler oda sicakliginda 10 dakika bekletilir.

Tiplere 0.5 ml D belirteci eklenir ve vorteksle karigtirilir (D ¢ozeltisi eklendikten sonra 2-
3 saniye i¢inde homojen bir sekilde karigim saglanmalidir ve tiipler 1s1ktan korunmalidir).
Tiipler 30 dakika karanlikta bekletilir.

96-well plate kuyucuklarina 100 ul olarak eklenen 6rnek ve standartlarin 660 nm’de absorbsiyon
degerleri ELISA readerda okunur.

Standart egri grafigi hazirlanarak 6rnekteki protein derisimi bulunur.

Tablo 7.2 Lowry deneyi takip ¢izelgesi

Bilesikler Standart Egri Ornek
1K) | 29 30| 46S)| 5()

1mg/ml BSA (ul) 0 25 50| 75| 100 0
Ornek (ul) 0 0 0 0 0 100

dH,O(ul) 100 751 50| 25 0 0

C c¢ozeltisi (ml) 5 5 5 5 5 5

D ¢ozeltisi (ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Toplam Hacim (ml) 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6 5,6
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8.HAFTA: KANDA HEMOGLOBIN TAYINi

Hemoglobin, eritrositlerde bulunan ve temel gorevi oksijenin akcigerlerden dokulara taginmasi olan bir
tastyici proteindir. Yaklasik 5,5 nm ¢apinda, kiiresel yapiya sahip bir makromolekiil olup tetramerik
yapidadir (Sekil 8.1) [1]. Hemoglobin molekiilii, her biri bir hem prostetik grubu tasiyan dort polipeptit
zincirinden olusur. Eriskin insan hemoglobininde bu zincirler iki alfa ve iki beta globin zinciri
seklindedir [2]. Her bir alt birimde bulunan hem grubu, oksijenin baglandig: aktif bdlgeyi olusturur.
Hemoglobinin alt birimleri arasindaki etkilesimler, proteinin oksijene olan ilgisini belirleyen
konformasyonel degisikliklere neden olur. Dort hem grubuna oksijen molekiillerinin baglanmasi,
hemoglobin molekiiliinde yapisal bir degisim olusturarak oksijen baglanma o6zelliklerini etkiler. Bu
0zellik, hemoglobinin kooperatif baglanma davranisinin temelini olusturur [3].

Kandaki hemoglobin miktarinin tayini, klinik biyokimyada biiyiilk 6neme sahiptir ve bu amagla cesitli
yontemler gelistirilmistir. Hemoglobin diizeyi kolorimetrik ve spektrofotometrik yontemlerle
Olglilebilmektedir [4]. Saglikli bireylerde normal hemoglobin degerleri kadimnlar i¢in 12-16 g/dL,
erkekler icin ise 13—18 g/dL araligindadir [5].

Hem

Demir
(Fe) gurubu

Hemoglobin molekiilii

« zinciri

KIT’LIIII Kiire
(Eritrosit)

B zinciri « zinciri

Polipeptid molekiiliin helikal sekli

Sekil 8.1 Hemoglobin yapisi.
Hemoglobin tayininde kolorimetrik ve spektroskopik yontemler kullanilmaktadir.

Kolorimetrik Yoéntemle Hemoglobin Tayini, renk karsilastirma esasina dayanir. Bu ydntemde

eritrositler asidik ortamda parcalanir ve agiga ¢ikan hemoglobin, hidroklorik asit ile reaksiyona girerek
asit hematine (hemin kloriir) doniisiir. Olusan koyu kahverengi rengin siddeti, standart bir renk ile
karsilagtirilarak kandaki hemoglobin miktar1 belirlenir [4]. Bu yonteme Sahli yontemi adi
verilmektedir.

Sahli hematometresinde, ortada derecelendirilmis bir Sahli test tiipti ve yanlarda iki adet standart tiip
bulunur. Standart tiiplerde, belirli hemoglobin derisimlerine karsilik gelen renkler yer alir. Kan 6rnegi,
Sahli test tiipiinde bulunan 1/10 N hidroklorik asit ¢ozeltisi ile muamele edilerek hemin kloriire
dondstiiriiliir. Elde edilen rengin, standart tiiplerle karsilastirilmasi sonucunda hemoglobin diizeyi
belirlenir. Sahli tiiplerinde %100 deger, kullanilan cihaza bagl olarak 14,5 veya 16 g hemoglobinin
100 mL kanda bulunmasina karsilik gelmektedir (Sekil 8.2) [6].
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Sekil 8.2 Sahli hematometresi.

Spektrofotometrik Yontemle Hemoglobin Tayininde ise, hemoglobinin kanda bulunan farkli

formlar1 tek bir stabil bilesige doniistiiriiliir. Kanda  hemoglobin;  oksihemoglobin,
karboksihemoglobin, methemoglobin ve diger kiiciik fraksiyonlar halinde bulunur. Bu formlar,
potasyum ferrisiyanid ve potasyum siyanid iceren Drabkin c¢ozeltisi ile reaksiyona sokularak
siyanmethemoglobin adi verilen stabil bir bilesige doniistiirtiliir [7]. Olusan siyanmethemoglobinin
absorbansi, spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda 6l¢iiliir. Bu yontem hem manuel uygulamalarda
hem de otomatik hiicre analizorlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Hemoglobin diizeyi tam kanda
gram/desilitre (g/dL) cinsinden ifade edilir [5].

MATERYAL VE METOD

Drabkin Yontemi

Deneyde Kullamlacak Malzemeler: %70°lik alkol, lanset, pamuk, distile su, falkon tiipler, otomatik
pipet, pipet uglari, vorteks, 96-well plate, ELISA reader.
- Drabkin’s Reagent (1L dH,O i¢inde ¢oziiliir, igerisinde siyantiir bileseni oldugundan dikkatli
calisilmalidir).
- 0,5 ml Brij 23 ¢6zeltisi (1 L Drabkin’s ¢ozeltisine 0.5 ml eklenir).
Deneyin Yapihsi
1. Test tiiplerinin her birine 5 ml Drabkin Soliisyonu eklenir.
2. Incelenecek olan tam kan 6rneklerinden 20 pl tiiplere eklenir.
3. Tiplere nazikge pipetaj yapilir ve oda sicakliginda 15 dk reaksiyonun tamamlanmasi
beklenir. (Alternatif olarak 56 °C’de 3-5 dk siirekli karistirilarak reaksiyon tamamlanabilir).
4. Blank Sollisyonuna kars1 540 nm’de spektrofotometrik olarak okunur ve mg/ml cinsinden
total hemoglobin konsantrasyonu hesaplanir.
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9. HAFTA: BITKILERDEN PiGMENT iZOLASYONU:
KLOROFIL VE KAROTENOID TAYINIi

Bitkilerde fotosentezde goérev alan temel pigmentler iki ana gruba ayrilmaktadir: klorofiller ve
karotenoidler. Her iki pigment grubu da kloroplastlarin i¢inde yer almakta olup, fotokimyasal olarak
aktif fotosentetik biyomembranlar olan tilakoid zarlarinda bulunan protein komplekslerine bagli halde
bulunmaktadir [1]. Bitki dokusunun aseton veya metanol gibi organik c¢oziiciilerle pargalanmasi
sonucunda bu pigmentler, proteinlerden ayrilmis sekilde izole edilebilmektedir [2]. Klorofil ve
karotenoidlerin organik ¢oziiciilerde kolaylikla ¢éziinmeleri nedeniyle, biyokimyasal siniflandirmada
lipitler grubunda degerlendirildikleri kabul edilmektedir [3].

Bitkilerde en yaygin olarak bulunan pigmentler Klorofil a ve Kklorofil b olup (Sekil 9.1), bu iki
pigment yaklasik olarak a:b = 3:1 oraninda bulunmaktadir [4]. Canli bitki hiicrelerinde klorofiller
birincil fotosentetik pigmentlerdir ve 6zellikle 1518in mavi (yaklasik 450 nm) ve kirmizi (650—700 nm)
dalga boyu araliklarinda absorbsiyon gostermektedirler [1]. Isigin absorbsiyonu sonucunda klorofil
molekiiliindeki bir elektron daha yiiksek enerji diizeyine uyarilmakta ve bu durum fotosentetik
elektron tasimmim zincirinin baglamasina neden olmaktadir. Bu silire¢ sonucunda NADPH ve ATP
sentezlenmekte, elde edilen bu enerji tasiyici molekiiller bitkide karbonhidrat metabolizmasinda

kullanilmaktadir [5].

CH,CHy CHy

KLOROFIL A

H.CH 2COQCH2CH=(%(CH2(3H20H2(|3H}|3CH
CH3 CH,

CO,CH,
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3

Sekil 9.1 Klorofil a ve klorofil b’nin yapisi.
Ikinci fotosentetik pigment grubu olan karotenoidler, yapisal &zelliklerine gore iki ana smifa
ayrilmaktadir. Karotenler(Sekil 9.2) yalnizca karbon ve hidrojen atomlarindan olusan hidrokarbon
yapili pigmentlerdir. Ksantofiller(Sekil 9.3) ise karbon ve hidrojene ek olarak oksijen atomu
icermekte olup, bu oksijen atomlar1 hidroksil veya epoksit fonksiyonel gruplart seklinde
bulunmaktadir [3]. Bitkilerde karotenoidlerin yiizde bilesimi; 151k siddeti, sicaklik ve besin durumu
gibi ¢evresel biliylime kosullarina bagl olarak degiskenlik gostermektedir [2]. Karotenoidler igerisinde
yer alan B-karoten, hem fotosentezde 1s1k hasadina katki saglamakta hem de klorofil molekiillerini

foto-oksidatif hasara karsi koruyucu bir rol iistlenmektedir [1].
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Klorofil a ve klorofil b pigmentleri, gériiniir 151k spektrumunun 6zellikle 400—475 nm ve 600-675 nm
dalga boyu araliklarinda maksimum absorbsiyon gostermektedir. Bu absorbsiyon o6zellikleri,

fotosentezin 151k reaksiyonlarinin etkin bir sekilde gerceklesmesini miimkiin kilmaktadir [4].

HO

Sekil 9.3 Ksantofil kimyasal yapist.

Bu dalga boylarinda gozlenen absorbsiyon piklerinin maksimum degerleri, analizde kullanilan
¢oziiciiniin polaritesine bagli olarak degisiklik gostermektedir. Ornegin, dietil eter gibi diisiik polariteli
bir ¢oziiclide klorofil a i¢in yogun absorbsiyon pikleri 660 nm ve 428 nm dalga boylarinda ortaya
cikarken, daha yiiksek polariteye sahip metanol kullanildiginda bu piklerin sirasiyla 665 nm ve 432 nm
dalga boylarina kaydigi gozlenmektedir [2,6]. Bu kaymalar, ¢oziicii—pigment -etkilesimlerinin
elektronik gecis enerjilerini etkilemesinden kaynaklanmaktadir.

Karotenoid pigmentler ise klorofillerden farkli olarak goriiniir spektrumda tek bir genis bélgede yogun
absorbsiyon gostermektedir ve bu absorbsiyon genellikle 350-500 nm dalga boyu araliginda
yogunlasmaktadir [7]. Bu 6zellik, karotenoidlerin 1g1k hasadi ve fotokoruyucu rolleriyle dogrudan
iligkilidir. Bu tiir spektrofotometrik ¢aligmalar sonucunda elde edilen veriler, yalnizca pigmentlerin
tanimlanmasinda degil, ayn1 zamanda bitki ekstrelerinde bulunan klorofil ve karotenoidlerin
konsantrasyonlarinin nicel olarak belirlenmesinde de yaygin bigimde kullanilmaktadir [1].

MATERYAL VE METOD
Deneyde Kullanilacak Malzemeler: Distile su, havan, havan eli, cam tozu, falkon tiipler, otomatik

pipet, pipet uglari, vorteks, filtre kagidi, kuvartz kiivetler, UV-spektrofotometre.
- Bitki dokusu

- Saf aseton

- Susuz sodyum siilfat
Deneyin Yapihsi

Pigmentlerin Ekstraksiyonu: Bu deney zayif 1sik altinda tamamlanmalidir. 0,5 g bitki dokusu alinir

ve kiiglik parcalara ayrilir, havan ic¢ine yerlestirilir. 15 ml aseton Ol¢iiliir ve kap icine doldurulur,
yaklasik olarak 0,5 g cam tozu eklenir ve ¢ozelti keskin yesil bir renk alana kadar karigtirilir.

Ekstraksiyon tamamlandiktan sonra 1-2 g susuz sodyum siilfat ilave edilir, bu islem ile su ekstreden
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uzaklastirilir. Ekstre filtre kagidindan gegirilir ve hacmi 6l¢iiliir.

Pigment Konsantrasyonunun Hesaplanmasi: Ekstrenin klorofil ve karotenoid igerigini belirlemek
icin ekstrakt seyreltilerek c¢esitli dalga boylarinda (661.6, 644.8 ve 470 nm) &lglimler yapilir ve
asagidaki esitlikler kullanilarak pigment konsantrasyonlar1 hesaplanir.

Ca=11.24A4616 —2.04Ag448 (C, = Bitki ekstresindeki klorofil a konsantrasyonu (pg/ml))
Cp=20.13A¢13 —4.19A616 (Co= Bitki ekstresindeki klorofil b konsantrasyonu (ug/ml))

Carp= 7.05A¢616 + 18.09A¢415 (C,ep = Total klorofil konsantrasyonu (ug/ml))

Cy+c= (1000A;70 —1.90C,—63.14Cy,) / 214 (Cy. = Total karotenoid konsantrasyonu (ug/ml))

Kendi deneyiniz i¢cin asagidaki bilgileri doldurup sonucu belirtiniz.
Calisma Materyali: .................

J\Y/ 11321 o D g

Ca+b=
Cx+c=
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10.HAFTA: In vivo BIYOKIMYASAL DENEYLER ICIN DOKU
LIiZATLARININ HAZIRLANMASI

Doku lizati, hiicresel bilesenlerin analiz edilebilmesi amaciyla dokularin uygun yontemlerle
parcalanmasi ve igerdikleri biyomolekiillerin ¢ozelti fazina aktarilmasi siirecidir. Bu islem;
biyokimyasal analizler, protein ekspresyon profillemesi, enzim aktivite tayinleri, western blot, ELISA,
PCR ve proteomik galigmalar gibi pek ¢ok deneysel uygulamanin temel basamaklarindan birini
olusturmaktadir [1,2]. Lizat hazirlanmas1 sirasinda hiicresel biitiinliigiin kontrollii bicimde bozulmast
ve hedef molekiillerin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinin korunmasi bilylik 6nem tasir [3].

Doku lizati hazirlama siireci, g¢alisilacak doku Orneginin uygun kosullarda toplanmasiyla baslar.
Dokudaki biyolojik aktivitenin korunabilmesi i¢in Orneklerin genellikle —80 °C’de veya sivi azot
igerisinde saklanmasi onerilmektedir [4]. Taze doku kullanilmasi durumunda ise lizis islemi miimkiin
olan en kisa siirede gerceklestirilmelidir. Ekstraksiyon veriminin artirilmasi amaciyla doku drnekleri,
lizis tamponu ile temas ettirilmeden 6nce kiiciik pargalara ayrilir [5].

Lizis tamponu, hiicre zarinin kontrollii bir sekilde pargalanmasini saglayan ve hiicresel bilesenlerin
stabilitesini koruyan c¢dzeltilerdir. Kullanilacak tamponun bilesimi, yapilacak analizin tiiriine ve
hedeflenen biyomolekiile bagli olarak belirlenir [6]. Lizis tamponlar1 genellikle hiicresel ozmotik
dengeyi saglamak amaciyla Tris-HCIl veya PBS gibi tuzlar, hiicre zarinin ¢6ziinmesini saglamak igin
Triton X-100, SDS veya NP-40 gibi deterjanlar, proteinlerin degradasyonunu 6nlemek igin proteaz ve
fosfataz inhibitorleri ve metal iyonlarini baglayarak protein stabilitesini artiran EDTA gibi selatlayici
maddeler igerir [7]. Membran proteinlerinin izolasyonu i¢in yiliksek deterjan icerigine sahip tamponlar
tercih edilirken, niikleer proteinlerin ekstraksiyonu ic¢in daha diisiik iyonik giice sahip hipotonik
tamponlar kullanilmaktadir [8].

Doku veya hiicrelerin parcalanmasi, mekanik, kimyasal veya enzimatik yontemler kullanilarak
gerceklestirilebilir. Mekanik yontemlerde homojenizatorler, sonikatorler veya doku ogiitiictileri
araciligiyla doku fiziksel olarak parcalanir ve hiicresel igerik serbest birakilir [9]. Kimyasal
yontemlerde deterjanlar ve lizis tamponlari hiicre zarlarmi ¢ozerek lizisi saglar. Enzimatik
yontemlerde ise lizozim, tripsin veya DNaz gibi enzimler kullanilarak hiicresel yapilarin kontrollii bir
sekilde yikilmasi saglanir [10]. Cogu uygulamada bu yontemler bir arada kullanilarak daha etkin ve
verimli bir lizis elde edilmektedir.

Caligilan hiicre tipine ve hedeflenen biyomolekiile bagli olarak uygun lizis yonteminin segilmesi
gerekmektedir. Lizis stratejisi, hiicresel yapilarin selektif olarak parcalanmasini ve hedef molekiillerin
biitiinliigiiniin  korunmasim1 amaclamalidir [2]. Ornegin niikleer proteinlerin ekstraksiyonu
hedeflendiginde, hiicre membranmi oncelikle hipotonik tampon kullanilarak sisirilir ve mekanik veya
hafif kimyasal islemlerle pargalanir; bunu takiben niikleer membran kontrollii bir sekilde bozularak

niikleer igerik serbestlestirilir [8].
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Lizis isleminin ardindan hiicresel kalintilarin uzaklagtirilmas1 amaciyla santrifiij uygulanir. Bu asama,
¢Oziinmiis proteinler ve diger hiicresel bilesenleri i¢eren siipernatantin, hiicresel artiklarin olusturdugu
pelet kismindan ayrilmasmi saglar [3]. Santrifiij hizi ve siiresi, ayristirllmak istenen hiicresel
fraksiyona gore degisiklik gdstermektedir. Diisiik hizda santrifiij (300-500 g, 5-10 dakika) biitiin
hiicrelerin ve biiylik hiicresel kalintilarin uzaklagtirilmasinda kullanilirken, orta hizda santrifiij
(10.000-15.000 g, 1020 dakika) organellerin veya biiyiik protein komplekslerinin ayristirilmasi i¢in
tercih edilir [10]. Yiiksek hizda santrifiij (100.000 g ve iizeri, yaklasik 1 saat) ise membran
fraksiyonlar ile sitozolik proteinlerin ayrilmasi amaciyla uygulanmaktadir [11]. Santriflij sonrasinda
siipernatant dikkatlice toplanarak analizlerde kullanilmak {izere ayrilir.
Elde edilen lizatlardaki hedef molekiillerin stabilitesini koruyabilmek i¢in uygun saklama kosullar
saglanmalidir. Kisa siireli kullanimlar i¢in slipernatantlar 4 °C’de birkag¢ saat veya —20 °C’de birkag
giin saklanabilirken, uzun siireli depolama i¢in —80 °C’de muhafaza edilmesi Onerilmektedir [4].
Protein stabilitesini artirmak amaciyla lizata gliserol gibi kriyoprotektanlar eklenebilir. Tekrarlayan
donma-¢oziilme dongiilerinden kaginilmalidir, ¢linkii bu durum proteinlerin denatiirasyonuna ve
fonksiyon kaybina yol agabilmektedir [5].
Sonug olarak doku lizati1 hazirlama siireci, hiicresel ve biyokimyasal analizlerin temel basamaklarindan
biridir. Uygun lizis tamponunun ve lizis yonteminin se¢imi, hedef biyomolekiillerin yapisal ve
fonksiyonel biitiinliiglinlin korunmasi agisindan kritik 6neme sahiptir. Bu nedenle her asama dikkatle
planlanmal1 ve lizis kosullari, yiiriitiilecek deneylerin amacina uygun sekilde optimize edilmelidir [1].
MATERYAL VE METOD
Deneyde Kullanilacak Malzemeler: Soguk distile su, bistiiri, tartim kab1, beher, falkon tiipler, otomatik
pipet, pipet uglari, homojenizator, vorteks,
- Doku 6rnegi ve %1,15 (w/v) KCI ¢gozeltisi

Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

1. Doku ornegine agirliginin 10 kati kadar hacimde soguk %1,15’lik KCI ¢ozeltisi eklenerek

doku homojenize edilir. Ornekler hemen kullanilmayacaksa -80 °C’de saklanur.
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10.HAFTA (DEVAM): MALONDIALDEHIT TAYINi DENEY]

Organizmada oksidan—antioksidan dengesinin korunmasi, saglikli bir yasamin siirdiiriilebilmesi
acisindan temel bir gerekliliktir [1]. Metabolik siirecler sirasinda endojen olarak serbest radikaller
tiretilmesinin yani sira; gilines 1sinlari, iyonize radyasyon, sigara kullanimi ve ¢evre kirliligi gibi
ekzojen faktorler de serbest radikal olusumuna katkida bulunmaktadir [2]. Serbest radikaller,
eslesmemis elektron igeren yiiksek derecede reaktif molekiiller olup basta lipitler, niikleik asitler ve
proteinler olmak {iizere tiim hiicresel bilesenlerle etkilesime girerek yapisal ve fonksiyonel hasara yol
acabilme potansiyeline sahiptirler [3]. Serbest radikal iiretiminin artmas1 ve/veya antioksidan savunma
sistemlerinin yetersiz kalmasi1 durumunda organizmada oksidatif stres gelismektedir [4].

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), ozellikle ¢oklu doymamis yag asitleri iizerinde etkili olarak lipit
peroksidasyonuna neden olmaktadir [5]. Memeli hiicre zarlarinda bulunan c¢oklu doymamis yag
asitlerinin serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller, aldehitler, hidroksi yag asitleri,
etan, pentan ve malondialdehit gibi cesitli yikim {iriinlerine doniismesiyle lipit peroksidasyonu
meydana gelir [6]. Bu siire¢, hiicre zarinin biitlinliiglinli bozarak hiicresel fonksiyonlarin aksamasina
yol acan en 6nemli hiicresel zedelenme mekanizmalarindan biri olarak kabul edilmektedir [7].

Lipit peroksidasyonu sonucunda olusan yikim iriinleri arasinda biyolojik agidan en Onemlisi
malondialdehit (MDA)’dir. Malondialdehit, CH2(CHO). molekiiler formiiliine sahip, diisiik molekiil
agirlikli bir organik bilesiktir (Sekil 10.1) [8]. Renksiz bir sivi olan MDA, enol formunda bulunabilen
oldukea reaktif bir bilesik olup oksidatif stresin biyokimyasal bir gostergesi olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir [9].

O\\ O

H H

Sekil 10.1 Malondialdehit (MDA) kimyasal yapisi.

Lipit peroksidasyonu diizeyi, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona giren bilesiklerin belirlenmesine
dayanan TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) yontemi ile l¢iilmektedir [10]. Bu yontem,
lipit peroksidasyonu sirasinda olusan baslica son iiriinlerden biri olan malondialdehitin (MDA), asidik
ortam ve yiiksek sicaklik kosullarinda TBA ile reaksiyona girerek renkli bir kompleks olusturmasi
esasina dayanir [6]. Olusan MDA-TBA kompleksi pembe-kirmizi renkte olup, maksimum
absorbansini 535 nm dalga boyunda gostermektedir [9]. Bu absorbans degerinin spektrofotometrik
olarak Olglilmesiyle Gornekteki TBARS miktart dolayli olarak tayin edilmekte ve boylece lipit
peroksidasyon diizeyi hakkinda nicel bilgi elde edilmektedir [8].

45



MATERYAL VE METOD
Deneyde Kullanilacak Malzemeler: Sicak su banyosu, beher, santrifiij, otomatik pipet, pipet uglari,

96-well plate, ELISA reader.
- 0.25 M HCI
- %0,375 (w/v) Tiyobarbitiirik Asit (TBA)
- %15 (w/v) Trikloroasetik Asit (TCA)

Deneyin Yapihsi
1. Gerekli hesaplamalar yapilip tartimlar alinir.

2. Trikloroasetik asit(TCA) tizerine 80 ml saf su eklenir ve ¢oziilene kadar karistirilir.
3. Coziilen TCA iizerine Tiyobarbiitirik Asit (TBA) ve 2 ml HCI eklenerek TBA’nin tamamen

¢Oziinmesi i¢in hafifce 1sitilarak ¢dzelti karistirilir.

4. %1.15 soguk KCl ile homojenize edilen homojenatlar {izerine 1 ml TCA/TBA karisimi igeren
soliisyondan ekleni ve 6rnekler 15 dk 100 °C’de kaynatilir (Blank olarak 1 ml TBA/TCA ¢ozeltisine

0,5 ml saf su eklenir).

5. Kaynatilan 6rnekler biraz sogutulduktan sonra 3000 g’de +4 °C’de 5 dk santrifiij edilerek sogutulur

ve siipernatandan 100 ul O6rnek almarak 96-well plate kuyularina eklenerek 535 nm’de

spektrofotometrik olarak okunur.
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11.HAFTA: INCE TABAKA KRAMOTOGRAFiSI

Ince tabaka kromatografisi (Thin Layer Chromatography, TLC), bilesenlerin fizikokimyasal
ozelliklerindeki farkliliklara dayanan yaygin bir ayirma ve tanimlama ydntemidir [1]. Uygulama
prensibi bakimindan kagit kromatografisine benzemekle birlikte, daha kisa siirede sonu¢ vermesi, daha
iyl ayirim saglamasi ve daha genis bir uygulama alanina sahip olmasi nedeniyle tercih edilmektedir
[2]. TLC, bir reaksiyonun ilerleyisinin izlenmesi, baslangi¢ maddeleri ile tirtinlerin karsilastirilmasi,
bilinmeyen bir bilesigin bilinen bir standart yardimryla tanimlanmas1 ve maddelerin saflik kontroliiniin
yapilmast amaciyla siklikla kullanilmaktadir [3]. Ayrica kolon kromatografisi ile yapilacak saflagtirma
islemlerinden 6nce uygun mobil fazin belirlenmesinde 6nemli bir 6n analiz yontemi olarak gorev
yapmaktadir [4].

Ince tabaka kromatografisinde sabit faz olarak genellikle silikajel (SiO2), aliiminyum oksit (ALOs),
seliloz ve tilirevleri ya da poliamidler kullanilmaktadir(Sekil 11.1). Bu yoOntemde ayirma
mekanizmasinin temelini adsorpsiyon olusturmaktadir [1]. En yaygin kullanilan adsorbanlar silikajel
ve aliiminyum oksittir. Sabit fazin polaritesi arttikga, polar bilesiklerin ylizeye daha kuvvetli
baglanmasi s6z konusu olmaktadir [5]. TLC uygulamalarinda, yiizeyi adsorban madde ile kaplanmig
cam, aliminyum veya plastik plakalar kullanilir. Bu plakalar ticari olarak temin edilebildigi gibi
laboratuvar ortaminda da hazirlanabilir [2]. Cam plakalarin boyutlar1 genellikle 5 x 20 cm ile 20 x 20
cm arasinda degismektedir. Adsorban tabakanin kalinlig1 yapilacak analizin tiiriine bagh olarak 0,25-2
mm arasinda segilir. Plakalar kullanilmadan 6nce yaklasik 110 °C’de 1-2 saat kurutularak aktive edilir
ve nemden korunarak kullanilir [3].

Mobil faz, bir veya birden fazla ¢oziiciiniin belirli oranlarda karistirilmasiyla hazirlanir. Adsorpsiyon
kromatografisinde ¢oziiciiler, eliisyon giiclerine gdre eluotrop seri olarak siniflandirilmaktadir. Bir
¢oziiclinlin eliisyon giicii, genel olarak polaritesi arttikca ylikselir [4]. Uygun mobil faz seg¢imi,
bilesenler arasinda yeterli ayirim saglanabilmesi acisindan kritik 6neme sahiptir.

Ince tabaka kromatografisinin baslica avantajlar1 arasinda, kullanilan ekipmanin basit ve ekonomik
olmasi, ayirma siiresinin kisa olmasi, farkli adsorban ve ¢oziicii sistemleriyle calisilabilmesi ve
tekrarlanabilir sonuglar vermesi yer almaktadir [1]. Ayrica Yiiksek Performansli ince Tabaka
Kromatografisi (HPTLC) sistemleri sayesinde densitometrik tarama yapilabilmekte, kantitatif analiz

gerceklestirilebilmekte ve sonuglar dijital olarak kaydedilebilmektedir [6].

Sekil 11.1 TLC uygulama tanki ve plakalar
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MATERYAL VE METOD
Deneyde Kullamlacak Malzemeler: Kromatografi tanki, kapiler cam boru, 1.5 x 7cm boyutunda
silikajel kapli aliminyum plaka.

- Hegzan

- Aseton

- Diklorometan

- Dietil eter

- Etanol

- Etil asetat

- Sekonder metabolit (incelenecek 6rnek)
Deneyin Yapihisi
Kromatografi tanki igerisine mobil faz yaklagik 5-8 mm yiiksekliginde konur ve tankin i¢ duvari
¢oziicli buhar ile doygun hale gelmesi icin siizge¢ kagidi ile kaplanir. Gelistirme islemi genellikle
asagidan yukariya dogru yapilir. Analizi yapilacak bilesigin uygun ¢oziiciide hazirlannmis %1-2’lik
cozeltisi, kapiler cam boru yardimiyla plakanin alt kenarindan yaklasik 1 cm yukariya, esit araliklarla
damlatilir. Hazirlanan plaka, ¢oziicii seviyesi baslangic ¢izgisinin altinda kalacak sekilde tank igerisine
dik olarak yerlestirilir. Mobil faz, kapiler etki ile yukar1 dogru ilerledikten sonra plaka tanktan ¢ikarilir
ve ¢Oziicli cephesi isaretlenir. Plaka kurutulduktan sonra lekeler ¢iplak gozle, UV 15181 altinda goriiniir

hale getirilir (Sekil 11.2). UV bolgede absorbsiyon yapan veya floresans 6zelligi gosteren bilesiklerin

Cozicl seviyesi

tespiti daha kolaydir; aksi durumda renkli tiirevler olusturan reaktifler kullanilir,
U

T 2
(Alkonm faktsro) IIII

Ince tabaka
kromatografi
" plakas

hareketll 031 .
— faz %4
dmek tortusu —_

—\ hareketli faz 0.47 . X
: | 2,. =" buhan
|
R¢: Retardation factor

Sekil 11.2 ITK uygulamasi ve UV altindaki temsili goriiniitiisii.

Rf (retardation factor) degeri, ince tabaka kromatografisinde (TLC) bir bilesigin mobil ve sabit
fazlar arasindaki dagilim davranigimi tanimlamak ic¢in kullanilan boyutsuz bir parametredir. Bir
maddenin TLC plakasi iizerinde mobil faz ile birlikte ne kadar ilerledigini nicel olarak ifade eder ve
bilesiklerin tanimlanmasi ile karsilastirilmasinda yaygin olarak kullanilir [1]. Rf degeri asagidaki
esitlik ile hesaplanir [2]:

Rf = Maddenin baslangi¢ cizgisinden itibaren aldig1 yol / Coziicii cephesinin baslangic
cizgisinden itibaren aldig1 yol (Sekil 11.3).
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Hesaplamada, maddenin aldig1 yol, baslangic cizgisinden lekenin merkezine kadar olan mesafe olarak
Olciiliir. Coziicli cephesi mesafesi ise baslangi¢ ¢izgisinden ¢oziicliniin ulastigi en {ist noktaya kadar
olan mesafedir. Her iki mesafenin de ayn1 birimde 6l¢iilmesi gerekir [3].

Rf degerleri 0 ile 1 arasinda degisir. Diisiik Rf degerine sahip bilesikler sabit faz ile daha giiclii
etkilesen, genellikle daha polar maddelerdir. Yiiksek Rf degerine sahip bilesikler ise mobil faz ile daha
fazla taginan, genellikle daha az polar ozellik gdsteren maddelerdir [5]. Rf degeri; kullanilan
adsorbanin tiiriine, mobil fazin bilesimine, plakanin aktivasyonuna ve deney kosullarina bagl olarak

degistiginden, yalmizca ayni kosullar altinda elde edilen degerler karsilagtirilabilir [1,3].

Sekil 11.3 Rf degeri hesaplanmasi
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