NECMETTIN ERBAKAN UNIiVERSITESI

MERAM TIP FAKULTESI “7@
(&

Tibbi Biyokimya Anabilim Dah

OGRENCI LABORATUVARI UYGULAMALARI
(Thp Fakiiltesi Donem I ve II)

KONYA

2016




Geng Tibbiyeliler;

Necmettin Erbakan Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali, Dénem 1 ve

Dénem II Ogrenci Laboratuvari Pratik Kitapeigi, asagidaki konularda pratik calismalarini igerir.

DONEM 1 DENEYLERI
Laboratuvarda uyulmasi gereken kurallar
Cam malzemelerin tanitilmasi
Cozeltiler, konsantrasyon kavramlar1 ve tamponlar
Karbonhidrat tanima deneyleri
Protein, amino asit ve lipid tanima reaksiyonlar1
Kolorimetri
Enzimle hidroliz
Enzim kinetigi
DONEM 2 DENEYLERI
Transaminasyon ve Kromatografi
Solunum zinciri
Anaerobik glikoliz
Idrar Biyokimyast,
Yukarida belirtilen her bir deneyin; Adi, amaci, prensibi, materyal-metodu ve, yapilan deneylerin
preanalitik siireclerinde kullanilan cam ve plastik malzemeler, numunenin hazirlanmasi asamasinda
kullanilan santrifiij, vorteks gibi cihazlarin, deneyin yapilmasi asamasinda kullanilan kimyasal maddeler ve

analiz isleminin gergeklestigi deneyin siirecleri anlatilmaktadir.

Basarili bir laboratuvar siirecini devam ettirmek ve sonuglandirmak laboratuvar kurallar ve
laboratuvar giivenligi ile ilgili konulara titizlikle uyulmasi ile birlikte yiiriir. Ozellikle saghigin korunmasi
goriinmez kazalarin 6nlenmesi agisindan ¢ok 6nemlidir. Bu konuda tecriibeli Arastirma Gorevlisi, Uzman ve

Ogretim elemanlarina sorarak deney asamalarin siirdiirebilirsiniz.



Ogrenci Laboratuvar Pratik Kitapgigini her uygulama dncesinde okuyarak gelmeniz gerekmektedir.
Laboratuvar ¢alismalar1 sonunda deney sonuglarimizi yorum kismina not ediniz, yil sonu sinavlarinda

degerlendirilecektir.

Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Ogretim Elemanlari olarak basarilar dileriz.

Tibbi Biyokimya Anabilim Dah

Anabilim Dali Bagkan1 Prof.Dr. Mehmet Giirbilek

Prof.Dr. Ali Muhtar Tiftik Doc.Dr. F.Humeyra Yerlikaya
Prof.Dr. Mehmet Akoz Yard.Dog.Dr. ibrahim Kiling
Dog.Dr. Sevil Kurban Ogr.Gor.Dr. Cemile Topcu

LABORATUVARDA UYULMASI GEREKEN KURALLAR
1. Laboratuvarda sessiz ¢aligilmalidir.
2. Laboratuvara onliikle gelinir. Laboratuvar siiresince Onliik ¢ikarilmaz. Calisirken onliigiin 6ni ilikli
olmalidir.
3. Her 6grenci kendisine ayrilan boliimii ve malzemeleri kullanmalidir.
4. Calismanin bitiminde, her 6grenci kullandigi malzemeleri temizlemeli ve gorevlilere temiz ve diizenli
olarak teslim etmelidir.
5. Laboratuvar icerisinde sakalagsmak, 6zellikle kimyasal maddelerle sakalasmak ¢ok sakincali ve yasaktir.
6. Laboratuvarda kimyasal maddelere el siiriilmez, koklanmaz, tadina bakilmaz.
7. Deneylerde miimkiin oldugu kadar az madde kullanilmali ve madde israfindan kaginilmalidir. Stok

siselerinden geregi kadar madde alinmali, artanlar stok sisesine bosaltilmamalidir.

8. Calismalarda kirli malzeme kullanilmamalidir.



9. Ugucu, yanict ve patlayict (eter, alkol, kloroform vb.) madde siselerinin agizlar1 devamli kapali tutulmali,
yaninda ¢akmak, kibrit gibi yakict maddeler kullanilmamalidir.

10. Cozelti hazirlaniyorsa onun uygun sartlarda saklanmasi gerekir. Reaktiflerin {izerlerine reaktiflerin adi,
hazirlayanin adi, hazirlanma tarihi ve biliniyorsa son kullanma tarihi yazilir. Son kullanma tarihi ge¢mis
reaktifler kullanilmamalidir.

11. Saf su yerine kesinlikle ¢cesme suyu kullanilmamalidir.

12. Kimyasal bir madde ile 6zellikle asit ve alkalilerle temasta, temas bdlgesi bol su ile yikanmali ve derhal
ilgililere haber verilmelidir.

13. Her ¢alismadan sonra eller sabunla yikanmalidir.

14. Kan ve kan iirlinleriyle ¢aligirken eldiven kullanilmalidir.

15. Kullanim bilinmeyen cihazlar kullanilmamalidir.

16. Calisma bitince her grup aldig1 malzemeyi saglam ve temiz olarak teslim etmelidir.

17. Gorevliden izinsiz laboratuvari terketmek yasaktir.

18. Her laboratuvar ¢aligmasi sonunda yoklama kagidi mutlaka imzalanmalidir.

I.CAM MALZEMELER VE CIHAZLAR

Deney Tupu: Uzun ve silindirik bir cam malzemedir. Bitin reaksiyonlar bu tlpler icerisinde
gergeklestirilir. Uzun ve kisa olabilen deney tiiplerine ilaveten santrifiij isleminde kullanilan tiipler de vardir.

Bu tiiplerin dip kismu yuvarlak ya da konik olabilir.
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Tup Sporu: Tiplerin, kendi iclerindeki deliklere yerlestirilmesiyle dik durmalarini saglar. Tiiplerin
muhafazasi ve tasinmasinda kullanilir.

Temizleme Fir¢asi: Cam malzemenin temizlenmesinde kullanilir (Ornek: Tiip, beher vb.)

Pipet:

a) Cam pipetler

Belli odlgiilerdeki sivilarin bir kaptan digerine aktarilmasinda kullanilan dar cam borulardir. Alt ve (st
kisimlart agiktir. Pipetin en distiindeki rakam toplam hacmini gosterir. Pipet igine sivi alinmasi igindeki

havanin emilmesiyle olur. Emme islemi lastik puarla veya pipet pompasi ile miimkiindiir.
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Cam pipet Pipet pompasi

Pipetlerin kullamimi: Gerek pipet ve gerekse dereceli silindirde sivi hacimlerinin okunmasinda en 6nemli
nokta, goziin siv1 yiizeyi hizasina getirilerek okunmasidir. Berrak sivilarin lgiimiinde meniskiis alt ¢izgisi
hizasina getirilerek okunur. Sivilar genellikle iki kisimda degerlendirilir:

a) Bulunduklar1 kab1 1slatan b) Islatmayan sivilar (6rn; civa). Stvinin kabi 1slatir veya 1slatmaz hali tamamen
adezyon ve kohezyon giigleri ile ilgilidir. Bu sivilarin pipet veya dereceli silindir igerisine alinmasi
neticesinde ylizey geriliminin etkisiyle {ist kisimda bir kavis gozlenir (meniskiis: kavis). Bulunduklar1 kab1
1slatan sivilarda bu kavis i¢ biikey iken, islatmayan sivilarda dig biikeydir. Okumalar sivinin berrak ya da
renkli oluguna gore de farklilik arz etmektedir. Berrak sivilarda okumalar meniskiisun alt kismindan, renkli
soliisyonlarda ise iist kismindan yapilir.

b) Otomatik pipetler (Mikrokropipet):

Istenen hacmi sabit olarak gekebilen ve ¢ok daha kiiciik hacimlerin pipetlenmesini saglayan pipetlerdir. Bu
pipetlerle 1-5000 pl arasi sivi pipetlenebilir.

Pipet pompasi: Asit, baz, hasta serumu vb. (zararli) maddelerin pipetlenmesinde pipet ucuna takilarak

kullanilir.



Mikropipet ucu: Otomatik pipet uglaridir.
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Otamatik pipet Pipet ucu

Tahta Masa: Tiiplerin 1sitma ve tasinma iglemlerinde kullanilan tahta malzemedir.
Bunzen Beki: Is1 kaynagidir. Kaynatma deneylerinde kullanilir. Isitma iglemleri mutlaka uzun tiipte ve

alevin mavi kisminda yapilmalidir.

Uclii Sa¢ Ayagr: Isitma isleminde kullanilir. Ustiine amyantl tel konularak bunzen bekinin iizerine
yerlestirilir.

Amyanth Tel: Isitma islemlerinde {i¢lii sac ayagin iizerine konulan normal ve emniyetli 1sinmay1 saglayan,

orta kism 1s1ya dayanikli kille sivanmug tel kafeslerdir. Isty1 yayarak homojenlik saglar.
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Tahta masa Bunzen beki Uclii sac avag Amyyanth tel

Reaktif sisesi: Reaktiflerin saklanmasinda kullamilirlar. Genellikle koyu renkte olurlar. Uzerlerinde reaktifle
ilgili bilgileri igeren etiket bulunmalidir.

Damlahkh sise: Oluklu kapaga sahip siselerdir. Iglerindeki solusyonun damla damla akmasim saglarlar.
Titrasyon deneyinde indikator damlatmak icin kullanilirlar. Iki tipi vardir:

a) Reaktif sise agz1 damlatmaya uygundur. Reaktif sise agz sikica kapatilamaz.

b) Reaktif sise agz1 kapagi damlaliktir. Reaktif sise agz1 sikica kapatilabilir.
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Realtif sisesi Damlahkh sise Piset

Piset: S1vi tamamlamaya yarar. Az miktarda sivi ilavelerinde kullanilir.

Vorteks (Calkalayici): Deney tiipii igerisindeki maddelerin karigtirilmasina yarar.

Vorteks (Kanstmicr) — Manyetik Kanstirici Manyetik bar
Manyetik Karistiricr: COzelti karistirmaya yarar

Manyetik Bar: Manyetik alan olusturmak amaciyla karistirict ile birlikte kullanilir.

Spatul: Kati maddelerin tartimi sirasinda madde transferini saglar. Metal ve porselen olmak tizere degisik

tipleri vardir. Bazilarinin ucu diiz, bazilariminki ise yuvarlaktir.

Baget: Uclar kiitlestirilmis cam ¢ubuktur. (Cozeltilerin karistirilmasinda kullanilir.)

Baget Spatiil Beher

Beher: Buharlastirilmas: istenen ¢ozeltilerin hazirlanmasinda, karigtirilmasinda ve sivilarin  naklinde

kullanilan genis, silindirik, dibi diiz cam kaplardir.



Erlen Meziir

Erlenmayer: Buharlastirilmasi istenilmeyen ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ve titrasyon deneyinde kullanilan
konik cam kaplardir.

Dereceli Silindir (Mezur): Cozelti almaya veya olgmeye yarayan dereceli gesitli biyiiklikkteki cam
malzemelerdir (Ornek: 24 saatlik idrar hacmi 6l¢iimiinde biiyiik meziir kullanilir. 50 ml'lik kiigiik meziirde
idrar dansitesi Olculebilir).

Balon Joje: Adi balona benzeyen cam kaptir. Uzerinde miktar bildiren cizgiler bulunur. Cozelti

hazirlanmasinda kullanilir. En hassas volumetrik kaptir. Daha sonra adi balon veya reaktif sisesine aktarilir.

Adi balon Biiret ve biret sporu

Adi Balon: Uzerlerinde hig isaret yoktur. Bu yiizden bu kaplarda miktar &lgiimii yapilamaz. Sivilarin
toplanmasinda, biriktirilmesinde ve saklanmasinda kullanilir.

Dispensor: Reaktif siselerine adaptor gibi takilarak kullanilir. Seri sekilde esit miktarlarda sivi bosaltiminda
kullanilirlar.

Buret: Titrasyon deneyinde kullanilan alt ucu musluklu borulardir.

Biiret sporu ve sehpasi: Biiret ile ilgili diizenegi dik tutmaya yarayan aragtir.



Laboratuvar saati

Parafilm: Cam malzeme agzinin kapatilmasina yarar. Malzeme agzinda gerilerek yapistirilir.
Flaster: Reaktif sisesinin lizerine yapistirilarak etiketlemede kullanilir.

Laboratuvar saati: Analiz sirasinda inkiibasyon gereken durumlarda belirlenen siireyi takip etmek amaciyla

T

Huni: Genellikle siizme, ¢6zelti aktarma gibi islemlerde kullanilan cam malzemelerdir.

kullanilan kurmali ¢alar saattir.
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Humni Siizgec kagich

Siizgec kagidi: Siizme yapilirken huninin {izerine konularak kullanilir. Siizge¢ kagidini gecip tiipte biriken
stviya filtrat denir. Siizge¢ kagidinda da partikiiller kalir.

Havan: Kat1 maddeleri ezmede kullanilir (Ornek: maya).

Dansitometre Refraktometre

pH Metre: Cozelti pH'larim 6lger. Kullanilmadan 6nce distile sudan gegirilir ve kurutulur. Sonra ¢ozelti
icerisine daldirilir. Olgiim yapilir. Olgiim sonrasi temizlendikten sonra soliisyonu igerisinde saklanir.
Dansitometre: Soliisyonlarin yogunlugunu dlgen aletlerdir. Ozellikle idrar igin kullanilir.

Refraktometre: Soliisyonlarin yogunlugunu 6lgen aletlerdir (6rnek: idrar).



Spektrofotometre ve kiveti: Spektrofotometrik olgiimlerin (renkli ¢6zeltiden belirli dalga boyundaki 1s1k

gegirilerek) yapildigi cihazlardir. Cihazlarin kiivetleri kristal veya plastikten yapilidir.

Spektrofotometre Speldrofotometre koitveti Hassas Terazi

Hassas Terazi: Kati maddelerin miktarin1 6lgmeye yarar. Miligrama kadar olan élgtimleri yapar.

Desikator: Ozellikle kimyasal maddeleri nemden korumak igin kullanilirlar.

Nemi tutmak i¢in igerisinde susuz kalsiyum kloriir ve silika jel gibi nem emici maddeler bulunur. Kapagin
kenarma vazelin siiriilerek kapatilir. Bdylece hava almasi engellenir. (Ornek: sodyum kloriir, sodyum

hidroksit).

Benmari (Su banyosu) Santrifiij Dengeleme terazisi

Benmari (Su Banyosu): Deney tiiplerinin belli bir 1sida tutulmalarini saglar.

Dengeleme Terazisi: Miktar ol¢iimiinde kullanilmaz. Santrifiij i¢in iki tiipin dengede olmasi gerekir.
Dengeleme islerinde kullanilir.

Santrifllj: Santrifiij makinesinin adidir. Santrifiij makinasi bir ¢6zeltideki partikiilleri yiiksek hizla ¢evirerek
ayirir. Tlpiin alt kisminda birikene ¢Okelti, iistte kalan sivi kisma slipernatan denir.

SANTRIFUJ YAPILMASI

Santrifiij hizi rpm veya RCF seklinde verilir.

rpm(revolution per minute): Dakikada donme sayis1 demektir.

RCF (relative centrifugal force), oransal santrifijleme kuvveti demektir.



RCF yer¢ekiminin (g) katlar1 seklinde ifade edilir. Santrifuj hizin1 g'nin katlar1 seklinde belirtmek daha
dogrudur. Ciinkii yarigaplar1 farkli olan iki santrifiij de aym derecede ayrim saglanamaz. Iste bu mahsur
ortadan kaldirmak i¢in g kuvveti (veya RCF) kullanilir. Ayn1 RCF kuvveti, farkli santrifiijler de farkli rpm

degerlerine karsilik gelir. RCF ile rpm arasinda asagidaki gibi bir esitlik vardir.

RCF=(rpm)? x r x 1,118.10°  r: Santrifiij yaricapidur.
rpm=1000 x VRCF
V11,18 xr

2 tip santrifiij vardir: 1. Acilir baghikli 2. Sabit baslikl

MALZEME TEMIZLiGI ve BIYOKIMYADA KULLANILAN SULAR

1-Distile Su (Saf su): Laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan sudur. Distile su yapisinda anyon, katyon,
mineral, organik madde icermez. Cesme suyu Ozel cihazlarla veya kaynatilma ile distile su haline
getirilebilir.

2-Deiyonize Su: Cesme suyunun reginelerden gegirilerek iyonlarinin tutulmasi ile elde edilir. Regine
tarafindan tutulamayan organik maddeler ise su igerisinde kalirlar. Steril degildir. Igerisinde bakteri
barmdirabilir. Bu yiizden bekletilmeden kullanilmas1 gerekir.

MALZEME TEMIZLiGi

Cam ve plastik malzemeler kullanilmay1 miiteakip birakilirlarsa icerisinde organik ve inorganik maddelerin

kurumasindan dolay1r zor temizlenirler. Bunun Onlenmesi bakimindan, kullanilir kullanilmaz hemen
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saklanmali ve igerisinde su bulunan bir kap igerisine birakilmalidir. En ideal olan deterjanli su igerisinde
yikamaya kadar bekletilmesidir.

1-Malzemelerin deterjanli suya konulmadan 6nce uygun bir fir¢a ile musluk altinda temizlenmelerinden daha
da iyi netice alinir. Spesifik ¢aligmalarda kullanilmayacak olan malzemeler, firca ve deterjan yardimi ile
iyice temizlendikten sonra distile su ile birkag¢ kez durulanir ve uygun 1sidaki kurutma dolabima (100 °C nin
altinda) iclerindeki su akacak pozisyonda konulur.

2-Durulamay1 takiben ince bir film tabakasi seklinde su kalacagindan, iclerindeki su akacak pozisyonda
kurutma dolabina konulmayan malzemelerde su lekeleri gorillr. Su lekeleri, 6zellikle distile su ile iyi
durulanmayanlarda veya distile suyun temiz olmadigi durumlarda daha da belirginlesir.

3-Cam malzemelerin temizlenmesi amaciyla uygun yikama ve durulama yapan makineler kullanilabilir.
Polietilen, polipropilen, teflon, polimetilpenten ve polikarbonat malzemeler de cam malzemelerin
temizlendikleri makinalara konulabilirler.

4-Otomatik yikama makinelerinde alkaliligi yiiksek olmayan, metal ihtiva etmeyen ve iyonik olmayan
deterjanlar dncelikle tercih edilmelidir.

5-Pipetin temizlenmesi isleminde bikromat soliisyonu kullanilir. Kirli alet bikromat soliisyonu igerisinde
bekletilir. Soliisyon igerisinden ¢ikarildiktan sonra ¢esme suyundan ve daha sonra da distile sudan gegirilerek

kurumaya birakilir,

Soliisyonun hazirlanmasi:
1. 1000 ml'lik balon joje almnur.
2. Icerisine 500 ml distile su konur.
3. Distile su iizerine yavag yavas, 250 ml konsantre siilfirik asit konur.
4. (Cesme suyu ile sogutma iglemi yapilir.

5. Uzerine 100 g potasyum bikromat ilave edilir.

IS

Cozelti distile su ile 1000 ml'ye tamamlamnir.
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II. COZELTIiLER ve TAMPONLAR
DENEY NO:1

DENEYIN ADI: Cozelti Hazirlama
Asagidaki ¢ozeltileri hazirlayiniz.
1.0.AN H,SO4 50ml.

2. 0.3osmolar NaC1 250ml.

3.0.5N CuS0,.5H,0 100 ml.

4.0.5 mM CuS04 5H,0 100 ml.

5. Izotonik glukoz ¢ozeltisi 200 ml.

6. % 5'lik NaCl c¢0zeltisinden, izotonik NaCl ¢ozeltisi 50 ml.
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7. % 5'lik NaCl ¢ozeltisinden, 20 mEg/L NaCl ¢0zeltisi 100 ml.

8. Doygun tuz ¢ozeltisi 200 ml.

Not: Hazirladigimz ¢ozeltilerin hazirlama seklini (miktar hesabi) kitapgiginiza kaydediniz. Hazirlanan cozeltileri

gorevlilere gosterdikten ve bilgi verdikten sonra dokiiniz.

MATERYAL.:

A-Kimyasallar B-Malzeme ve Ekipman
1.H,SO, 1.Beher

2.NaCl 2.Terazi

3.CuS0,4.5H,0 3.Spatul

4.Glukoz 4. Manyetik karistirict
5.Balonjoje 5. Pipet

Kullamilan kimyasallarin molekiil agirliklar1 ve yogunluk degerleri stok siselerin iizerindeki etikette

yer almaktadir.

DENEY NO:2

DENEYIN ADI: Tampon Cozelti

1. pH=5 ve pK=4.77 olan 0.2 M 100 ml Asetat tamponu hazirlaymiz. (d&=1 gr/ml, %=100, MaAsetik asit =60 gr/mol,
M Sodyum asetat =82 gr/mol, antilog 0,23=1,7).

2. pH=7olan 0.1 M 100 ml Tris tamponu hazirlaymmz. Ma Tris = 121 gr/mol

Henderson —Hasselbalch denklemi

[A]

pH =pK, + log
[HA]
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A-Kimyasallar B-Malzeme ve Ekipman

1. Asetik asit
2. Sodyum asetat

3. Tris

INLKARBONHIDRAT TANIMA DENEYLERI

1

2.

~

. Terazi

Spatiil

Beher

Balon joje

Pipet

Manyetik karigtirict

pH metre
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NUMUNE

MOLSCH

[ ]
RENK YOK | MRMIZHMENEISERENK
KARBOHIDRATDEGIL (KARBOHIDRAT)

irorTe —

RENKST
O VEFA DISSEKKARD

BARFOED TESTI

f
| MAVEREN
HiASTA

T-11DAKIEA KERSINDE
ASIKAR (OKELEX
{DGAKKARD}

FERENTASTON TESTH

{OKELEK YO, VEYA
(OKAZ AKKARDT)

Hif REIK YK

CO2v0K
LAKTOISAKKARCE

COFABARCILARI

SELIWANOF

DENEY NO:1

DENEY ADI: Komiirlesme



DENEYIN AMACI: Yogun mineral asitlerin karbonhidrattaki biitiin su molekiillerini ayirdiginin
gosterilmesi.

PRENSIP: Karbonhidratlar yogun asitler ile muamele edilirse biitiin su molekiillerini (OH ve H gruplarini)
kaybederek karbon zincirlerinden ibaret basit bir yapiya doniisiirler (komiirlesme).

MATERYAL:

1. Yogun H,S0O,

2. 1 adet kesme seker

DENEYIN YAPILISI:

1. 1 kesme seker alinir.

2. Uzerine birka¢ damla yogun H,SO, damlatilir.

3. Beklemeye birakilir ve gdzlemlenir.

DIKKAT: Igerisinde alkali maddeler bulunan tiiplerin 1sitilmasina son derece itina gosterilmelidir. Tiip
icerisinde fazla miktarda madde bulundugunda ve/veya karigtirmaksizin tek bir nokta lizerinden aleve
tutularak 1sitildiginda tiip igerisindeki ¢ozelti aniden kaynayarak fiskirma tarzinda tiipten firlar. Bundan
dolayr hem 1sitma islemleri itina ile yapilmali, hem de tiiplerin agizlar1 arkadaglarinizin bulundugu tarafa

cevrilmemelidir.

YORUM:

DENEY 2:

DENEY ADI: Molisch Deneyi
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DENEYIN AMACI: Bilinmeyen bir soliisyon iginde karbonhidrat olup-olmadiginin arastiriimas.

PRENSIP: Komiirlesmede bahsedilen olay sulu ¢ozeltide gerceklestirilirse karbonhidrat sadece 3 mol su
kaybeder ve furfural olusur. Elimizdeki karbonhidrat 5 karbonlu seker (pentoz) ise furfural, 6 karbonlu seker
(heksoz) ise furfural tiirevi olan 5 hidroksi metil furfural olusur. Karbonhidratlarin asit tesiri ile furfurale
doniistip a-naftol ile de renk vermeleri ortamda karbonhidrat oldugunu tanimlayan Molish deneyi ile olur.

Amino sekerler, seker alkolleri ve karboksilik asitler hari¢ biitiin karbonhidratlar bu deneye pozitif cevap

Verir.
HoH
HO—& __L-OH
Hel/ L _H -3H0 ﬂ 0
C o — - 4
/N /N O HOCH,; C
HOCH Ho oH £ Poom
d H
Heksoz - Hidroksimetil furfural
H\ H
/
HO~¢ —c-CH ,
o L o [
7N /N0 ©
H HO oH & 0 \
/ H
H
Pentoz Furfural
MATERYAL.:

1.Molish ayiract (a-naftolun alkolde hazirlanmig ¢ozeltisi)

2.Konsantre H,SO,4

3.Bilinmeyen bir ¢ozelti

4.Deney tupd, Pipet

DENEYIN YAPILISI:

1. Bir adet deney tiipii alinarak igerisine 1-2 ml kadar bilinmeyen ¢ozelti koyulur.

2. Uzerine 1 -2 damla molish ayiraci damlatilip karistirilir.

3. Deney tiipii 45° ag1 yapacak sekilde tutularak tiiptin kenarindan 2 ml yogun H,SOgilave edilir.

4. H,SO, yogun oldugundan dibe ¢oker ve iki sivinin temas yiizeyinde mor-kirmizi renkte halka
sekillenmesi deneyin (+) oldugunu gosterir.

5. Daha sonra tiip ¢alkalanacak olursa asit ile tamamen karistigindan biitlin sivinin renklendigi gozlenir.

YORUM:

DENEY NO:3
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DENEY ADI: iyot Testi

DENEYIN AMACI: Nisastanin iyotla renk vermesi
PRENSIP: Iyot polisakkaritlerle renki kompeksler olustur. Nisasta molekiiliindeki baglara girerek fiziksel
ozelligini degistirir ve mavi bir renk olsturur.

MATERYAL:

1. Nisasta ¢ozeltisi

2. Iyot

3. Deney tupu

DENEYIN YAPILISI:

1. Deney tiipiine 2 ml nisasta siispansiyonu alinir.

2. Uzerine 1 damla iyot damlatilir. Mavi renk meydana gelir.
3. Karigim sitildiginda renk ne oldu?

4. Cesme altinda sogutuldugunda ne oldu?

YORUM:

DENEY NO:4

DENEY ADI: Benedict Deneyi
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DENEYIN AMACI: Benedict deneyi ile karbonhidrat oldugu bilinen ¢dzeltinin indirgeyici olup olmadig1
anlagilir. Bu deney ile idrarda seker varligi belirlenebildigi gibi konsantrasyonu da semikantitatif olarak tayin
edilebilir.

PRENSIP: Serbest aldehit ya da keton grubu (karboksil gurubu) tastyan karbohidratlar alkali —ortamda,
isinin da  etkisiyle bakir iyonlarimi +2'den +I’e indirgerler ve renk degisimi gdzlenir. Monosakkaritlerin

tamam serbest karbonil grubuna sahip oldugundan bu deneyde pozitif sonug verirler. (Disakkaritler ?)

Siikroz
& 1
HOCH HOCH

HOGCH

| ©

7 ™,
Sl NP
HON\ OH H /On
| )

O-i-r- Glukopiranezl- {1 —» 2)-[3-p -frilktofiiranozd

== Glukopiranoz

CH,OH CH,OH CHyOH CH.OH CH,OH

4 :U ,‘;U ::U :u
<| >'(r- (=t = Ll L
Laktoz ' y :

Amiylose

CH,0H CH,OH CHOH

-1 b 0
& -
0

CHOH CH,OH £Hy CHLOH CHOH

) 0 0 0, 0
1 T

Amylopectin

MATERYAL:

1.Kaynar su banyosu

2.Deney tlpl

3.Pipet

4 Benedict ayiraci (CuSO,4 + Sodyum sitrat, Na,COj3)

5. Karbonhidrat ¢6zeltileri (glukoz, sakkaroz, nisasta, laktoz)
DENEYIN YAPILISI:

1. Bir adet deney tiipii alinarak igerisine 2,5 ml benedict ayiraci koyulur.
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2. Uzerine 4-5 damla karbonhidrat ¢ézeltisi ilave edilir.

3. Tup kaynar su banyosunda 4-5 dakika bekletilir ve takip edilir.
4. Idrar kullamldiginda sekillenecek renkler ve yorumlari sdyledir:
Mavi veya ¢ok agik yesil => (-)

Yesil (tortulu) => (+)

Yesil - sar1 (tortulu)=> (+ +)

Sar1 - portakal (tortulu)=> (+ + +)

Portakal - kirmizi (tortulu) => (+ + + +)

YORUM:

DENEY NO: 5

DENEY ADI: Barfoed deneyi
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DENEYIN AMACI: indirgeyici oldugu bilinen sekerin monosakkarit mi, disakkarit mi oldugunu anlama.

PRENSIP: Monosakkaritler zayif asit ortamda da indirgeyici giic gostermesine karsin disakkaritlerin boyle
bir Ozellige sahip olmamasi veya ¢ok uzun siirede ¢ok az bir indirgeyici 6zellik gostermesi sebebiyle bu
deney monosakkaritlerin ve disakkaritlerin ayriminda kullanilir, indirgenme reaksiyonlari iginde sadece bu

deney zayif asit ortamda gergeklesir.

H o HO !

R N
? +2Ccut 4+ 2H,0 — = ? + Cu0 + 4H*
MATERYAL

1. Barfoed ayirac1 (Bakir asetat + Glasiyal asetik asit)
2. Glukoz ¢ozeltisi

3. Laktoz ¢ozeltisi

4. 2 adet deney tlpu

5. Kaynar su banyosu

DENEYIN YAPILISI:

1. Iki adet deney tiipii alnarak biri G (glukoz), digeri L (laktoz) olarak isaretlenir.

2. Her iki tiipe 2 ml barfoed ayirac1 konur.

3. G tuplne 0,5 ml glukoz, L tipine 0,5 ml laktoz ilave edilir.

4. Her iki tlip kaynar su banyosuna konur ve gézlem yapilir.

5. G tupunde 5 dakika igerisinde kirmiz1 bir tortu olusur. L tiipiinde ise ¢ok daha uzun bir sirede ¢Okelek
olusumu goézlenir.

YORUM:

DENEY 6

DENEY ADI: Seliwanoff Deneyi
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DENEYIN AMACI: Indirgeyici oldugu bilinen monosakkaritin aldoseker mi, ketoseker mi oldugunun
anlasilmasi.

PRENSIP: Seliwanoff keton grubu tasiyan sekerlerin tanmnmasi i¢in uygulanan bir deneydir. Cozelti
icerisindeki sekerin aldogseker mi yoksa ketoseker mi oldugu bu deneyle anlagilir. Deneyde kullanilan reaktif
igerisindeki rezorsin ile keton grubu tasiyan karbonhidrat {initesi arasinda sekillenen (reaksiyon neticesinde
kirmizi bir renk ortaya ¢ikar) bu durumun goriilmesi ketoz sekerler icin pozitiftir. Aldoz sekerler de bu

deneyde pozitif sonug verebilir. Fakat bunun anlasilmasi i¢in uzun siire beklemek gerekir. Renk yogun ve net

olmayabilir.
TH227 cH.oH T2} cHo
H*] [H*], 0,5 O,
QHO OH -3 H20 @ 7N
OH
OH 3 HO
2
OH

MATERYAL.:

1. Seliwanoff ayiraci

2. Fruktoz cozeltisi,

3. Glukoz ¢ozeltisi

4. Kaynar su banyosu

DENEYIN YAPILISI:

1. 3 adet deney tiipii alinir. Birinci tupe 2 ml fruktoz ve ikinci tipe 2 ml glukoz, ucuncl tipe de kontrol
amaciyla 2 ml seliwanoff reaktifi koyulur.

2. 1k iki tiipe 1-2 ml seliwanoff ayiraci ilave edilir ve karistirilir.

3. Bitun tlpler kaynar su banyosuna konur.

4. 5-10 dakika igerisinde fruktoz bulunan ¢ozeltide kirmizi rengin sekillendigi goriiliir. Daha uzun sire
beklenildiginde, daha acik renkte olmak {izere, glukoz bulunan tiipte de renk sekillenir. 3. tlipteki reaktifin
kendi renginde ise bir degisme meydana gelmez.

YORUM:

DENEY NO: 7
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DENEY ADI: Moore deneyi

PRENSIP: Yogun alkalilerin tesiri ile sekerler polimerize olurlar ve ayn1 zamanda rediiktanlar meydana

getirirler. Glukoz cozeltisi Uzerine NaOH c¢ozeltisi ilave edilerek 1sitilirsa bahsedilen etkiler neticesinde

karigimin rengi Once sar1, sonra da kahverengiye doniisiir ve karamela kokusu duyulur.

MATERYAL.:

1. Bunzen beki

2. Glukoz cozeltisi
3. NaOH c¢ozeltisi
4. Masa

5. Deney tlpl

6. Pipet

DENEYIN YAPILISI:
1. Bir deney tiipii alinarak icerisine 2 ml glukoz ¢ozeltisi konur ve Uzerine 1 ml NaOH ilave edilir.
2. Deney tiipti egik tutularak ve karistirilarak bunzen bekinin alevinde 1sitilir.

3. Karigimin rengi degisir ve karamela kokusu olusursa deney pozitif sonug vermistir.

YORUM:
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DENEY NO: 8

DENEY ADI: Nisastanin enzimle hidrolizi

DENEYIN AMACI: Nisastanin tiikiiriik ile hidrolizi

PRENSIP: iyot ile maviye boyanmis nisasta ¢ozeltisi tiikiiriik ile karistirldiginda tiikiiriikte bulunan alfa

amilaz enzimi nisasta molekiillerini pargalar.

MATERYAL:

1. Nisasta siispansiyonu
2. iki deney tiipii

3. Iyot

4. Tukadruk

DENEYIN YAPILISI:

1. Tiipe 5 ml nisasta siispansiyonu alinir.

2. 1 damla iyot ¢ozeltisi ile mavi rengin tesekkiil etmesi saglanir.

3. Bu karnigim i¢inde tiikiiriik bulunan ikinci tiipe dokiiliip karigtirilir.

4. Rengin acilmasi izlenir.

5. Rengin agilmasini takiben benedict testi yapilirsa ne olur?

YORUM:
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DENEY NO: 9

DENEYIN ADI: Nisastamin HCl ile hidrolizi

PRENSIP: HCI, nisastay1 glukoz {initelerine hidrolize eder.
MATERYAL:

1. Nisasta siispansiyonu

2. HC1

3. Kaynar su banyosu

4. Deney tupu

DENEYIN YAPILISI:

1. 5-6 ml nisasta slispansiyonu alinir,

2. Uzerine 1 ml HC1 ilave edilir.

3. Kaynar su banyosuna konur.

4. Birkag dakikalik aralarla bu tiipten diger tiipe 0,5 ml karisim alinip gesme altinda soutulur. Uzerine
1 damla iyot damlatilir ve rengine bakilir.

5. Hidroliz siiresince iyot ile renk kontroliinde sirasi ile su renkler takip edilir:

Koyu mavi — Hidroliz 6ncesi

Acik mavi — Amilodekstrin (hidroliz baglangicinda)

Kirmiz1 Eritrodekstrin

-

Renksiz  _,, Ortamda 50 Uniteden blyuk glukoz molekult yoktur.

6. Renksiz asamaya gelindiginde nisastanin hidrolizi tamamlanmistir. Bu asamada NaOH ile

notiirlestirilerek benedict testi uygulanirsa ne olur?
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IV. PROTEIN, AMINO ASIT ve LIPID TANIMA REAKSIYONLARI
Genel Ac¢iklama:Amino asit ve proteinler ¢oziindiikleri ortamin pH'sina gére anyon ya da katyon halini

alirlar. Basit bir amino asit formiilii lizerinde bu durum asagidaki sekilde izah edilebilir:

H H
| —_— |
sHN—C —Cco0oH SHN—C—C OO
! |
CH, ) CH;
Katyvon (asit ortamda) Anvon (bazik ortamnda)

Her amino asit ve protein igin 6zel bir pH noktas1 vardir ve bu noktada zwitter iyon formuna
gecerler. Bu formda hem anyon hem de katyon 6zelligi gosteren yapilar net elektriksel yiikk bakimindan
notrddrler ve ¢okerler.

Katyon formuna gecen (asit ortamda) amino asit ve proteinler ortamdaki anyonlar ile, anyon formuna
gecenler de (alkali ortamda) katyonlar ile (agir metaller) birleserek suda ¢oziinmez metal tuzu teskil ederler.
Zay1f alkali ve asitlerle olusan denatiirasyonun prensibi bu sekildedir.

Is1 ile koagiilasyonda 1smin ¢6ziinmiis proteinlerle su molekiilleri arasindaki iligskisini bozmasindan
kaynaklanan beyaz bulaniklik gozlenir.

Proteinlerde denatiirasyon iki sekilde gerceklesir: Reversibl ve irreversibl. Reversibl denatlirasyon
zayif asitlerle sekillenir. Zayif asit olan asetik asitle denatiirasyon olugmazken, triklorasetikasit (TCA) ile
olusan denatiirasyon TCA'nin anyon kokinun (CI') katyon halindeki proteini notralize etmesi esasina daynir.
Seyreltik NaOH ilavesi ile denatiire olan tiipteki proteinlerin renature olmasi bu durumu gosterir.

HC1, HNO; gibi kuvvetli asitler ise proteinlerin irreversibl denatlirasyonunu saglar. Bu sekilde
denatire olan protein bulunan tipin, NaOH ilavesiyle notralizasyonu sonucu denatiirasyon kaybolmaz.

Aromatik amino asitler ise HNOg ile 6zel bir reaksiyona girerek nitroza bilesiklerini olustururlar.
Protein c¢ozeltisine HNOj ilavesi neticesinde sekillenen beyaz bulaniklik irreversibl denatiirasyonu gosterir.
Sayet proteinlerde aromatik amino asit varsa, 1s1 uygulanmasiyla sari renk olusumu gozlenir. Sart renk
nitroza bilesiginin rengidir. Karisima NaOH gibi alkali bilesik ilave edilirse renk koyulasarak portakal sarist

rengini alir. Rengin koyulagmasi ise nitroza tuzlarimin olustugunu gosterir.
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PROTEIN ve AMINOASIT DENEYLERI
1. Is1 ile koagiilasyon

Kaynatma deneyi

Tanret deneyi
2. Zayi1f asitler ile denatiirasyon
3. Kuvvetli asitlerle denatiirasy

Heller halkas

Ksantoprotein
4. Ninhidrin deneyi
DENEY NO:1
DENEYIN ADI: Is1 ile Koagiilasyon
A. Kaynatma Deneyi
MATERYAL:
1. Asetik asit % 3
2. Numune (protein ¢ozeltisi ve idrar)
3. Deney tilpl
4. Pipet
5. Masa
6. Bunzen beki
DENEYIN YAPILISI:
1. Deney tupune 2-3 ml kadar idrar alinarak bunzen bekinde 1sitilir. Isitmay1 takiben bulanmiklik goriilmesi
proteinler igin pozitiftir.
2. Idrarda protein aranmasi icin yapilan kaynatmada protein harici diger faktorler de (karbonat ve fosfat
kristalleri) bulanikliga neden olur. Ayirt edilmesi igin iizerine birkag damla (0.5 ml kadar) %3'luk asetik asit
ilave edilir.
YORUM:
Asit ilavesi sonucunda : Bulaniklik kaybolmaz ve artarsa protein,bulaniklik kopiirme tarzinda kaybolursa

karbonat, bulaniklik kopiirme olmadan kaybolursa da fosfat kristalinden oldugu diistiniilir.
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B. Tanret Deneyi

MATERYAL:

1. Tanret reaktifi:( KI + HgCl, + asetik asit % 20)

2. Numune (Protein ¢ozeltisi veya idrar)

DENEYIN YAPILISI:

1. Deney tiipiiniin 2/3' i kadarina protein ¢ozeltisi veya idrar alinir.

2. Tiip tahta masayla tutularak ve 45°C'lik ag¢iyla egilerek tiipteki ¢ozeltinin list kismi kaynayincaya kadar
alevde 1sitilir.

3. 3-4 damla tanret reaktifi damlatilir

4. Bulaniklik izlenir.

YORUM:

DENEYNO: 2
DENEYIN ADI: Zayif asitler ile denatiirasyon
DENEYIN PRENSIBI: Proteinlerin asit ilavesi sonucu asit pH'da katyon haline gecmesi ve sonra da

atomdaki negatif yikli CI” iyonlari ile notiirleserek ¢okmesi esasina dayanir.

R.CHNH; + C(CIzCOOH ———=
I TCA
COCH

Amino asit Suda ¢cézunmez kompleks (beyaz ¢okelti)

R.ClH.NHg_ cr

COOH

R.CHNH; ¢ + NaOH c—_—= RCHNH + CI
I |

COOH COO-
Suda ¢dzunmez kompleks Alkali pH
(bevaz cokelti) (gziiniir, berrak)
MATERYAL.:
1. Asetik asit

2. Triklorasetik asit % 20'lik (TCA)

3. Silfosalisilikasit % 10'luk

SN

. Sodyum hidroksit % 10'luk (NaOH)

o1

. Numune (protein cozeltisi: dilte edilmis yumurta beyazi)
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DENEYIN YAPILISI: Yukarida anlatilan bilgiler dogrultusunda asagidaki 6 uygulamay: yapmiz ve her
basamakla ilgili gbzleminizi ve sebeplerini yaziniz.

1.Uygulama:

a. Deney tiipiine diliie edilmis yumurta beyazi alinir.

b. Uzerine 0.5 ml % 3'lik asetik asit ilave edilir.

2.Uygulama:

a. Deney tiipiine diliie edilmis yumurta beyazi alinir.

b. Uzerine 0.5 ml TCA ilave edilir.

3.Uygulama:

a. Deney tiipiine diliie edilmis yumurta beyazi alinir.

b. Uzerine 0.5 ml stlfosalisilik asit ilave edilir.

4.Uygulama:

2. Uygulamadaki tiip kangimina bulniklik olustuktan sonra % 10'TukNaOH' ten damla damla ilave edilir.
5.Uygulama:

a. 1. Uygulamadaki deney tupine bir miktar NaCl ilave edilir.

b. 5. Uygulamadaki deney tiipiine % 10' luk NaOH' ten damla damla ilave edilir.

YORUM:
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DENEY NO: 3

DENEYIN ADI: Kuvvetli asitler ile denatiirasyon

A. Heller Halkasi

DENEYIN PRENSIBI: Proteinlerin kuvvetli asitlerle denatiirasyonu esnasinda dayanir. Nitrik asitin
yogunlugundan dolay1 dibe ¢okmesini takiben iki sivinin temas yiizeyinde denatiirasyondan dolay1 halka
tarzinda beyaz bir bulaniklik gézlenir. Bu beyaz halkaya Heller Halkas1 denir.

METARYAL:

* Nitrik asit (HNOj3)

* Numune(Protein ¢ozeltisi—diliie yumurta aki )

DENEYIN YAPILISI:

1. Deney tuptne 2-3 ml HNO; konur.

2. Pipetle 2-3 ml numune tiipiin kenarindan sizdirilir. (Bu esnada tiip 45°egik olmali)

B- Ksantoprotein Deneyi

PRENSIP: Yapisinda aromatik halka bulunan fenilalanin ve triptofan gibi aminoasitler igin karakteristiktir.
Bdyle bir amino asit veya protein ¢ozeltisi lizerine konsantre nitrik asit ilave edildiginde 6nce beyaz bir tortu
, 1s1tilirsa sar1 bir renk meydana gelir. Daha sonra alkali ilave edilmesi halinde sar1 renk koyu portakal saris1
veya turuncu diyebilecegimiz renge doniisiir.

MATERYAL:

1. HNO; (Nitrik asit)

2. % 40-50 NaOH

3. Numune (Aromatik amino asitten zengin amino asit ¢ozeltisi)

DENEYIN YAPILISI:

1. Heller halkas1 deneyinde kullanilan tiip karistirilir veya deney tiipiine 2-3 ml HNO; ve 2-3 ml numune
konur.

2. Bulaniklik olusur.

3. Tiipteki karisim alev tizerinde 1sitilir. Isitmayi takiben sari renk ( nitroza bilesigi) olusur.

4. Sar1 renkli karigim iizerine 0.7 ml % 40-50 ‘lik NaOH eklenir. Rengin koyulastig1 gozlenir.

YORUM:
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DENEY NO: 4

DENEYIN ADI: Ninhidrin Deneyi

PRENSIP: Giiclii bir okside edici madde olan ninhidrin, amino asitlerin oksidatif dekarboksilasyonuna
neden olarak CO,, NHj; ve aldehit meydana getirir. Daha sonra indirgenmis ninhidrin serbest hale gelen
amonyak ile reaksiyon vererek mor-mavi renkli kompleks olusur. Prolin ve hidroksiprolin ise ninhidrin ile
sar1 renk verirler.

1. Ninhidrin +Aminoasit — Hidrindantin + Aldehit + CO, + NH;

2. Hidrindantin + NH3 + Ninhidrin — Mor-mavi renkli kompleks + 3 H,O

MATERYAL:

1. Ninhidrin ¢ozeltisi

2. Bunzen beki

3. Numune (aminoasit ¢ozeltisi)

DENEYIN YAPILISI:

1. Deney tipiine | ml. amino asit ¢ozeltisi pipetle konur.

2. Uzerine 5 damla ninhidrin eklenir.

3. Tiip bunzen bekinde 2 dakika kaynatilir.

4.Tahta masayla tutulan tiip sogutularak (Buzlu su veya ¢esme suyu ile), tiipteki karisimin rengi takip edilir
(Ne kadar zaman gegiyor ve renk tonu siddeti nasil degisiyor ?)

YORUM:
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LIPID DENEYLERI

DENEY NO: 1

DENEYIN ADI: Kunkel Fenol Deneyi

PRENSIP: NaCl nin fenol eriyigi ile serumun karistirilmasi, B-lipoproteinlerin bir kismunin kaba parcali

¢okelekler olusturmasina neden olur. Bu veriye dayanilarak alinan numune igerisinde lipid tayini yapilir.

MATERYAL.:
1. Deney tiipu
2. Pipet
3. Serum

4. Kunkel fenol reaktifi (Fenol + NaCl)

DENEYIN YAPILISI:

1. Bir deney tiipii alinarak icerisine 3,5 ml kunkel fenol reaktifi konur.
2. Uzerine pipetle alimis olan 0,2 ml serum ilave edilir.

3. Tiip iyice ¢alkalanir.

4. 30 dakika beklemeye birakilir

YORUM:
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V. KOLORIMETRI

Cozelti icindeki madde miktarini ¢6zeltinin renginden faydalanarak 6l¢me islemine kolorimetri, bu tip
Ol¢iimde kullanilan cihazlara da kolorimetre denir. Kolorimetrik 6lgimde, konsantrasyonu Olculecek
¢ozeltinin rengi degisik konsantrasyonlardaki standartlarin rengiyle karsilagtirilarak degerlendirilir.
Cozelti icindeki madde miktarimi ¢6zeltiden gegen veya ¢Ozeltinin tuttugu 1sik miktarindan faydalanarak
6lgme islemine fotometri, bu tip dlglimde kullanilan cihazlara da fotometre denir.
Fotometrik olcimde, renksiz cozeltilerin konsantrasyonu da olgiilebilir. Analiz edilen 6rnek tlizerine 1s1k
demetinin bir kismin filtreler kullanarak ayiran ve gonderen aletler kolorimetre veya fotometre olarak
adlandirilirken, yariklar ya da prizmalar araciligi ile bu seciciligi yapan aletler spektrofotometre olarak

adlandirilirlar.

dedektor

paikiasiiiat g =
., e
cikas arahg b —

5 P RO AR RS phna e T i RS, “
monokramatdr 4 GO0
giris arahz l;‘ et 3
g Pl " .. | |
2 i

1
151k kaynag

TOO mum

500 nm

/\/—\ 400 nm

DENEY NO:1

DENEYIN AMACI: 0,001 M KMnOQ, ¢ozeltisinin 400 nm'den baslayarak absorbansinin 6l¢iilmesi ve en
yiiksek absorbans verdigi dalga boyunun bulunmasi

MATERYAL:

1. KMnO,

2. Kivet

3. Distile su

4. Fotometre
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DENEYIN YAPILISI:

1. Bir adet kiivet alinir ve icerisine distile su doldurulur, kér olusturulur

2. Korle fotometrenin sifir ayari yapilir.

3. Bagka bir kiivet alinarak icerisine KMnO, doldurulur.

4. Dalga boyu 400 nm'den baslanarak 20'ser nm arttirilarak absorbans 6l¢timii yapilir.
5. Dalga boyu-absorbans grafigi ¢izilir.

6. En yiiksek absorbans verdigi dalga boyu bulunur.

Dalga Boyu | Absorbans Dalga Boyu | Absorbans
1 400 520
2 420 540
3 440 560
4 460 580
5 480 600
6 500
A
Amax
:
=

A Dalgaboyu
max



DENEY NO: 2

DENEYIN AMACI: Standart grafiginden faydalanarak numunenin bilinmeyen konsantrasyonunu bulma
DENEYIN PRENSIBI: Deney, ¢ozeltilerin kiivetlere doldurularak fotometrede absorbanslarinin élgiimiine
ve konsantrasyonu bilinmeyen KMnO, ¢ozeltisinin de absorbansinin 6lgiilerek, c¢izilen grafikten
konsantrasyonunun bulunmasi esasina dayanir.

MATERYAL:

1. %50, %25,%12.5,%6.25'lik ve konsantrasyonu bilinmeyen KMnO, ¢ozeltisi

2. Kivet

3. Distile su

4. Fotometre

DENEYIN YAPILISI:

Standart | Konsantrasyon Absorbans

OB WIN -

1. Kivetler % 50, % 25, % 12,5, % 6,25'lik ve bilinmeyen konsantrasyonlu KMnQ, ¢dzeltisi ile doldurulur.
2. Fotometrede bu ¢ozeltilerin absorbanslar 6l¢iiliir. Elde edilen élglimlerle absorbans-konsantrasyon grafigi
cizilir.

3. Grafik yardimiyla konsantrasyonu bilinmeyen numunenin konsantrasyonu bulunur.

NOD
Bilinmevyenin konsantrasyonn = = S Konsantrasyonu

SOD

formuliinden de bulunarak karsilastirlir.

T

.A.bsorans

Konsantrasyon el
bilinmeyenin OD'si

‘ Konsantrasvon

Konsantrasyonu
bilmmevenin C'si
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DENEY NO: 3

DeneyinAdi: End-Point Kreatinin tayini

MATERYAL:

1. Distile su 7. Kivet

2. TCA 8. Fotometre

3. Renk reaktifi 9. Otomatik pipet
4. Standart 10. Deney tupu
5. Serum 11. Vorteks

6. Santrifiij cihazi
DENEYIN YAPILISI:

1. Ug adet deney tiipii alinir. K&r, standart ve numune seklinde isaretlenir ve asagidaki pipetlemeler yapilir.

Kor Standart Numune
Serum - - 1ml
Standart - 0.1 ml -
Distile su 0.5ml 0.4 ml -
TCA 1ml 1ml 2ml

2. Tipler vorteksle karigtirtlir. Oda sicakliginda 5 dk bekletilir. Numune tlipt 4000 devirde 10 dk santrifij

edilir. Daha sonra asagidaki islemler yapilir

Kor Standart Numune
Supernatan - - 1.5ml
Renk reaktifi 1.5ml 1.5ml 1.5ml

3. Tiipler oda sicakliginda 30 dakika bekletilir.

4. Beklemeden sonra Kor, Standart, Numune kilvetleri hazirlanir.

5. Fotometrede kiivetlerin 530 nm'de kore karsi absorbans degerleri okunur.

6. CN degerini bulabilmek igin;

YORUM

AN

CN=

X Cstd  formiilii kullanilir.
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VI. ENZIMLE HIDROLIZ
DENEYIN AMACI: Cesitli faktorlerin iireaz enziminin katalizledigi reaksiyonun hizina etkisinin
bulunmasi.
MATERYAL:
1. Substrat (URE) ¢ozeltiler ( 50, 100, 250, 500, 1000, 1500 mM)
2. UREAZ cozeltisi
3. HgCl; (%1)
4. Parakloromerkuribenzoat (PCMB) (7x10™ M)
5. 0,5 N Metil red (indikator)
6. Fosfat tamponu (pH=7, 0.1 M)
7. Pipet
8. Deney tiipu
9. Erlenmayer
10.HC1 (0.5 N)
11.Benmari
12.Buret
PRENSIP: Ureaz enzimi asagidaki reaksiyonu katalizler:
) ureaz

NH,- g -NH; + H,O ------mm-- » 2NH; + CO,
Yukaridaki reaksiyonun hizina etki eden g¢esitli faktorler arastirilacaktir. Reaksiyon hizi iiriin miktar:
cinsinden Ol¢iilecektir. Bunun i¢in deney sonucu agiga ¢ikan NHj3, HC1 ile titre edilir. Harcanan HCI miktar1
hiz olarak alinir veya harcanan HCI miktarindan NH3 miktar1 da asagidaki sekilde hesaplanabilir:
Harcanan HCI miktar1 NH; miktarina esit olacagindan;
Ve () xMyg  (mol/lt) = ..o Molyc =...... molyns eder.
Buradan pargalanan iire miktar1 da bulunabilir.
NOT: Ureaz insan viicudunda bulunmaz, soya fasulyesinden elde edilir ve insanlarda kan iresi tayininde

kullanilir.
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DENEY NO: 1

DENEYIN ADI: Sicakhi@in reaksiyon hizina etkisi

MATERYAL:

1. 7 adet erlenmayer 4. Metil red 7. PCMB veya HgCl, 10. 7 adet deney tupl
2. Pipet 5. Ure 8. Ureaz 11. Benmari

3. HCI 6. Bret 9. Biiret tutucu

DENEYIN YAPILISI:

1. 7 adet erlenmayer alinir. (100 veya 250 ml'lik)
2. Erlenmayerlerin iizerlerine K1, K5, D1, D5, D3, D4, D5 yazilir.

3. 7 adet deney tiipii alinir, hepsi yukaridaki gibi isaretlenir ve asagida belirtilen pipetlemeler yapilir.

K, K, D, D, D3 Dy Ds
Substrat (Ure) | 4ml | 4ml 4aml 4aml 4aml 4ml 4ml
(IM)
PCMB  wveya |4 4 - - - - -
HgCl, damla | damla
Ureaz iml | 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml iml

4. Tipler kanstirilir.

K1 oda sicakliginda

K, kaynar suda

D1 oda sicakliginda *T0m tipler 30 Dakika inklbe edilir.
D, 37°C'de

D; 56°C'de

D, 75°C'de

Ds kaynar suda

5. Inkiibasyon sonunda D tiiplerine 3'er damla PCMB veya HgCl, damlatilir ve karistirilir.
6. Tiplerdeki reaktifler kendilerine karsilik gelen erlenlere bosaltilir ve 2'ser damla metil red ilave edilerek

titrasyon yapilir.
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7. K (kor) tiiplerinde harcanan HCI miktarinin ortalamasi alinir.

8. Diger tiipler i¢in harcanan HCI miktarindan ¢ikarilir.

9. Cikan sonug 2 ile ¢arpilir.

10. Sicakliga kars1 harcanan HCI miktar grafige cizilir.

* Optimum sicaklik bulunur ve bundan sonraki deneyler belirlenen optimum sicaklikta yapilir.

NOT:

a) Kor deneyleri, ortamda enzimin etkisi olmadan bulunabilen NH; miktarin1 veya NHz'den bagska HCl'yi
harcayan sebepleri ortadan kaldirmak icindir.

b) Inkiibasyonlar 30 dakika yapildig1 igin sonuglar 2 ile garpilmalidir. Ciinkii hiz ifadesinde birim zaman 1
saattir.

SONUGC: (Optimum sicaklik)
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DENEY NO: 2

DENEYIN ADI: Enzim miktarinin hiza etkisi

MATERYAL.:

1. 7 adet erlenmayer 7. Ureaz cozeltisi
2. 7 adet deney tlpi 8. Vorteks

3. PCMB veya HgCl, 9. Bret tutucu
4. Buret 10.HCI

5. Metil red 11.Distile su

6. Ure ¢ozeltisi

DENEYIN YAPILISI:

1. 7 adet erlenmayer alinur.

2. Uzerleri K1, K,, D; D5, D3, D4, Ds seklinde isaretlenir.

3. 7 adet deney tiipii alinir, hepsi yukaridaki gibi isaretlenir ve agsagidaki pipetlemeler yapilir.

Ky K, D, D, D3 D, Ds
Substrat (Ure) | 4ml | 4ml 4ml 4ml 4ml aml 4ml
(M)
Distile su 5mi 1ml 5mi 4ml 3ml 2ml Iml
PCMB  veya | 4 4 - - - - -
HgCl, damla | damla
Ureaz 1ml 5ml 1ml 2ml 3ml 4ml 5ml

4. Tiipler karistirilir ve hepsi optimum sicaklikta 30 dakika inkiibe edilir.

5. Inkiibasyon sonunda D tiiplerine 4'er damla PCMB veya HgCl, ilave edilir ve karistirilir.
6. Her tiip kendi erlenine bosaltilir ve 2'ser damla metil red ilave edilerek titrasyon yapilir.
7. Her tiip i¢in harcanan HCI miktar1 2 ile ¢arpilir.

8. Enzim miktarina karsilik gelen HCI miktar1 grafige ¢izilir.

SONUC:
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DENEY NO: 3

DENEYIN ADI: pH'min hiza etkisi

MATERYAL.:

1. 7 adet erlenmayer 6. Ure ¢ozeltisi
2. 7 adet deney tiipli 7. Ureaz ¢ozeltisi
3. PCMB veya HgCl, 8. Vorteks

4. Blret 9. Buret tutucu
5. Metil red 10.HCI
DENEYIN YAPILISI:

1. 7 adet erlenmayer alinir. K1, K,, Dy, Dy, D3, D4, D5 seklinde isaretlenir.
2. 7 adet tiip alinir. Ki, K, Dy, D,, D3, Dy, Ds seklinde isaretlenir.

3. Pipetlemeler yapilir.

K, K, D, D, D; D, Ds
Substrat (Ure) | 4ml 4ml 4aml 4aml 4ml 4ml 4aml
(750mM)
pH 3 9 3 5 7 9 11
PCMB  veya | 4damla | 4damla | - - - - -
HgClz
Ureaz iml iml iml iml iml 1ml 1ml

4, Karistirilir ve biitiin tiipler optimum sicaklikta 30 dakika inkiibe edilir.

5. Inkiibasyon sonunda D tiiplerine 4'er damla PCMB veya HgCl, damlatilir.

6. Karistirilir.

7. Her tip kendisine Karsilik gelen erlene bosaltilir. K1, Dy, D,, Dserlenlerine 2’ser damla metil red, K, Dy,
D5 erlenlerine 2'ser damla metil oranj damlatilir.

8. Titrasyonlar yapilir. Harcanan HC1 miktar1 2 ile ¢arpilir.

9. Sonuglar, pH'ya karsilik harcanan HCI miktar1 seklinde grafige cizilir.

SONUGC: (Optimum pH)
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VIIL. ENZIM KINETIiGi

DENEY NO: 1

DENEYIN ADI: Substrat miktarinin enzim hizina etkisi

MATERYAL:

1. 10 adet erlenmayer 6. Ure gozeltisi
2. 10 adet deney tipl 7. Ureaz ¢ozeltisi
3. PCMB veya HgCl, 8. Vorteks

4. Buret 9. Bdret tutucu
5. Metil red

10.HCI

DENEYIN YAPILISI:

1.Toplam 10 adet erlenmayer alinir.

2. K1, Ky, K3, S1, Sy, Sz, Sy, Ss, Sg,S7 seklinde isaretlenir.

3. 10 adet tiip almur.

4. Ky, Ky, K3, Sy, Sy, S3, 'S4, Ss, Sg,S7 seklinde isaretlenir.

5. Butin tdplere 4'er ml Ure ¢ozeltisi ilave edilir.

6. K tuplerine 3'er damla PCMB veya HgCl, ilave edilir.

7. K tiiplerine 1'er ml iireaz ¢ozeltisi ilave edilerek karistirilir.
8. K tiipleri optimum sicaklikta 30 dakika inkiibe edilirler.

9. S tuplerine 5'er dakika ara ile 1'er ml (ireaz ¢ozeltisi ilave edilir.

Kl K2 K3 Sl Sz 83 S4 85 SG 87
Substrat | 4ml 4ml 4ml 4ml 4ml 4ml 4ml 4ml 4ml 4ml
(Ure 100 500 1000 50 100 | 250 500 750 1000 1500
mM)
PCMB 4 damla | 4damla | 4damla | - - - - -
veya
HgCIZ
Ureaz iml iml iml iml iml | 1ml | 1ml iml iml 1ml

10. Karnistirilir ve optimum sicaklikta 30 dakika inkiibe edilirler.
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Ky K, Ks S: S S3 Sy Ss Se S;
PCMB | - - - 2 2 2 2 2 2 2
veya daml | damla | damla | damla | damla | damla | damla
HgCl, a

11. Inkiibasyon sonunda tiipler tekrar S'er dakika ara ile benmariden gikarilir.

12. S tiiplerine 2'ser damla PCMB veya HgCl, damlatilir

13. Her tiip (K'lar dahil) kendilerine karsilik gelen erlenlere bosaltilir, her birine 2'ser damla metil red ilave

edilir.

14. Titrasyon yapilir.

15. Titrasyonda harcanan HCI

harcanan HC1 seklinde grafik kagidina ¢izilir.

16. V rax Ve Ky degerleri bulunur.

17. Ayni degerler Lineweaver - Burke egrisi ¢izilerek de bulunur.

YORUM:

miktar1 2 ile carpilir ve sonuglar substrat konsantrasyonlarina karst
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DENEY NO: 2 Peroksidaz ve Katalaz Enzimi

DENEYIN ADI ve AMACI: Peroksidazin etkisinin goriilmesi

Peroksidaz enzimi asagidaki reaksiyonu katalizler.

Peroksidaz

H,O, + AH, e » 2H,O+A reaksiyonunu katalizler.

MATERYAL:

1. Deney tlp

2. Damlalik

3. % 10'luk benzidin

4. Hemolizat (5 ml distile su + 0.5 ml kan)
5. %310k H,0,

DENEYIN YAPILISI:

Deney no: |

1. Bir deney tiipune 0.5 ml H,0; ve 2 damla benzidin alinur.

2. Daha sonra hemolizat ilave edilir (hemolizatta peroksidaz enzimi bulunur).

3. Reaksiyon sonunda renk degisimi ve gaz ¢ikist gézlenir

Deney no: 2

1. Bir deney tiipiine hemolizat alinir.5 dakika bek alevinde kaynatildiktan sonra oda sicakliginda sogumaya

birakilir.
2. Uzerine 0.5 ml H,0, ve 2 damla benzidin ilave edilir.

3. Reaksiyon sonucu gozlenir.

YORUM:
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DENEY NO: 3

DENEYIN ADI ve AMACI: Katalaz enziminin etkisinin gorilmesi

Katalaz
PRENSIiP: H,0, -> H,0 + 1/2 O, reaksiyonunu katalizler.
MATERYAL:
1. Deney tlpu
2. Hemolizat (Bir deney tiiptine 0.5 ml EDTA'l1 kan konur, {izerine 5 ml soguk distile su ilave

edilir.  Siddetle ¢alkalanir.)

3. %3 luk H,0,
DENEYIN YAPILISI:

Deney No: 1

1. Bir deney tiipii igerisine hazirlanan hemolizat konur. Uzerine 0.5 ml H,0, ilave edilir.

2. Reaksiyon sonucu olusan gaz ¢ikisi gozlenir.

Deney no: 2
1. Bir deney tiipii i¢erisine hazirlanan hemolizat konur.
2.5 dakika bek alevinde kaynatildiktan sonra oda sicakliginda sogumaya birakilir.
3. Uzerine 0.5 ml H,0, ilave edilir.

4. Reaksiyonun sonucu gozlenir.

YORUM:
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VIll. ANAEROBIK GLIKOLiZ
Deneyin Amaci: Anaerobik glikolizin gézlenmesi. Bunun igin O, siz ortamda glukozun yikimi ile
olusan laktik asit, ortamda azalan glukoz ve fosfor tayini yapilacaktir.
MATERYAL:
1. Reaktifler
A.Kombine Cozelti: Glukoz, Nikotinamid + Fosfat Tamponu
(Nikotinamid, beyin ekstresinde bulunan ve NAD'yi parcalayan NADaz enzimini inhibe eder.Fosfat
tamponu, hem ortamin pH'sini sabit tutar, hem de glikolizin devami igin gerekli olan fosforu
saglar.)
B. KHCO;: K*, glikolizdeki kinaz enziminin aktivatoridur.
C. MgCl,: Mg, glikolizdeki kinaz enziminin aktivatéridir
D. Beyin Ekstresi: Mitokondrileri alinmis fare beyni ekstresidir. Igerisinde glikoliz enzimleri, ATP
ve NAD bulunur.
2. Deney tipt
3. Pipet
4.Kolorimetre
DENEYIN YAPILISI:
1. iki adet deney tiipii alinir.

2. Asagidaki pipetlemeler yapilir. (Once tiip 2, sonra tiip 1 hazirlanir.)

Tup1l Tup 2
Kombine Cozelti 0,2 ml 0,2 mi
MgCl, 0,05 ml 0,05 mi
KHCO; 0,05 ml 0,05 mi
Beyin Ekstresi 0,1 ml 0,1 ml
Distile su 0,1 ml 0,1 ml

3. Tiip 2 karistirilir, 37°C'de 45 dakika inkiibasyona birakilir.
4. Tip 1 hazirlanir, karistirilir ve bekletilmeden glukoz, fosfor ve laktik asit calisilir.

5. Tiip 2 i¢in de inkiibasyondan sonra ayni islemler yapilir.
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GLUKOZ TAYINI:

Glukoz Oksidaz Metodu:  Giinlimiizde rutin amaglar i¢in en ¢ok kullanilan metoddur. Glukoz
oksidaz, mantarlardan elde edilen bir enzimdir. Glukoz tayini icin oldukca spesifik bir metoddur.
Prensip: Glukoz oksidaz, havadaki molekiiler oksijeni kullanarak glukozdan, glukonik asid ve H,O,
olusturur. H,O,, fenol ve ampiron gibi maddelerle peroksidaz enzimi varliginda reaksiyona girerek
renkli bir kompleks olusturur. Rengin siddeti ortamdaki glukoz miktar1 ile dogru orantihidir.

Reaksiyonlar agagidaki sekilde cereyan eder:

GOD
Beta-D-Ghikoz » Beta-D-Glukonat + HaO2
Percksidaz
H:0: +  Hidroksibenzoat-Na-4aminoantipirin » H,0 + Kinon kompleksi
Kirmiz renkh
DENEYIN YAPILISI:
1. Asagidaki pipetlemeler yapilir.
Kor tipu | Standart tupu Numune tipu

Numune - - 10 pl
Distile su 10 pl - -
Standart - 10ul -
Reaktif 1ml 1ml 1ml

2. 490 nm dalga boyunda absorbanslar1 kdre kars1 okunur.

Hesaplama: NOD

Glukoz (mg/dl) = ----------- X SK

SOD
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FOSFOR TAYINI

PRENSIP: inorganik fosfor, siilfiirik asit varhiginda amonyum molibdatla reaksiyona girerek renkli
bir kompleks olusturur

7(H3PO, ) + H,SO, +12(M0702)° ——  7H;PO, (M00O3)1, + 3607

Inorganik fosfor Fosfomolibdat kompleksi

REAKTIFLER:

I.Renk reaktifi: H,SO, (0.61 mM), Amonyum molibdat (0.5 N), Sitrik asit (1.78 M)

2.Standart: 1.615 mmol/L monopotasyum fosfat

DENEYIN YAPILISI:

1. Asagidaki pipetlemeler yapilir.

Reaktif Koru Numune Numune Koru Std. Tuapu
Tapu Tapu Tapu
Sitrik asit - - 50 pl -
Karigim - 20 pl 20 pl -
Standart - - - 20 pl
Distile su 20 ul - - -
Reaktif 2 mi 2ml 2ml 2 ml

2. Tiipler karistirilir ve oda 1s1sinda 5 dakika bekletilir.

3. Reaktif koriine kars1 340 nm'de absorbanslar1 okunur. Hesaplamalar yapilir.

Fosfor(mg/dl)= ----------- X SK

NOT: Sireye dikkat edilmelidir.
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LAKTIK ASIT TAYINI :

PRENSIP: Laktik asit FeCl; (% 10'luk) ile muamele edildiginde koyu sar1 renkli demir laktat
bilesigi meydana gelir.

DENEYIN YAPILISI:

1. 2 adet deney tiipii alinarak asagidaki pipetlemeler yapilir:

Kor tupu Numune ttpu
FeCl; (% 10'luk) 2 damla 2 damla
Distile su 10 ml 10 ml
Reaksiyon karisim - 0.3ml
Distile su 0.3ml -

2. Kor ile numune tiipleri, olusan sar1 renk tonlar1 bakimindan karsilastirilir.
3. Numune tiipiinde sar1 rengin artmasi laktik asit olustugunu gosterir.
4. Bu islem her iki inkiibasyon tiipii i¢in yapilir.

YORUM:
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IX. SOLUNUM ZINCiRi

Deneyin Amaci : Solunum zinciri reaksiyonlarinin incelenmesi.

MATERYAL.:

1. 5 adet deney tipl 6. Mitokondri homojenati
2. Suksinat 7. Metilen mavisi

3. KCN 8. Distile su

4. Malonat 9. Pipet

5. Glutamat 10.S1v1 vazelin

Solunum zinciri ve deneyin ¢alisma semasi asagidaki gibidir:

Metlen mavial

=~ 7

{zositrat — | NAD |— |FnN - CoQ) |—» Sith |4 SitC;

Ghrtamat /’/”' \

SiC

0; +——0 l +—— PFtokrom okadaz (sita+ay

ATP

Deneyin birinci basamaginda elektronlar O, yerine metilen mavisine akar. Cunki, O,’in reaksiyona
girisi vazelinle engellenmistir. Elektron akigt sonucu metilen mavisi indirgenir ve rengi degisir. ikinci
safhada vazelin ¢ikarilinca elektronlar metilen mavisinden CoQ ve sitokromlar iizerinden O,’e akar.
Metilen mavisi yiikseltgendiginden tekrar rengi degisir (eski rengine doner). Bu sekilde elektron akisi

gdzlenmis olur.
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DENEYIN YAPILISI: Deney iki asamalidur:

l.asama

Tup No 1 2 3 4 5(Kontrol)
Suksinat 0.5 0.5 0.5 - -

KCN - - 0.5 - -

Malonat - 0.5 - - -

Glutamat - - - 0.5 -

Distile Su 1.5ml Iml Iml 1.5ml 2.5ml

Metilen mavisi 0.5ml 0.5ml 0.5ml 0.5ml 0.1ml
Mitokondri homojenati | 1ml Iml Iml Iml Iml (kaynatilmis)
2.asama

1. Tipler kanstirilir

2. Tiiplerin iizerine tabaka olusturacak sekilde 1,5 ml vazelin ilave edilir.

3. Her bir tiipteki renk degisimi kaydedilir.

4. Deneyin 1. asamast bittikten sonra 1 ve 3 nolu tiiplerdeki vazelin atilir.

5. Tiipler karigtirilir ve renk degisimi gozlenir.

NOT:

1. Tiipte reaksiyon olur, renk agilir, vazelin alindiktan sonra elektronlar O,' ye verilir. Metilen mavisi
elektron verdigi i¢in yiikseltgenir ve rengi koyulasir.

2. Tupte reaksiyon olmaz, ¢iinkii malonat inhibisyon yapar.

3. Tiipteki oksidasyon 3. basamaga kadar devam eder. Ciinkii KCN 3.basamagi inhibe eder. Vazelin
alindiktan sonra metilen mavisi yiikseltgendiginden renk koyulasir. Fakat basamagin biri inhibe
edildiginden renk farki 1. tiipe gore daha az olur.

4, Tiipte renk degisimi olmaz. Ciinkii ortamda glutamat bulundugu halde NAD yoktur. NAD, yikama
sirasinda uzaklastirilmigtir.

YORUM: (Herbir tiipteki renk degisimini ayr1 ayr1 yorumlayiniz.)
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X. TRANSAMINASYON ve KROMATOGRAFI
Deneyin Amaci: 1. Transaminasyonun varligini ortaya koymak
2. Reaksiyon sonunda meydana gelen Urunlerin kromatografi ile belirlenmesi ve

bdylece kromatografinin 6grenilmesi.

MATERYAL:

1. Ninhidrin cozeltisi (Asetondaki % 0.2 lik 5. Fosfat tamponu ( pH: 7,6)
cozeltisi) 6. Deney tiipu

2. Glutamat cozeltisi 7. Kromatgrafi kagidi

3. Alanin gozeltisi 8. Su banyosu

4. Pirtivik asit ¢ozeltisi 9. Kurutma makinesi

PRENSIP: Amino gruplarmin transferi transaminasyon olarak adlandirilr.

Amino asitl + Keto asit2 —» Keto asitl + Aminoasit2

Orn:  Glutamik Asit + Piruvik asit GPT=AL | a-ketoglutarik asit + Alanin
Glutamik Asit + Oksaloasetat GOT=AST _ a-ketoglutarik asit + Aspartat

Olusan yeni aminoasitler ince tabaka veya kagit kromatografisi ile gdsterilebilir. Uygun

¢oziicli ile aminoasitler birbirinden ayrilir. Ayrilan aminoasitler ninhidrin reaksiyonu kullanilarak mor

lekeler olarak gozlenir.

DENEYIN YAPILISI:

Tipl Tip2 Tup3 Tup4
Glutamat 50ul - 100 pl 150 ul
Alanin - 50 ul - -
Piriivat - - 100 pl 50 ul
ALT - - 100 pl -
Distile su - - - 50 ul
Fosfat tamponu 150 pl 150 pl 150 ul 150 ul

1. 37 °C su banyosunda 15 dakika bekletilir (inkiibasyon).
2. Kromatografi kagidi alinarak {izerine esit araliklarla 4 adet nokta belirlenir.
3. 1. noktanin iizerine Tiipl muhtevasindan 1 damla damlatilir.

4. 2. noktanin tizerine Tiip2 muhtevasindan 1 damla damlatilir.
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5. 3. noktanin iizerine Tiip3 muhtevasindan 1 damla damlatilir.
6. 4. noktanin {izerine Tiip4 muhtevasindan 1 damla damlatilir.
7. Kurutma makinesi ile kagit kurutulur.
8. Daha sonra kagit solvent sistem (% 70 n-Propanol + %30 NHj;) icerisine konarak 45 dakika
bekletilir (inklbasyon).
9. Kurutma makinasi ile kagit iyice kurutulur.
10. Kromatografi k&gidi, ninhidrinin asetondaki % 0,2'lik ¢ozeltisine daldirilir (boyama iglemi).
11. Boyama isleminden sonra kurutma islemi yapilir.
YORUM:
*Boyama islemi gergeklestirildikten sonra, ¢dzeltinin glutamat ve alanin muhtevasina bagli olarak
farkl yiiksekliklerde bulunan mor bolgeler gozlenir.
* Alaninin molekil agirlhigi glutamattan daha kiiciik oldugundan alanin daha hizli hareket etmis ve
daha yukarida bir leke meydana gelmistir.
*T0p | ve Tip 2 standart amino asit tupleridir.
*Tiip 3'te enzim etkisiyle gerceklesen transaminasyon reaksiyonuyla,
piruvattan alanin olusmustur. Bu alanin kromatografik olarak yiiriimiistiir.
*Tip 4'te enzim olmadigindan herhangi bir reaksiyon olmamustir, glutamat kromatografik olarak
yurimiistiir.
*Kromatografi kagidi iizerinde, 6rnek yiirlime uzakliginin solvent yiirlime uzakligina orani olan Rf

degeri de tespit edilebilir.

O O O O R = Ornek viiriime uzaklig:
2 3 4

Solvent yiiriime uzaklig
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XI. IDRAR BiYOKIMYASI

DENEY 1. iDRARIN FiZiKSEL ANALIiZi

MALZEMELER:

1.
2.
3.
4.
5.

Deneyin amaci: Idrarm énemli fiziksel dzellikleri incelenecektir.

Deney tipl
Idrar 6rnegi
Mezlr
Dansitometre

Idrar stribi

1.Renk:

2.Goranum:

3.Koku:

4.Miktar (voliim):

5. Dansite;

6.0smolarite:
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DENEY 2. IDRARIN KIMYASAL ANALIZI
Idrarda Glukoz Tayini
Deneyin Asamalari:
1. Bir adet deney tiipii alinarak igerisine 2,5 ml benedict ayiraci koyulur.
2. Uzerine 4-5 damla karbonhidrat ¢ozeltisi ilave edilir.
3. Tup kaynar su banyosunda 4-5 dakika bekletilir ve takip edilir.
4. Idrar kullamldiginda sekillenecek renkler ve yorumlar sdyledir:
Mavi veya ¢ok agik yesil => (-)
Yesil (tortulu) => (+)
Yesil - sar1 (tortulu)=> (+ +)
Sar1 - portakal (tortulu)=> (+ + +)
Portakal - kirmiz1 (tortulu) => (+ + + +)
Idrarda Protein Tayini
Deneyin Asamalar:
1.Deney tiipiiniin 2/3' ii kadarma idrar alinir.
2. Tiip tahta masayla tutularak ve 45°C'lik agiyla egilerek tiipteki ¢ozeltinin iist kismu kaynayincaya
kadar alevde 1sitilir.
3. 3-4 damla tanret reaktifi damlatilir

4. Bulaniklik izlenir.

Idrarda Bilurubin Tayini

Deneyin Asamalarn:

1.Deney tiipiine S5ml idrar alinir.

2. Uzerine 2-3ml Rozin reaktifi konur, yesil halka meydana gelmesi bilurubinin (+) oldugunu gésterir.
Idrarda Urobilinojen Tayini

1.Bir deney tiipine 5 ml idrar konur.

2. 1 ml Ehrlich reaktifi eklenerek karigtirilir. 10 dakika sonra hafif kirmizi renk olusumu {iirobilinojen

varligini, kiraz kirmizisi renk arttigini, hi¢ renk olugsmamasi ise tirobilinojenin bulunmadigini gosterir.
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DENEY 3. IDRARIN MiKROSKOBIK ANALIZi
1500-2000 devir/dakikalik santrifiijde 3-5 dakika santriftj 6nce mikroskopun kigik objektifi
(10X) ile sekilli elemanlarin bol oldugu yerler biiyiik objektif (40X) ile eritrositler, 16kositler, epitel

hiicreleri, silendirler, kristaller, bakteri, mantar ve parazit hiicreleri arastirilir ve incelenir

56



IDRAR KIMYASAL ANALIZ

GoOranim: Berrak
Dansite (6zgiil agirhk) 1,015- 1,025
pH 5-8
Kan (Hemoglobin) Negatif

Negatif
Bilurubin

Normal
Urobilinojen

Negatif
Nitrit

Negatif
Protein

Negatif
Glikoz

Negatif
Keton

Negatif
Eritrosit

Negatif
Lokosit

MEG 1.5 3 7.5 =15

KETOMES '
mmali

NEG 100 300 1000 3000
GLUCOSE

g/l . . .

MEG ©03 10 30 =10
PROTEIN

g/l | .
7 B 9
" | il
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IDRAR MiKROSKOBIK ANALIZ

Normal (0-3) 0-3 Normal
Lokosit 3-12 +
12-45 ++
45-90 +++
90'dan buylk ++++
Normal (0-5) 0-5 Normal
Eritrosit 5-10 +
10-30 ++
30-50 +++
50'den biylk ++++
0 (hpf)
Mum silendir
0 (hpf)
Grandler silendir
0 (hpf)
Hyalen silendir
0 (hpf)
Lokosit kiimesi
0 (hpf)
Epitel
0 (hpf)
Bobrek epiteli
0 (hpf)
Kalsiyum oksalat kristali
0 (hpf)
Triple fosfat kristali
. 0 (hpf)
Urik asit kristali
0 (hpf)
Amorf kristali
0 (hpf)
Bakteri
0 (hpf)
Hif maya
0 (hpf)

Tomurcuk maya

Hpf: High power field. (Biiyiik biiyiitme alani)
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