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LABORATUVARDA UYULMASI GEREKEN KURALLAR

Ogrenci laboratuvarinda uyulmasi gereken kurallar, eleman ve ekipman giivenligi, zamanin
onemi, ¢esitli madde ve malzemelerin ekonomik kullanimi, glivenli sonug eldesi ve verilerin
dogru yorumlanmasini saglamaya yonelik tedbirlerden olusmaktadir.

Genel Kurallar

1- Laboratuvarlarda mutlaka beyaz onliiklerle ¢alisilmalidir.

2- Uzun saglar toplanmali;

3- Terlik, sandalet tiirli malzemeler yerine her tarafi kapali ayakkabi giyilmeli;

4- Laboratuvar iginde sigara, yiyecek, mesrubat vb. kullanimina izin verilmemeli

5- Laboratuvardaki sogutucu, dondurucu ve diger dolaplara gida konulmamali;

6- Sakalasma, miizik dinleme ve benzeri amag dis1 hareketlerden kaginilmali;

7- Temizlige ve laboratuvar diizenine riayet edilmelidir. Kullanilan malzeme tekrar yerli
yerine yerlestirilmeli;

8- Hicbir kimyasal maddeye elle dokunulmamali ve koklanmamali;

9- Reaktif kaplar siirekli kapali tutulmali;

10- Yeni hazirlanan reaktiflerin iizerine etiketleme yaparak hazirlama tarihi, hazirlayanin
adi/ soyad1 ve biliniyorsa son kullanma tarihi yazilmal;

11- Calisma sirasinda Kirli ve temiz maddeler birbirine karigtirilmamali;

12- Reaktifler ve kimyasal maddeler uygun sartlarda saklanmals;

13- Bozulan ve tarihi gecen reaktifler kullanilmamaly;

14- Biitiin ¢alismalarda distile su kullanilmali;

15- Her ¢alismadan sonra eller sabunlu su ile yikanmali;

16- Yanici ve tahris edici maddelerin cilt ile temasinda gecikmeden bol su ile yikanmali ve
gorevlilere haber verilmeli;

17- Cihazlan kullanmadan 6nce, sozlii veya yazili uyarilar dikkate alinmali;

18- Malzeme ve cihazlar kullanirken son derece itina gosterilmeli her bir cihaz usuliine
uygun tarzda dikkatlice kullanilmali;

19- Elektrikli cihazlar nem, toz ve dogrudan giines 1s1gindan korunmali, ayrica cihazlara
ait dengelerin bozulmamasina dikkat edilmeli;

20- Hijyen sartlarina azami dikkat gosterilmelidir. Ozellikle rutin laboratuvarlarda kan ve
kan driinleri ile yapilan ¢alismalarda enfeksiyon riskinin olduk¢a yiiksek oldugu
unutulmamalidir. Derideki ¢ok ufak catlaklardan viriitik veya bakteriyel enfeksiyon
kapmak miimkiindiir. Bu yiizden rutin calismalarda devamli eldivenle ¢alisilmalidir.
Kan ve kan iirtinleri ile herhangi bir sekilde temas olursa eller antiseptik bir madde ile
yikandiktan sonra bol sabunlu su ve ardindan ¢esme suyu ile yikanmalidir. Yine kan
orneklerinin islendigi cam malzemelerin miimkiinse steril edildikten sonra
kullanilmalidir.

21- Agizla pipetleme yapilmamal;

22-Kullanilmig pipet, baget, lam, lamel gibi esyalar icinde &rnegin %3 lizol gibi
dezenfektan madde bulunan kaplara konmali, masalarin tizerinde Kkesinlikle
birakilmamali;

23- Infeksiyoz sivilar, icinde dezenfektan bulunan kaplara dékiilmeli, kesinlikle lavabolara
dokilmemeli;

24-Yere ve masanin lizerine infeksiyoz madde dokiildiigiinde derhal laboratuvar
sorumlusuna haber verilmelidir. Sorumlu kisi dokiilen yerin iizerine de dezenfektan
madde dokerek silinen dek bekletilmesini saglayacaktir.

25-Yiize ve goze infeksiy6z madde sicradiginda veya mikroplu aletle yaralanma
durumunda laboratuvar sorumlusuna haber verilmelidir. Bu bdlgenin 6nce, zaman
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yitirilmeden, bol su ve sabunla yikanmasi, daha sonar buraya antiseptik bir madde
stirilmesi  gerekmektedir.  Koruyucu antibiyotik  kullanimi  igin  hekime
basvurulmalidir.

26- Tiim laboratuvar calismalarinda azami dikkat hassasiyet ve ciddiyet gosterilmelidir.

Calisma esnasinda laubali hareketlerden giiriiltli ve sakalasma gibi tavirlardan
kaginilmalidir.

Laboratuvarda Diizen

1.
2.

Gruplar kendi iginde gorev dagilimi yaparlar;
Calisma ortami her ihtimale karsi deterjan ya da antiseptik madde ile temizlenir,
kurulanir;

3. Her 6grenci kendine diisen gorevi yaparak deney ortamini hazirlar;
4.
5

Deneylerde basarili sonug alinincaya kadar tekrar edilir;
Uygulama sonunda eller dezenfeksiyon veya notralizasyon amaciyla mutlaka yikanir.

Laboratuvardan Ayrihs
Deney caligmalar1 tamamlandiktan sonra yapilacak baslica islemler agagidaki gibi siralanir:

1.

2.

ok w

Deney bitiminde verilerin eksiksiz ve giivenli olarak alinip alinmadigi kontrol
edilmeli, rapor hazirlanip laboratuvar sorumlusuna onaylatilmali;

Calisma ortami, ayn1 ¢alisma ayn1 malzemelerle yeniden ¢alisma yapilabilecek sekilde
terk edilmeli;

Laboratuvardan ayrilirken bireysel malzemeler birakilmamali;

Kit ve kimyasal maddeler kontrol edildikten sonra yerlerine yerlestirilmeli;

Birbirine karismis i¢indeki madde bilinmeyen maddeler ve kirik ve ¢atlak malzemeler
laboratuvar sorumlusuna bildirilerek kullanim dis1 birakilmasini saglamak;

Elektrikli aletlerden siirekli ¢alisanlar disindakilerin fis-priz baglantilar1 kesilmeli, bu
araglar temizlenmeli, iistleri kapatilmali,

Laboratuvara girilince ac¢ilmis olan pencere vb havalandirma alanlari, lamba,
vantilator ve musluk ve benzeri kapali konumuna getirilmelidir.
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Deney 1

Cozelti Hazirlanmasi

1.1 DENEYIN AMACI: Cozelti hazirlama yontemlerinin ve konsantrasyon birimlerinin
ogretilmesi.

1.2 TEORIK BIiLGi

Iki veya daha fazla maddenin meydana getirdigi homojen karigimlara “Cézelti” denir.
Cozeltilerdeki dagilma ortamina ¢6ziicii veya ¢ozen, dagilan maddeye de ¢6ziinen adi verilir.
Bir maddenin ¢oziiniirligi bir ¢oziicii icerisinde belli sicaklik ve basingta ¢dzlinen maksimum
miktarma gore belirlenir. Kat1 veya sivi bir maddenin ¢oziiniirliigii 100 gr ¢oziicii iginde
¢oziinen maddenin gram cinsinde agirlig1 cinsinden ifade edilir. Coziinen madde miktar1 az
ise ¢ozelti seyreltik ¢ozelti, cok ise konsantre (derisik) ¢ozelti adin alir.

Coziciinliin ¢ozebileceginden daha az madde igeren ¢ozeltilere doymamis ¢ozeltiler denir.
Eger madde ¢oziintirliik sinirina kadar ¢6zliinmiis ise, boyle ¢ozeltilere doymus ¢ozelti denir.

Coziicii ve ¢oziinene gore kimyada en ¢ok kullanilan ¢ozeltiler sunlardir:

» Siviicinde sivi: Su-alkol ¢ozeltisi

» Siviicinde kati: Tuzlu su ¢ozeltisi

» Swviiginde gaz: Sulu amonyak ¢ozeltisi
Herhangi bir ¢6zelti igin belirli miktar ¢6ziiclide ¢6ziinmiis madde miktarina -derisim
(konsantrasyon) denir ve “C” ile gosterilir.

| Mg,

=

Cazeln

Burada;

C = Cozeltinin derisim

M Cozinen = COziinen miktari

V Cozetti= Coziinen + ¢oziicii miktaridir.

Derisim cesitleri hacim, kiitle ve mol bazinda olmak iizere gruplandirilir.

Hacim Bazindaki Derisimler:

- Molarite (M),
- Normalite (N),
- Hacimce -kiitlece yiizde

Kiitle Bazindaki Derisimler:

- Kiitlece ylizde




- Molalite (M),
- Milyonda ( ppm),
- Milyarda ( ppb)

Mol Bazindaki Derisimler:

- Yiizde mol
- Mol kesri (daha ¢ok fizikokimyasal biiyiikliikler i¢in kullanilir)

Molar Cozeltiler
Litresinde 1 mol madde bulunan ¢6zeltilere “Molar ¢ozeltiler” denir.

Molarite, 1 litre (1000 cm®=1000ml) ¢dzeltide ¢oziinen maddenin mol sayisidir. Molarite M;
¢Oziinenin mol sayisi n ve ¢ozeltinin hacmi V, olmak lizere,

Céaminerin maol sayis

seklinde ifade edilir
iézeltini hactm VL)

Ornegin; 1 M (veya 1 molar) sodyum kloriir ¢ozeltisi demek, bir litre ¢ozeltide 1 mol yani
58,44 g NaCl bulunuyor demektir. S6z konusu NaCl ¢6zeltisinin derigimi, 1 M, mol/L veya 1
molar terimlerinden herhangi biri ile ifade edilir.

Molar (m) Cozeltiler

1000 gram ¢oziiciide, ¢oziinmiis maddenin mol sayisina denir ve m ile gosterilir. Molariteden
en Onemli farki, ¢oOziicii ve ¢Oziinen miktarlarinin bilinmesi fakat ¢ozelti hacminin
bilinmemesidir. Ornegin 3 molal NaOH ¢ozeltisi, 1000 gram suda 3 mol (3x40=120 g) NaOH
¢oziilmesiyle hazirlanmis ¢ozeltidir.

_ Coziinenmaddemiktari(mol)

¢oziiciimiktari(kg)

Ornek:120 g suda (120 ml suda) 12 g NaOH ¢oziilmiistiir. Bu ¢ozeltinin molalitesi nedir?
12 ¢ NaOH = (12/40) = 0,3 mol NaOH

_ ¢bzinenmadde (mol)
coziicii(kg)
120mlsu=120gsu=0,120kg su
3
m= 0, =2.5molal
0,120

Normalite (N)

1 litre ¢ozeltideki ¢oziinen maddenin esdegerlik sayisi cinsinden ifadesine denir ve N ile
gosterilir. Bu tiir ¢ozeltilerin hazirlanmasinda esdeger kiitlenin hesaplanmasin 6nemli kismini
olusturur.

Esdeger agirhk ise, molekiil kiitlesinin tesir degerligine (valans) boliinmesiyle hesaplanir.



(Cazinen) Maddenin Eitlesi (m)

Esdeger gram sayizs1 =
peRgEr & y Esdeder agirlic (Ekivalen gram)

Mlolekil Eatles: (Mg
Tesir (Etle1) Degerlifi (Valans) (t)

Esdeger agrlik (Elivalen gram) =

Tesir Degerligi (t): Asitlerin ortama verdigi H* iyonu sayisi, bazlarin ortama verdigi OH
iyonu sayisina tesir degerligi denir.

Ornegin, HCI, HNO3, CH3COOH gibi tek H* iyonu igeren asitlerle NaOH, KOH gibi tek
OH-" iyonu igeren bazlarda, ekivalen agirlik formiil agirhigina esittir (etki degeri 1). H2SO4 ise
iki H" iyonu igerdiginden, ekivalen agirlik formiil agirhigmin yarisina esittir (etki degeri 2).

Tuzlarda ise tesir degerligi ortama verilen ya da ortamdan alinan elektron sayisina esittir.
Ornegin NaCl, AgNOs gibi tuzlarda ekivalen agirlik formiil agirligina esittir (etki degeri 1).
BaCl,, MgSOs gibi tuzlarda ise, ekivalen agirlik formiil agirliginin yarisina esittir (etki degeri
2).

Orek: 100 ml derisik H2SO4 (%98’lik, d=1,84) 500 ml’ye seyreltilmistir. Bu ¢dzeltinin
normalitesi nedir?

Once 100 ml derisik siilfiirik asitte ka¢ gram saf H.SO4 bulundugunu hesaplanir ve 108,32 g
olarak bulunur.

d=2 sM=4dvV
v

M=1,84x100=184¢g

100_184 5 _ 180,32gsaf 1,50,

98 X
Silfiirik asit suya 2 hidrojen verir. Dolayisiyla etkin degerligi 2’dir. Molkiitlesi ise 98’dir.
Buna siilfiirik asidin esdeger kiitlesi 98/2=49 g olur. Bu durumda ¢6ziinen maddelerin
esdegerlik sayis1 (180,32 /49) =3,68, normalitesi ise (3,68 / 0,5)= 7,36 N olur.

Yiizde Derisim

Cozeltinin 100 biriminde ¢6ziinen madde miktarina denir ve % isareti ile gosterilir. Agirlik¢a
yiizde hacimce ylizde ve hacim - agirlik¢a yiizde olmak tizere ii¢ sekilde ifade edilebilir.

Agirhikea yiizde

100 Agirlik birimi (g, kg, mg, ton vb. olabilir) ¢ozeltide kag agirlik birimi ¢oziinen oldugunu
gosterir. Asagidaki esitlik ile,

o Céminenin afrhi . . "
Ak vilzdesi= ———————x 100 geklnde fade edilr,
iézeltintn agirhd

Ornegin agirlika % 20’lik sodyum kloriir ¢ozeltisi demek 100 gram sodyum kloriir
¢ozeltisinin i¢inde 20 g kati sodyum kloriir var veya 100 kg NaCl ¢ozeltisinin i¢inde 20 kg
kat1 NaCl var demektir.

Hacimce yiizde

100 Hacim birimi (mL, L, m3, vb. olabilir) ¢ozeltide ka¢ hacim birimi ¢ézlinen oldugunu
gosterir. Asagidaki esitlik ile,



Cézinentt hacrn
ozeltmin hacrm

Hacin yiizdes= x 100 sekhnde fade edilir

Ornegin hacimce % 40’lik alkol ¢ozeltisi demek, 100 ml alkol ¢dzeltisinin i¢cinde 40 ml saf
alkol var veya 100 L alkol ¢ozeltisinin i¢inde 40 L saf alkol var demektir.

Hacim - agirlhikea yiizde

100 Hacim birimi ¢ozeltide kag agirlik birimi ¢dziinen oldugunu gosterir. Asagidaki esitlik
ile,

Agll- Hacim yizdesi= %omrllsjnn z@rh@ xz 100 geklinde fade edidir.
&ze actnt

Kat1 maddenin sudaki ¢6zeltileri i¢in bu derisim ifadesi kullanilir.

Omegin hacim agirlikca %20’lik sodyum kloriir ¢ozeltisi demek 100 ml NaCl ¢ozeltisinde 20
g NaCl var veya 100 litre NaCl ¢ozeltisinde 20 kg NaCl var demektir. Burada ¢o6zeltinin
miktar1 hacim biriminden, ¢6ziinen maddenin miktari ise agirlik biriminden ifade edilmelidir.

Mol Kesri

Cozeltideki bir bilesenin mol sayisinin, toplam mol sayisina orani, o bilesenin mol kesri
olarak tanimlanir ve X ile gosterilir.

Omegin A,B,C ... bilesenlerinden olusan bir ¢dzeltideki,
Hy
I].A-I— I].B =+ I'.I.C+

A bilegent ipin mol kesn, 3 L=

iy,

B bilegeni igin mol kesrt,  Hp= seklinde yazir
ny + g+ ﬂc+ ™
Cozeltideki bilesenlerin mol kesirleri toplami birdir ve Xa + Xg + Xc + ... = 1 olarak ifade
edilebilir.

PPM ve PPB Cozeltiler

Bazen ¢ok hassas analizlerde derisimler o kadar kiiciik olur ki birim olarak “ppm” veya “ppb”
kullanilir.

Milyonda (ppm): Milyonda par¢a anlaminda (ppm, Ingilizce part per million kelimelerinin
kisaltilmis sekli) bir derisim birimidir.
Coziinenin mg miktart
Cozelti kg miktar

ppm =
Ornegin, 2 ppm Hg*? (civa) ¢ozeltisi denildiginde; 1 kg su drneginde 2 mg civa bulundugu
anlagilir.

2mg - 2mg -2 ppm seklinde yazilir.
6
lkg 10°mg

Cok seyreltik ¢ozeltilerde; 1 kg ¢oOzeltinin hacmi, (suyun yogunlugu 1lg/ml = 1 kg/litre

oldugundan) bir litredir. Buna gore ¢6zeltilerde bu birim,



Coziinenin madde miktari . . .
ppm = — — . seklinde ifade edilir.
Cozeltinin madde miktar:

Ornegin, 20 ppm Fe, 1 litre ¢ozeltide 20 mg Fe*? bulunuyor anlamindadir.

Milyarda ( ppb ): ¢ok kii¢iik derisimler i¢in kullanilan diger bir derisim birimidir. ppb,
(Ingilizce parts per billion kelimelerinin kisaltilmis1) kullamilir. Milyarda parga anlamina
gelen ppb; litre ¢oziiclide ¢6ziinen miktarinin mikrogram cinsinden ifadesidir.

Buna gore;

Coziinenin mg miktart
ppm = — — .

Cozeltinin ton miktart
Veya

Coziinenin ml miktar:
rpm =

" Cézeltinin m3 miktart

Cozeltilerin Seyreltilmesi

Cozeltiler genellikle derisimi bilinen stok c¢ozeltilerinden hazirlanir. Bunun igin stok
cozeltiden hesaplanarak alinan ¢dzelti, istenen hacme gore secilmis balon jojeye alinir ve
iizerine hacmi belirten ¢izgiye kadar ¢oziicii eklenir. Bu sekilde baglangictaki derisimden daha
seyreltik ¢ozelti hazirlanmis olur.

Seyreltme hesaplari, stok ¢ozeltiden alinan ¢6ziinen mol sayist ile seyreltik ¢ozeltideki
¢oziinenin mol sayisinin ayni olmasi esasina dayanir ve (stok derisimi) x (stok hacmi) =
(istenen derisim) x (istenen hacim) seklinde ifade edilir. Burada esitligin her iki tarafinda
derigsim ve hacim birimlerinin ayni olmasina dikkat edilmelidir. Cogu derisimler molarite ve
normalite ile ifade edildiginden,

Kisaca M1V1 = M2V2 veya N1V1 = N2V2 seklinde yazilabilir.

N1, M1, V1 normalite, molarite ve hacmin ilk degerleri, N2, M2, V2 ise normalite, molarite ve
hacmin son degerleridir.

1.3 MATERYAL VE METOD:

Deneyde Kullanilacak Malzemeler: Hassas terazi, Spatiil, Distile su, Tartim kab1, Piset,
Meziir, 100 ml’lik erlen, 100 ml’lik ¢6zelti sisesi, Manyetik karistiric

Deneyin Yapihis::
Hacimce %70°lik 50 ml alkol cozeltisi hazirlanmasi:

Coziinen madde miktarini uygun esitlikleri kullanarak bulunuz.

Hesapladiginiz miktar kadar alkolii meziir ile 6l¢iiniiz.

Pisetle bir miktar saf su ekleyip alkoliin ¢éziinmesini saglayiniz

Alkol tamamen ¢dziindiikten sonra piset yardimiyla toplam hacmi 50 ml’ye tamamlayiniz

Hwnh =



50 ml 2M NaQH cézeltisinin hazirlanmast:

1. Coziinen madde miktarini uygun esitlikleri kullanarak bulunuz.
Hesapladiginiz miktar kadar NaOH’i hassas terazide tartiniz
NaOH’1 erlene aktarimiz.

Uzerine 50 ml su ilave ediniz.

Manyetik karistirict homojen hale gelene kadar karistiriniz.
Cozeltinizi temiz ve kuru olan uygun ¢ozelti sisesine aktariniz.

ISZN A Sl

50 ml 1 M HCI cozeltisinin hazirlanmast:

1. Hesaplanan miktarda asit ¢ozeltisi 50 ml su tizerine ilave edilir.
2. Homojen hale gelene kadar karistirilir.
3. Cozelti temiz ve kuru olan uygun ¢ozelti sisesine aktarilir.

Kaynaklar

-Gokdemir, M.A.,Cozelti Hazirlama, pH ve Tampon Cozeltiler, 09.09.2017, Academia,
http://www.academia.edu.tr

-Karadeniz  Teknik  Universitesi Deney Foyii, Cozelti Hazirlama, 09.09.2017,
http://www.ktu.edu.tr

-Petrucci, Harwood, Herring, Ceviri : Tahsin Uyar,Serpil Aksoy, Cozeltiler , Cilt I-11, Palme
Yayincilik, Ankara.
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Laboratuvar Sorumlusu imza :
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Deney 2

pH Kavrami ve Tampon Cozeltiler

2.1 DENEYIN AMACI: pH ve tampon ¢dzelti kavramlarmin anlasiimasi ve tampon ¢ozelti
hazirlanmasinin 6grenilmesi.

2.2 TEORIK BIiLGIi

pH ilk kez 1909 da Sorensen tarafindan hidrojen iyonu molar konsantrasyonunun negatif
logaritmasi olarak tanimlandi.

pH =log [HT]

veya

[H™ = 107PH]

25° C da saf su i¢in

pH= -log [H+]= -log 10-7 = -(-7)=7 “dir.

pH degeri diistiikce [H'] arar, pH degeri arttikga [H'] diiser. Asitler proton verici, bazlar
proton alicidir. Kuvvetli asitler (HCI, H2SO4) ¢ozeltilerinde tamamen iyonlasmis
durumdadirlar. Zayif asitler ise ¢ozellilerinde kismen iyonlagsmis durumdadirlar. Ayni durum
bazlar i¢in de gegerlidir. Viicut sivilarinin gogu zay1f asittir.

2.2.1 pH Metre:

Asit ya da bazlarin kuvveti pH degerleriyle tanimlanabilir. Maddelerin asitligini ya da
bazligin1 gosteren 6l¢ege pH metre denir. pH metre 0'dan 14’e kadar deger alir.

Buna gore ¢ozeltiler pH metrede asagidaki gibi siniflandirilabilir.

Asitlik kuvveti azalir. Bazlik kuvveti artar.

8 9 10 11 12 13 14

Asagidaki tabloda baz1 maddelerin pH degerleri verilmistir.

MADDE

1M HNO:

Mide suyu 1,0-3,0
Limon suyu 2,4
Sirke 3,0
Portakal suyu 3,5
Domates 4,0-4,4
idrar 5,0-7,0
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Tiikiiriik 7,0-7,5
Hava ile temas etmemis saf su 7

Kan 7,35-7,45
Gozyas! 7,4

Deniz suyu 8,5-10,0
Ev temizligi icin kullanilan amonyak 11,5

1 M NaOH ¢ozeltisi 14

2.2.2 Asit ve Bazlarim Kuvveti

Asitlerin kuvveti iyonlasma yiizdelerine bagldir. Iyonlasma yiizdesi arttikca asitlik kuvveti
artar. Bir asidin iyonlagsma yiizdesi, asitlik hidrojeninin molekiile baglanma kuvveti ile
iligkilidir. Asitlik hidrojeninin molekiile baglanma kuvveti ne kadar zayif ise, molekiilden o
kadar kolay ayrilabilir (iyonlagabilir). Suda ¢oziindiiklerinde %100 ya da %100’ yakin
iyonlasabilen asitlere kuvvetli asit denir. Suda ¢oziindiiklerinde ¢ok az iyonlasabilen asitlere
zayif asitler denir. Kuvvetli bir asid olan HC1, ¢ozeltisinde tamamen iyonlastigi igin H* molar
konsantrasyonu HC1 molar konsantrasyonuna esittir. Kuvvetli bir baz olan KOH ¢dzeltisinde
de OH™ molar konsantrasyonu KOH molar konsantrasyonuna esittir.

Asit ve bazin tepkimesi sonucunda ortamin nétr, asidik ya da bazik oldugunu anlamak icin
indikatér denen maddeler kullanilir. indikatérler ortamin asidik ya da bazik olusuna gore renk
degistirebilen maddelere denir. indikatorler farkli pH degerlerinde ¢dzeltiye farkli renkler
verirler. Ornegin; pH’s1 6,6 - 8,2 olan bir ¢dzeltiye fenol kirmizisi ilave edilirse, ¢ozelti
portakal rengini alir. C6zeltinin pH’s1 6,6’dan kiigiik ise ¢ozelti sartya doniistir.

Asagidaki tabloda baz asit baz belirtegleri ve etkili oldugu pH araliklar1 verilmistir.

Renk
Belirtec (indikator) Asitte Bazda pH arahklar
Timol mavisi Kirmizi Sari 1.2-2.8
Metil oranj Oranj Sari 3.1-44
Metil kirmizisi Kirmizi Sari 42-63
Bromtimol mavisi San Mavi 60-706
Kresol kirmizisi Sari Kirmizi 72-828
Fenolftalein Renksiz Pembe kirmizi 8.3 -10,0

2.2.3 Asit-Baz Titrasyonlari, Notrlesme
Notiirlesme
Asit ve bazlarin tepkimeye girerek tuz ve su olusturmalar1 olayina ndtrlesme denildigini

Notrlesmenin temelinde asitten gelen H+ iyonu ile bazdan gelen OH- iyonunun birbirlerinin
etkilerini yok ederek H20’yu olusturmalar yatar.

H* + OH « H20
Asitlik Bazlik Notr
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Yukaridaki denklemden de anladigimiz gibi 1 mol H* iyonu 1 mol OH" iyonu ile tamamen
birleserek 1 mol su olusturur. Bu durumda karistirilan ¢ozeltilerden gelen H* iyonu

ile OH  iyonu sayisi, ortamin asitligi ya da bazligini belirtir.

nH* = nOH" = Cozelti notrdiir. pH = pOH =7

nH" > nOH" = Cozelti asidiktir. pH <7 < pOH

nH" < nOH" = Cozelti baziktir. pH > 7 > pOH

Ornek: 0,5 M 400 mL NaOH c¢ozeltisini tamamen nétrlestirebilecek 500 mL H2SO4
¢Ozeltisinin molar derisimi kagtir?

Coziim: Once H.SO4 ile NaOH arasindaki notrlesme tepkimesini yazalim.

H>SO4 + 2NaOH — NaSO04 + H20

Denkleme gore, 1 mol H2SO4 2 mol NaOH ile tamamen nétrlesir. Elimizdeki NaOH’1in
mol sayis1

N NaoH = M NaoH V Naon ® n= 0,5 x 0,4 = 0,2 mol’diir.

1 mol H2S0O4 2 mol NaOH ile nétrlesirse
X 0,2

x = 0,1 mol H2SO4 ile notrlesir.

Vi, so, ==500mL Ny so, = My, so, Vi,s0,

My so, = E = 0,2 mol/L

2.2.4 Amfoterlik

Asitler karsisinda baz, bazlar karsisinda asit gibi davranabilen maddelere amfoter madde
denir. Amfoter oksitler hem asidik hem de bazik o6zellik gosterebilen oksit bilesikleridir.
Al203, ZnO, BeO ve Bi203 amfoter 6zellik gosterir.

Asagida Al>O3 (Aliiminyum oksit)in asit ve baz karsisindaki davranisi verilmistir.

lAlgO_:,(k.l + GHBrtsuda) — QAIB['::,MM + 3H20.[5)

Baz Asit Tuz
AlO3,, + 2KOH/gyda) + 3H2O() — 2KAI(OH)y,,,.,
Asit Baz

2.2.5 Tampon Cozeltiler

Tampon ¢ozeltiler pH’s1 belli olan seyrelmeyle veya az miktarda kuvvetli asit veya baz ilavesi
ile pH s1 degismeyen ¢ozeltilere denir. Bu nedenle biyokimyasal reaksiyonlarda hayati bir
onem tasirlar. Organizmalarda pH degerinin ¢ok az degismesi bile hayati tehdit eder.
Dolayisiyla biitlin organizmalar uygun bir metabolizma saglamak i¢in dogal olarak
tamponlanmiglardir.
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Tampon ¢ozeltiler zayif bir asit ile bu asidin kuvvetli bazdan olugsmus tuzunu ya da zayif bir
baz ile bu bazin kuvvetli asitten olusmus tuzunu bir arada bulunduran ¢6zeltilerdir.

Ornek:
CH3COOH (suda) <« HT (suda) + CH3COO"
Zayif Asit Konjuge Baz

NHsz (suda) <« NH4*(suda) + OH-" (suda)
Zay1f Baz Konjuge asit

pH=pKa + Log [A] (Handerson-Hasselbach Esitligi)
[HA]

Ornek: pH s1 5.06 olan 0.15 M Sodyum Asetat (CH3COONa) tampon g¢ozeltisinin
kompozisyonu nedir?

CH3COOHH* + CH3COO" pKa=4.76, CH3COONa«> Na+ CH3COO"
5.06=4.76 + Log [CH3COO']
[CH3COOH]

0.3= Log [CH3COO7]
[CH3COOH]

2= [CH3COO]
[CH3COOH]
[CH3COO] + [CH3COOH]=0.15M — 0.1 M CH3COONa + 0.05 M CH3COOH

Sonug olarak 0.5 litre 0.1 M CH3COONa ve 0.5 litre 0.05 M Asetik Asit karistirtlirsa 1 litre
0.15 M pH 5.06 Asetat tampon ¢ozeltisi elde edilir.

Tampon Kapasitesi

Bir tampon ¢ozeltinin, pH’inda fazla degisme olmadan notrallesebildigi H™ yada OH" iyonlar
derisimine denir. Tampon kapasitesi “B” ile gosterilir. Bir tamponun kapasitesi yalniz konjuge
asit-baz ciftinin toplam konsantrasyonuna degildir. Konsantrasyonlar1 oran1 1’den biiyiik veya
kiiciik degerlere gittikge tampon kapasitesindeki diisme artmaktadir. Iyi bir tampon ;

-toksik olmamali ,

-UV bolgede absorbsiyon vermemeli ,

-Biyolojik ve kimyasal olarak inaktif olmali ,

-pKa degeri sicaklikla ve iyon siddetiyle minimum diizeyde degigmelidir.

Hazirlanan tampon ¢o6zeltinin eklenen asit ya da baza karsi tamponlama yaparak pH
degisimine kars1 koyabilecegi pH aralig1 asagidaki sekilde hesaplanir.

pH kapasitesi = pKa + 1
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2.3 MATERYAL VE METOD

Kullanilacak Malzemeler: Distile su, NaH2POs, NaoHPO4, NaCl hassas terazi, spatiil, tartim
kab1, meziir, erlen, ¢ozelti sisesi, beher, manyetik karistirici, pH metre.

Deneyin Yapihsi:
100 ml 0,01M pH 7.4 Fosfat Tamponu Hazirlanmasi

HsPOs < H2POs+H" < HPOs + H* <« PO4 + H' pKa7,2

1. H2POskaynagi i¢cin NaH2PO4, HPO4 kaynagi icin ise Na,HPO4 kullanilacaktir.

2. 0,01 M olacak sekilde NaH2PO4, NaHPO4 ve NaCl degerleri hesaplanir, hassas
terazide tartilir.

3. Tartilan maddeler erlene aktarilir ve iizerine 100 ml distile su eklenerek manyetik
karigtiricida karistirilir.

4. Maddeler tamamen c¢oziinlip, homojen c¢ozelti elde edildikten sonra pH 7,4’e
ayarlanir.

Kaynaklar

-Analitik Kimya, Dog. Dr. Inci Biryol, Ankara, 1987
-R.H.Petrucci,W.S. Harwood.,"Genel Kimya Laboratuvar Kitab1", Palme Yayincilik
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Deney 3
Spektrofotometre

3.1 DENEYIN AMACI: Bir ¢ozelti icerisinde miktar1 bilinmeyen bir érnegin UV-

gorliniir bolge sogurma davranisindan faydalanarak nicel analizini yapmak ve miktarini
belirlemek.

3.2 TEORIK BILGI
Spektroskopi; en basit sekilde, 1sik(baz1 sistemlerde ses veya elektron) ve madde arasindaki

etkilesimin dalga boyunun veya frekansin bir fonksiyonu olarak incelenmesidir. Diger bir tanimla
bir ornekteki atom, molekiil veya iyonlarin bir enerji diizeyinden digerine gecisleri sirasinda
absorplanan veya yayilan elektromanyetik 1simanin, 6lgiilmesi ve yorumlanmasina spektroskopi
denir. Atom, molekiil veya iyonun elektromanyetik 1s1ma ile etkilesimi sonucu donme, titresim ve
elektronik enerji seviyelerinde degisiklikler spektroskopinin temelini olusturur. Elektromanyetik
isimanin ~ organik  molekiiller tarafindan sogurulmasi, molekiildeki atomlarin tiiriine,
diizenlenmesine, molekiillerin sekline, biiyiikliigiine vb. 6zelliklere bagl oldugundan, spektroskopik
yontemlerle bu molekiillerin yapilart aydinlatilabilir.

Degisik dalga boylarindaki 1sikla etkilesimi sonucunda maddenin farkli 6zellikleri hakkinda

bilgi edinilmektedir. Bu sebeple giliniimiizde bircok farkli spektroskopi yontemi
kullanilmaktadir. Kullanilan spektroskopik yontemler sunlardir:

Ultraviyole-goriiniir bolge absorpsiyon spektroskopisi

*Floresans ve fosforesans spektroskopisi

» Atomik absorpsiyon spektroskopisi

» Atomik emisyon ve atomik floresans spektroskopisi

« Infrared (IR)spektroskopisi

* Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi

* Kiitle spektrometrisi

Cozelti i¢indeki madde miktarini ¢ozeltiden gegen veya ¢ozeltinin tuttugu 151k miktarindan
faydalanarak 6l¢me islemine fotometri, analiz edilen 6rnek tizerine 151k demetinin bir kismini
filtreler kullanarak ayiran ve gonderen aletler kolorimetre veya fotometre olarak
adlandirilirken, yariklar ya da prizmalar araciligit ile bu segicilifi yapan aletler
spektrofotometre olarak adlandirilirlar. Maddenin 15181 absorplamasini incelemek igin
kullanilan diizenege absorpsiyon spektrometresi veya absorpsiyon spektrofotometresi adi

verilir.

Genel olarak molekiillerin uyarilmasiyla molekiiler gecisler ve molekiillerdeki elektronlarin

uyarilmasiyla da elektronik gegisler olur. UV-goriiniir bolge ve mor otesi (UV-VIS)
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spektroskopisi molekiillerdeki elektronik gegislerin verdigi spektrumlart konu alir ve
elektronik spektroskopi olarak adlandirilirlar. 100-700 nm aralig: elektronik spektrum, 100-
200 nm araligi vakum UV, 200-400 nm araligt UV ve 400-700 nm araligi ise goriiniir
bolgedir(Sekil 3.1). Goriiniir bolgede absorbsiyon yapan bilesik absorbladigi rengin

tamamlayici renginde goriiniir.

ifemm) 0™ o? 10 0 0 g 1l i0*
| | | | | I I | | I | | |
IGTAn [ | Herlr dalgakan {radyo, TY)
| W rankan | | miira daigaiar |
yik=sk Bnern ITHH & LB } L] .:I i |I."H.. disiE eneri
Wik st Tnekans - II "l:'ll_'l' ! ] ! Illl:':-'\'l_"' S HE fresans
Era 0aGE ey = - LU danga

Sekil 3. 1 Goriliniir bolge dalga boylari

Mor &tesi ve goriiniir bolge spektrofotometrelerinde cam veya kuvars prizma bulunur ve
kullanirken 1s1gm herhangi bir frekansli UV veya goriiniir bolgesi segilir (otomatik
spektrofotometreler, frekans1 diizgiin olarak degistirir). Isik Ornekten (veya ornek
¢ozeltisinden) gectikten sonraki absorbsiyon veya gecirgenlik okunur. UV-gériiniir bolgede
déteryum (Dz), tungsten (W), hidrojen (H2), ksenon (Xe), civa buhar lambas1 gibi siirekli 1g1k
kaynaklari kullanilir. En uygun 1s1k kaynagi hidrojen desarj tiipti ve gériiniir bolgede tungsten

lambasidir.

Spektrofotometreler tek ve c¢ift 1sik yollu olarak ikiye ayrilirlar. Tek 151k yollu
spektrofotometrelerde, bilesenlerin tiimii ayni 151k yoluna yerlestirilmistir. Bu aletin baslica ii¢
ayar diigmesi bulunur. Birincisi alette kullanilan optik ag veya prizmay:r mekanik olarak
dondiirmeyi Saglayan diigme, ikincisi 1sik yolunu tamamen kapatarak galvanometre “sifir”
gecirgenlik ayarmi yapan diigme, tgiinclisii ise 1s18in gectigi araligin enini degistiren

diigmedir.

Cift 1s1k yollu spektrofotometrelerde ise monokromatorden ¢ikan 1sik, esit siddette iki demete
béliiniir ve biri 6rnege digeri ise sadece ¢oziiciiniin bulundugu kaba gonderilir. ikiye ayrilan
151k, iki ayr1 dedektorle algilanir ve dedektorlerde olusan sinyallerin orani dlgiiliir. Boylece
ornekteki gecirgenlik degeri siirekli olarak ¢oziiciiniinki ile karsilagtirilmis olur. Burada iki

dedektoriin tam uyumlu olmasi 6l¢iim i¢in olduk¢a 6nemlidir.

19



Cift 151k yollu spektrofotometrelerde, tek dedektor kullanilarak da o6lgiim yapmak
miimkiindiir. Bu durumda 6rnekten ve ¢oziiciiden gegen 151k demetleri dedektor {izerine art
arda gelir ve alternatif tiirden sinyal olustururlar. Isik siddetleri esit ise dedektorde herhangi
bir sinyal olugsmaz; 6rnek bdolmesinden gelen 1s1g1n siddeti absorpsiyon nedeniyle azaldigi

zaman dedektore gelen sinyal alternatif sinyal olarak algilanir.

Cift 1s1k yollu spektrofotometrelerin bir baska tiirii ise ¢ift dalga boylu spektrofotometrelerdir.
Bu spektrofotometrelerde iki farkli monokromator vardir; iki farkli dalga boyundaki isik,
donen bir 151k boliici yardimiyla 6rnekle art arda etkilestirilir. Bulanik ¢ozeltilerde dalga
boylarindan biri ¢ozeltideki maddenin absorplayacagi, digeri ise absorplamayacagi degerlere
ayarlanir. Bulanikliktan dolayi her iki dalga boyunda ayni miktarda 1sik kaybi olacagindan iki

dalga boyunda yapilan 6l¢iimlerin farki, sadece 6rnegin absorbanst ile iliskili olur.

Hf DALGABOVU || ORNEK i |_,
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Sekil 3.2 Genel spektrofotometre diizenegi

Spektrofotometrik cihazlarin ¢ogunda absorpsiyon ol¢limii yapilirken 151k sadece hedef
molekiillerle degil ayn1 zamanda ¢ozelti ile de etkilesime girer. Dolayisiyla cihaz hedef
molekiiliin absorpsiyon spektrumunu degil, ¢ozeltinin spektrumunu verir. Bu nedenle hedef
molekiil tiiriiniin absorpsiyonunu 6grenmek i¢in kor (blank) alimir. Cift 1s1ik  yollu
spektroskopilerde bir hiicreye numune digerine ¢oziicii konulurken tek 1sik yollu

spektroskopilerde ilk 6nce ¢oziicii kuvartz kiivete konularak blank, daha sonra 6lgtim alinir.

Biyolojik molekiillerin UV absorplama o6zellikleri; ¢ozeltilerindeki konsantrasyonun ve
safligin  tayininde kullanilmaktadir. Bu absorpsiyon daha ¢ok molekiillerdeki bag
elektronlariin uyarilmasindan kaynaklanir. Bunun sonucu olarak UV-Vis Spektroskopisi bir
molekiildeki fonksiyonel gruplarin tanimlanmasinda ve ayni zamanda fonksiyonel gruplari

tastyan bilesiklerin nicel tayininde kullanilir.

Lambert-Beer kanunu: Bir ¢ozeltiden gecen 1sik miktari, 15181 ¢ozelti i¢inde kat ettigi yol ve

cozelti konsantrasyonu ile logaritmik olarak ters orantili, emilen 151k miktar1 ise dogru orantilidir.
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Transmittans(T)=I/10

Absorbans (optik dansite, O.D.)= -logioT

v
W -

Absorbans(A)=¢.c.l

c— ¢0zelti konsantrasyonu (mol/L)
1 — 151810 ¢Ozelti iginde kattetigi yol (cm)

€ — molar absorpsiyon katsayisi(L/mol/cm)

Spektrofotometre ile bir maddenin nicel analizinin yapilacagi dalga boyunu kararlagtirmak igin,
ornegin absorpsiyon spektrumunu bilmek gerekir. Bunun i¢in, maddenin 1 molar ¢ozeltisinin g¢esitli
dalga boylarindaki absorbans degerleri dlgiiliir. Coziiciiniin ve ¢ozeltide bulunan baska tiirlerin 15181
absorplamadigi, Lambert-Beer esitligine uyuldugu ve nicel analizin en duyarli bir bigcimde
yapilabilecegi dalga boyu degeri saptandiktan sonra analizi yapilacak maddeyi iceren ve derisimleri
bilinen bir dizi standart ¢ozelti ile bu dalga boyundaki absorbans (A) degerleri Ol¢iiliir. A degerleri,

standart ¢ozeltilerin bilinen derigimlerine kars: grafige gegirilir.

Standart ¢ozeltilerin bilinen derigimlerine kars1t A degerlerini grafige
gecirmek suretiyle elde edilen dogruya kalibrasyon dogrusu denir.
< Nicel analiz, kalibrasyon dogrusunun dogrusal oldugu bolgede yapilir.

Derisimi bilinmeyen Ornegin A degeri Olgiilir ve kalibrasyon

¢ dogrusunda bu degere karsilik gelen derisim saptanir.

1.3 MATERYAL VE METOD:

Materyal

BSA, Distile su, eppendorf tiip, otomatik pipet, pipet uclari, vorteks, kuvartz kiivet,
spektrofotometre cihazi.
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Yontem

1. Stok BSA ¢ozeltisi hazirlanir.

2. Stok c¢ozeltiden farkli konsantrasyonlarda seyreltme yapilip 280 nm’de 6l¢liim yapilip
kaydedilir.

3. Kaydedilen absorbans degerleri grafige aktarilarak standart egri olusturulur.

Kaynaklar

1. Letchford, K. and H. Burt, A review of the formation and classification of amphiphilic
block copolymer nanoparticulate structures: micelles, nanospheres, nanocapsules and
polymersomes. European journal of pharmaceutics and biopharmaceutics, 2007. 65(3):
p. 259-269.

2. Usta, M., Biokiitle Destekli Nanopartikiillerin Sentezi ve Karakterizasyonu, Kimya
A.B.D. 2012, Yildiz Teknik Universitesi.

3. Yelkenci, G., Juglon Yiikli Nanopartikiillerin Uretimi Ve Karakterizasyonu,
Molekiiler Biyoloji ve Genetik. 2015, Y1ldiz Teknik Universitesi.
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De"ney 4
Aminoasitlere Ozgii Reaksiyonlar

4.1 DENEYIN AMACI: Serum sivisinda aromatik amino asit bulunup bulunmadiginin tespit
edilmesi.

4.2 TEORIK BILGI

Amino asitler, yapilarinda hem amino grubu (—NH2) hem de karboksil grubu (—COOH)
iceren bilesiklerdir. Dogada 300 kadar farkli amino asit bulunmaktadir. Amino asitlerin
standart amino asitler diye bilinen 20 tanesi, karakteristik say1 ve dizilis sirasinda bir diiz
zincirde Dbirbirlerine kovalent olarak baglanarak proteinleri olustururlar. Standart amino
asitler, DNA tarafindan kodlanan ve proteinleri olusturan birimlerdir.

Bir standart amino asit polipeptit zinciri yapisina girdikten sonra bir modifikasyona ugrarsa
Nonstandart amino asitler diye bilinen baz1 amino asitler olusabilir. Ornegin prolin, kollajen
icerisinde hidroksiproline okside olur.

Proteinlerin yapisinda bulunmayan fakat hiicrede ¢ok degisik biyolojik fonksiyonlara sahip
amino asitler de vardir.

Standart amino asitler, karbon atomuna baglanmis bir amino grubu ve bir karboksil grubu
igerirler. Fizyolojik pH’da, amino grubu proton tasir ve pozitif yiikliidiir; karboksil grubundan
ise proton ayrilmistir ve negatif yiiklidiir: Standart amino asitlerde amino ve karboksil
gruplarinin bagli oldugu karbon atomu a-karbon atomu diye anilir. R grubu bir zincirde ek
karbonlar igeriyorsa bu karbonlar B, vy, 9, € gibi harflerle belirtilirler.

Polipeptid zinciri
TP oo o%0,
oot {0 8P
Seceo™ Bo” g
Y . Aminoasitler
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- \

y g
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q;-& o & |-Bhai-Ley 'e‘cys

H—C

Karboksil
grubu
R grubu

Aminoasit

Sekil 4.1 Aminoasitlerin genel yapisi

Standart amino asitler, {i¢ harfli kisaltmalar ve tek harfli sembollerle gosterilirler. Standart
amino asitler birbirlerinden yan zincirlerindeki yani R gruplarindaki yapi, biiyiikliik, elektrik
yukii, amino asidin sudaki ¢oziiniirliigline etkisi bakimindan farklhidirlar. Baz1 amino asitler,
fizyolojik pH’da, amino grubundaki pozitif yiike ve karboksil grubundaki negatif yiike ek
olarak yan zincirde de bir yiik tagimaktadirlar. Bazi yan gruplar polar iken bazi yan gruplar
nonpolardir. Amino asitlerin fonksiyonlar1 ve protein yapisindaki rolleri, yan zincirlerinin
kimyasal 6zellikleri ile baglantilidir. Standart amino asitler, kimyasal 6zelliklerinin kolay
anlasilmasi i¢in, R yan gruplarinin 6zellikle polarite veya biyolojik pH’da su ile etkilegsmeye
egilim 6zelliklerine gore de bes sinifa ayrilirlar.
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Sekil 4.2 Aminoasitlerin Siiflandirilmasi
Amino asitler ve yapilarinda amino asit bulunan proteinler belirli kimyasal maddelerle renk
reaksiyonlar verirler. Bu reaksiyonlardan faydalanilarak amino asit ve proteinlerin kantitatif
tayinleri yapilir.
4.3 MATERYAL VE METOD
4.3.1 Ksantoprotein (Becher ) Deneyi
Proteinlerin asit, 1s1 ve alkali ile islem gordiiklerinde sirasiyla beyaz, sar1 ve portakal renk
vermeleri esasina dayanan kalitatif ( nitel ) bir yontemdir. Ksantoprotein ( Becher )
reaksiyonu, serumdaki aromatik amino asitlerin tanimlanmasina yonelik bir testtir.
Normal durumda ¢6zelti acik ar1 bir renk alir. Patolojik durumlarda ise ¢ok koyu sar1 renk alir,
portakal rengi hatta kahverengiye ¢alan renkler gortilebilir.
Ortaya ¢ikan rengin normal ya da patolojik olduguna kolayca karar vermek igin, sabit bir renk
veren potasyum kromatin ile yapilan seyreltilmelerinde ortaya ¢ikan renkler, reaksiyonda
olusan renklerle kiyaslanir. Hangi renk ile uyuyorsa, anlami1 hizasinda yazili durumu gosterir.
Cozeltinin sart renk almasinin sebebi ;
Proteinler HNO3z ile muamele edildiklerinde sar1 bir renk olusturarak ksantoprotein reaksiyonu
veririler. Sar1 renk olusmasinin sebebi HNO3 ile kaynatilmay: takiben aromatik cekirdege
nitro grubunun ( benzen ¢ekirdeginin nitrasyonu ) girmesidir.
Asidik ortamda hafif tonda olan sar1 rengin, 1s1 ve alkali ilavesiyle siddetlenmesi saglanir.
Saglikl bireylerde gbézlenen agik sar1 renk, serumda az miktarda bulunan tirozin, fenil alanin
ve bir Olgiiye kadar triptofan gibi halkali amino asitlerden ileri gelir. Fenolle zehirlenme
vakalarinda ksantoprotein reaksiyonu yiiksek bulunur.
Tirozin, fenil alanin ve bir 6lgiide triptofan proteinlerde bulunan ve bu reaksiyondan sorumlu
amino asitlerdir.
Cozeltiler
Derisik HNOs3
% 20 TCA ( Trikloroasetikasit )
% 33 NaOH ( Sodyum Hidroksit )
% 0,038 g.ik K2Cr207 ( Potasyum dikromat )
Serum
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Yontem

NG~ WONE

2-3 ml seruma ayn1 hacim % 20 trikloroasetikasit damlatilarak ¢alkalanir.
10 dk beklenir.

Filtre kagidindan siiziiliir.

Elde edilen proteinden yoksun siiziintiiden 2 ml bir tiipe konur.

Tiipteki sivi tizerine 0,5 ml derisik HNO3 ilave edilir. Calkalanir.

30 sn agik alev tlizerinde tutulup 1sitilir.

Isitilan tiip musluk suyu altinda sogutulur.

Sogutulan ¢ozeltiye % 33 NaOH c¢ozeltisinden 1,5 ml konur.

4.3.2 Hopkins — Cole Deneyi

Proteinlerde triptofan bulunmasina dayali bir reaksiyondur. Triptofan ve indol halkasi igeren
baska kuvvetli asitlerle ( gliyoksilik asit ve siilfirik asit ile ) islem gordiiklerinde cesitli
aldehitlerle yogunlasmasi sonucu mor renkli bilesiklerin olusmasi reaksiyonun pozitif
oldugunun gostergesidir.

Cozeltiler

Protein ¢ozeltisi ( Triptofan )
Gliyoksilik Asit

Konsantre siilfirik asit
Yontem

1. 2 ml protein ¢dzeltisine 2 ml gliyoksilik ( % 99,9 ) asit ilave edilir.

2. Hazirlanan ¢ozelti karistirilir.

3. Tip hafifce egilir. Cozelti igerisine damla damla tiiplin ylizeyinden sizdirarak 2 ml
siilfirik asit ilave edilir. Iki sivinin yiizeyinde mor renkli bir halkanin olusumu
reaksiyonun pozitif oldugunu gosterir.

Kaynaklar

1. Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Yaynlari

2. Altimsik, M., Aminoasitler 09.09.2017 http://www.mustafaaltinisik.org.uk/89-1-
06.pdf

3. Harvey, R.A., Ferrier, D.R., Lippincot Biyokimya, Aminoasitler, 5. Baski, Nobel
Kitapevi

4. Hopkins, F. Gowland, and Sydney W. Cole. "On the proteid reaction of Adamkiewicz,
with contributions to the chemistry of glyoxylic acid."” Proceedings of the Royal
Society of London 68.442-450 (1901): 21-33.

5. Openstax, The Genetic Code, 09.09.2017, https://cnx.org/contents/QEibhJMi@6/The-

Genetic-Code
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DENEY 5

PROTEINLERE OZGU REAKSIYONLAR |
5.1 DENEYIN AMACI: Belli hacimde bir ¢ozeltideki toplam protein miktarinin belirlenmesi

5.2 TEORIK BILGI

Proteinler dogadaki en biiylik makromolekiil gruplarindan biridir. Amino asitlerin olusturdugu
bir veya daha fazla polipeptit zincirinden olusmaktadirlar. Hiicrede bir¢ok islev proteinler
tarafindan  yiiriitiilmektedir. Ornegin metabolik reaksiyonlarin katalizlenmesi; DNA
replikasyonu; uyarana karsi cevap verme ve diger molekiillerin tasinmasi gibi islevleri vardir.
Bu biiyiik cesitlilige ve farkli islevlere karsin temelde olduk¢a benzer yapilari olan bu
molekiillerin, iistlendikleri 6nemli gorevler nedeniyle yapilarinin aydinlatilmasi, sentezlerinin,
islevlerinin ve regililasyonlarinin ortaya konulmasi ¢ok biiyiik 6nem tasir.

Belli hacimde bir ¢ozeltideki toplam protein miktarinin belirlenmesi, ayirma ve saflagtirma
islemlerinin se¢iminde ve belli asamalarda protein veriminin ve safliginin kontroliinde 6nemli
bir yer tutar. Ozellikle elektroforetik ve kromotografik ayirmalarda deneylerin optimizasyonu
icin miktar tayinine gereksinim duyulmaktadir.

Son yillarda yararlanilan teknikler, protein ¢ozeltisinin UV absorbsiyonunun 6lgiilmesi veya
bir belirte¢ ile reaksiyonu sonucu olusan renkli bir bilesigin (kromofor) goriiniir alanda
spektral olarak belirlenmesi temeline dayanr.

— N & ar #
Yintem (Hassasivel |Zaman Prensip Ozellikler
Doguk [ | Peptid baglarinin alkali bakr ile t Hizli, az gingim vapar
Bifiret i 20-30 dk i mjm S5
L -6 mg maor kompleks olugturmas: (3530 nm) - Hassasiven digok
Basit : +Hizly, uenz, protemn geri kazanlabilir
Crta B 280 nmdek 1giin tirozin triptofan i ! il f .
ahsorbans Al S-100dk " i e -Girim fazla, hassasivet orta, Ty ve Tip igeni@ine
il 0.05-2 mg taralinckan absorblanmas: (280 nm) Ll E
(8] ' bagh
Basit Yitksek 190-205 nmdeki 1313m peptid + Hassas, protein geri kazamlabilir
Absorbans | 001-005 | 5-10dk | badlan tarafindan absorblanmasi | -Uvgulanabilirhgi dusuk, gingim fazla, Tyr ve Trp
Uzak U1 mg {150 rama wperigine bagh
Ertiret reaksiyonu ve § Hiten
Yiksek o | fostfomolibdotungtatin Tvr ve Trp . I P i
Lewry I 40-60 dk I Tl - Zaman alict, ginsim viksek, orta sevivede Tvr ve
’ 0.0]-1 mg tarafindan imdirgenmesi e il " 1 -
= R I'rp igenigne bagh
(250 1 il r
CBE G230 bovar maddesimmn
Bradford Yiiksek 15-20 dk protemne kovalent olmavan + Hassas, mnsim disik, vcuz
radfor i 5=20 ¢ o " i
- 0.001mg baglanmast - Arg ve Lys igerifine bagh,
(395 nm )
BCA Yiksek Eruret reaksiyonu ve BC A mn bakar | + Hassas, proteinden proteine degisiklik gostermez.
(Bisinkoninik i el -80 dk: e kompleks olusturmas: girisim dusuk
asit) il (562 nm} -
MR Cok viksek Eollodial altin ve gimusun proteine "
Gilmeilg /Altm | *0' 00058 | 10 di b-aQ]-ufm-wr P + ok hassas, ginsim dogiik
i - Proteinden protemne degisiklik gostenr
Baglama mg {dansitometrik &lcim) P BT
i a1 | Proteinlerin mitrik asit ile reaksiyon )
gy : Yiksek |120-140 i} : + Hassas, girisim dusik, ucuz
Nitrik Asit N vermesi L ¥
(HO0S mg dk: o - Zaman alici,
i (358 nm)

5.3 MATERYAL VE METOD

5.3.1 Bradford (Boya Baglama) Yontemi

Bu yontem, Comassie brillant blue (Comassie parlak mavisi) G-250 boyasinin farkli
konsantrasyonlardaki protein ¢ozeltilerinde degisik siddette mavi renk ortaya koymasindan
yararlanilarak gelistirilmistir. Boyanin 6zellikle arginin gibi bazik amino asitlere ve bazi
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aromatik amino asitlere baglanma egiliminde oldugu gosterilmistir. Dolayistyla bu yontemde
proteinin yapisinin énemi vardir.

Bu yontem Lowry yontemine gore daha hizli, daha ucuz, daha kolay ve daha hassastir. 0.001
mg/mL protein Olgtilebilir.

Belirtecin hazirlanmasi

25 mg Comassie brillant blue G-250’nin 12.5 ml % 95 etanolde ¢oziindiirilip, 25 ml % 85
H3PO4 ( Fosforik asit ) eklendikten sonra, 250 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlanan derisik
boya ¢ozeltisi, kullanilacagi zaman 5 kere sulandirilir. Whatman no.1 filtreden gegirilir ve bir
cam sisede, oda sicakliginda saklanir.

Yontem

Bilesikler Tipler
1(K) 2(S) 3(S) 4(S) 5(S)

Img/mIBSA (ul) - 25 50 75 100

dH20(pl) 100 75 50 25 0

%0,9 NaCl (ml) 5,9 5,9 59 5,9 59

Bradfordg¢ozeltisi (ml) 1 1 1 1 1

Toplam Hacim ml 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0

1. Kor ( Blank ) 6rnek, standartlar ve bilinmeyen protein 6rnekleri tabloda verilen degerlere
gore hazirlanir ve hizli bir sekilde vortekslenir.

2. En az 5 dakika bekledikten sonra 595 nm’deki absorbsiyon degerleri okunur.

3. Standart egri grafigi hazirlanarak ornekteki protein derisimi bulunur.

5.4 KAYNAKLAR

-Harvey, R.A., Ferrier, D.R., Lippincot Biyokimya, Proteinler, 5. Baski, Nobel Kitapevi
-Lodish H, Berk A, Matsudaira P, Kaiser CA, Krieger M, Scott MP, Zipurksy SL, Darnell J
(2004). Molecular Cell Biology (5th ed.). New York, New York: WH Freeman and Company.
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DENEY 6

PROTEINLERE OZGU REAKSIYONLAR 11
6.1 DENEYIN AMACI: Belli hacimde bir ¢ozeltideki toplam protein miktarinin belirlenmesi

6.2 Modifiye Lowry Metodu

Bu yontem, fosfomolibdotugstik asit ¢ozeltisinin (Folin-Ciocalteau belirteci) tirozin bakiyeleri
ile reaksiyona girerek mavi bir renk olusturmasi esasina dayanir. Reaksiyon, bakir ile protein
arasinda kompleks olusumu ile baslar; alkali ¢6zeltide, oda temperatiirinde 5-10 dakika
icinde tamamlanir. Bakirin varlig1 yontemin duyarliligini 3-15 kat arttirmaktadir, ¢linkii Cu ile
yapilan kompleks, Folin belirtecindeki molibden ve tungsten ile birleserek yeni kompleks
ortaya koyar. Ancak analiz edilen 6rnekteki fenolik maddeler hatalara yol acabilir.

Cozeltiler

A) 0.1 N NaOH iginde %2 (w/v) Na2COs

B) %1 (w/v) Na- veya K- tartarat iginde %0.5 (w/v) CuSO4.5H,0

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

D) 1 hacim Folin belirteci: 2 hacim sudan olusan karisimdir (Taze hazirlanir ve 1siktan
korunur; Folin toksik oldugundan mikropipet kullanilir.)

Yontem

1) Calisma araligina uygun konsantrasyonunda 0.5’er ml standartlar ( 6rnegin, 20, 80, 140,
200, 280, 340, 400 pg/ml), kor d6rnek ve protein 6rnekleri, 5’er ml C belirteci ile karistirilir.

2) Oda sicakliginda 10 dakika bekletilir.

3) 0.5 ml D belirteci eklenir ve vorteksle karistirtlir. ( D ¢ozeltisi eklendikten 2-3 saniye
icinde homojen bir sekilde karisim saglanmalidir.)

4) 30 dakika karanlikta bekletilir.

5) 660 nm’de absorbans 6lgiiliir.

6) Standart egri grafigi hazirlanarak 6rnekteki protein derisimi bulunur.

KAYNAK
-Temizkan G, Arda N, 2008, Molekiiler Biyolojide Kullanilan Yontemler, Ucgiincii Baski,
Istanbul Universitesi Biyoteknoloji ve Genetik Miihendisligi Arastirma ve Uygulama
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Deney 7
Karbonhidratlar Ozgii Reaksiyonlar |

6.1 DENEYIN AMACI: idrarda seker aranmasi i¢in kullanilir. Sekerlerin yapisinda bulunan
serbest aldehit ya da keton gruplarinin indirgeyici 6zelligine dayali deneylerdir.

6.2 TEORIK BiLGI

Karbonhidratlar
Viicutta enerji saglayan bilesiklerden biri olan karbonhidratlar, organizmada serbest ve bagka
maddelerle birlesmis halde bulunur.

1- Serbest halde bulunanlar
Kan glikozu, siitte laktoz, seminal sivida fruktoz, karaciger ve kas hiicrelerinde karbonhidrat
deposu olarak bulunan glikojen ve glikoz, fruktoz, riboz, ksiloz, gliseraldehit, dihidroksi
aseton gibi maddeler serbest halde bulunan karbonhidratlara 6rnek olarak gosterilebilir.

2- Bilesik halde bulunanlar
Niikleik asit ve niikleoproteinlerin yapisina giren riboz ve deoksiriboz; glikoproteinlerde
prostetik grup olarak bulunan galaktoz, mannoz ve serebrozidlerin yapisinda bulunan
galaktoz; heteropolisakkaritlerin yapisina giren glikozamin, galaktozamin, ve glukoranik asit
gibi tiirev monosakkaritler, bilesik karbonhidratlara verilebilecek drneklerdir.

Karbonhidratlar yapilarinda potansiyel olarak aktif aldehit ya da keton gruplarini igeren
polihidroksi alkoller ya da hidroliz edildiklerinde bu f{iriinleri veren maddeler olarak
tanimlanirlar.

Karbonhidratlar baslica dort grupta siniflandirilabilirler;

a) Monosakkaritler
En basit ve hidroliz edilemeyen sekerlerdir. Karbon sayilarina ve igerdikleri fonksiyonel
gruba (aldehit ya da keton ) gore isimlendirilirler.

b) Disakkaritler
Iki monosakkarit biriminin birbirine ve farkli fonksiyonlarda glikozidik baglarla baglanmasi
ile olusan klinik yonden onemli sekerlerdir. Hidroliz edildiklerinde kendilerini olusturan
monosakkaritlere ayrilirlar.

Maltoz = Glukoz + Glukoz (al — 4)
Laktoz = Galaktoz + Glukoz (1 — 4)
Sakkaroz = Glukoz + Fruktoz (al1— 2)
Sellobioz = Glukoz + Glukoz (1 — 4)
Izomaltoz = Glukoz + Glukoz (a1 —6)

c) Oligosakkaritler
3-10 monosakkarit biriminden olusurlar.

d) Polisakkaritler
n sayida monosakkaritten olusan karbonhidratlardir. Yapisinda tek tip monosakkarit
bulunduranlara homopolisakkaritler ( glikojen, nisasta, seluloz, insiilin ) birden fazla
monosakkarit ve tiirevi bulunduranlara ise heteropolisakkaritler ( heparin, hyaluronikasit,
kondroitin siilfat ) adi verilir. Hidroliz edildiklerinde kendilerini olusturan monosakkarit
birimlerine ayrilirlar.

Bu deneylerin amaci ; Idrarda seker aranmasi icin kullanilir. Sekerlerin yapisinda bulunan
serbest aldehit ya da keton gruplarinin indirgeyici 6zelligine dayali deneylerdir.
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Alkali ortamda, 1s1 etkisiyle ile bu gruplar, ortamda bulunan agir metal iyonlarim1 ( Cu ™,
Bi**, vb. ) indirgerler. Bu indirgeme olay1, renk degisikligi ile beraberdir. Sekerlerin serbest
aldehit ya da keton gruplar ise karboksilik asit gruplarina oksitlenerek seker asitlerinin
olugmasina olanak saglar.

Monosakkaritlerin tamami, disakkaritlerde ki serbest aldehit ya da keton grubuna sahip
olanlar ( Maltoz, Laktoz ) bu tiir reaksiyonlarla pozitif sonug verirler.

Sukroz ve polisakkaritlerle indirgeme olay1 gergeklesmez.

6.3 MATERYAL VE METOD

6.3.1 Fehling Deneyi

Fehling testi ; Indirgeyici 6zellik gosteren bilesiklerin tespit edilmesinde kullanilan bir
yontemdir.

Serbest aldehit ve keton grubu igeren karbonhidratlar, alkali ¢ozeltilerde indirgeyici 6zellik
gosterirler. Bunun yani sira monosakkaritler zayif asit ¢ozeltilerinde de indirgeyici madde
olarak rol oynar.

Belirteclerin hazirlanmasi

Fehling 1 c¢ozeltisi :

% 7 CuSOs (34,6 kristal bakir siilfat) 300 ml distile suda hafif¢e 1sitilarak ¢oziilen bilesik
daha sonra distile su ile 500 ml ye tamamlanir.

Fehling 2 cozeltisi :
35 gr Na-K tartarat 10 gr NaOH bir miktar distile su ile ¢6ziilen karisim distile su ile 100 ml
ye tamamlanir.

Deneyde Kullanilacak Cihazlar ve Geregler ;Bek
Deneyde Kullanilacak Sarf Malzemeler ,Filtre Kagidi, Deney tiipii, Pipet, Masa
Yontem

1.Yol

=

Bir deney tiipiin esit miktarlarda Fehling I ve Fehling II ¢ozeltisi konur .

2. Karisim galkalanir. Koyu mavi renkli bir ¢ozelti ortaya ¢ikar. Bu iki ¢ozelti
karisimi ““ Fehling ayiract “adini alir.

3. Hazirlanan bu karigim agik alevde kaynatilir. Rengi degismez ise ayirag
temizdir. I¢inde indirgen maddeler bulunmuyor demektir.

4. Bu kontrol yapildiktan sonra {iizerine damla damla idrar ilave edilerek
kaynatma siirdiiriiliir. idrarda fazla seker var ise sar1 bulaniklik ya da ¢okelti
gortliir.

5. Seker az miktarda ise, Fehling ayiracinin hacmine esit olacak miktarda idrar

ilave edilir. Sar1 ya da kirmiz1 bir ¢okelti meydana gelirse seker vardir. Eger

cokelti olusmazsa incelenen idrarda seker olmadigi anlasilir.

=

Fehling I ve Fehling II ayirac1 esit hacimde alinan idrar ayr1 ayr1 kaynatilir.
2. Kaynama islemi gerceklestikten sonra iki sivi birbiriyle karistirilir. Idrarda
yeterli miktarda seker varsa pozitif sonug alinir.
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0 0
J + 2CWO0 4+ 20H — & JJ\ + Cu0 4 HO
R R” OoH

Aldehyde  Fehling's solution Carboxylic acid Red precipitate
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Deney 8
Karbonhidratlar Ozgii Reaksiyonlar 11

8.1 DENEYIN AMACTI: idrarda seker aranmasi i¢in kullanilir. Sekerlerin yapisinda bulunan
serbest aldehit ya da keton gruplarinin indirgeyici 6zelligine dayali deneylerdir.

8.2 Benedict Metodu

Bu test ile ozellikle glikoz, laktoz, maltoz, friikktoz, galaktoz ve pentozlar gibi karbonhidrat
yapisindaki indirgen maddelerin idrarda bulunup bulunmadiginin belirlenmesi hedeflenir.
Reaksiyon siireci fehling deneyindeki gibidir. Benedict deneyinde farkli olarak, meydana
gelen ¢okelegin renginden idrardaki seker miktarini kabaca belirtme olanagi vermesidir.
Sekerin serbest aldehit ya da keton grubunun alkali ortamda 1s1 etkisiyle karboksilik asit
gruplarina oksitlenirken, ortamda bulunan mavi renkli Cu ** — CuSOs iyonlarini tugla
kirmizisi renginde bir ¢okelti olusturan Cu® — CuSOs sekline doniistiirmesi esasina dayanr.
Arada olusan CuO ( bakir hidroksit) ‘in ¢okelmesinin dnlenmesi i¢in sitrat ile kompleks teskil
ettirilmesi gerekir.

Idrarda seker yoksa ¢dzelti berrak ve mavi renkli olarak kalir. Idrarda seker yok ise ¢ozeltinin
mavi rengi degismez. Glikoz miktarmin ¢ok diisiik olmast halinde yine ¢okelek meydana
gelir. Pozitif deneylerde idrardaki seker miktar1 hakkinda kabaca bilgi edinilebilir. Siv1 yesil
bir renk almis ise eser miktar, sar1 renk almis ise az miktar, kirmizi renk almis ise ¢ok
miktarda seker var demektir. Bu deneyde az miktarda idrar kullanmak ve 1sitma islemini
dogru bir sekilde uygulamak esastir. Fazla idrar kullanilmasinin sakincasi, ¢oken fosfatlarin
cokelegin rengini Orterek sonucu silipheli hale getirmesidir. Seker miktarinin az oldugu
durumlarda ¢okelegin iyice dibe ¢okmesi i¢in 10 — 15 dakika beklemek gereklidir. Benedict
aytraci, idrarin Obiir indirgen maddeleri olan {irik asit ve kreatinin ile Fehling ayiraci kadar
aldatici pozitif sonug vermez.

Cozeltiler

Kalitatif Benedict Cozeltisi

I. CuSOg4 (Bakir Siilfat)

I1. NasCsHsO7.(Sodyum Sitrat)

[11. Na2CO3z ( Sodyum Karbonat)

Deneyde Kullanilacak Cihazlar ve Geregler ; Bek

Deneyde Kullanilacak Sarf Malzemeler ; Deney tiipii, Pipet, Masa

Yontem

Bir deney tiipiine 5 ml kalitatif Benedict ayiract konur.

Uzerine 8 — 10 damla incelenecek idrar damlatilir.

Karisim ¢alkalanir.

Calkalanan karigim 1-2 dakika iyice kaynatilir. Seker varsa, bulunan miktar ile
orantil1 olarak mavi rengin yesil, sar1 ya da kirmiziya degistigi goriiliir.

5. Karigim kaynatma isleminden sonra Sogumaya birakilir; sar1 ya da tugla

kirmizis1 bir ¢okelti dibe ¢oker.
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Renk ve ¢okelege gore idrarda glikoz miktari

Presipitasyon olmadan mavimsi ve

. e % 0-0,4 gr
yesile kadar gorinis
A z miktarda sari graniiler presipitasyon
S . % 0,5 gr
ile muterafik yesil renk
Zeytuni yesil renk % 1gr
Saridan portakala kadar renk % 1,5 gr.

Tugla kirmizisi renk

% 2 gr veya daha fazla

KAYNAKLAR
-Biyokimya Laboratuvari,Karbonhidratlarin

Tespiti, 09.09.2017

https://koubiyokimyalab.wordpress.com/tag/karbohidratlar/

-Nelson, D.L, Cox, M.M., Lehninger Biyokimyanin Ilkeleri, Karbonhidratlar ve

Glikobiyoloji , Palme Yaymevi, Ankara.
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RAPOR

Laboratuvar Sorumlusu imza :
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