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Biyokimya Alaninda kullanilan veritabanlan

Kaynak | URL
CMS Molecular Biology Resources | http://restools.sdsc.edu/
BioTech | http://biotech.icmb.utexas.edu
Protocol Online | http://www.protocol-online.org/
American Chemical Society | http:/pubs.acs.org/
Proteopedia | http://proteopedia.org/

Biyokimyada kullanilan veritabanlari

Kaynak islev URL

NCBI Veritabanlari / kaynaklar | http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
EBI DNA dizileri http://www.ebi.ac.uk/
Nucleic acid database NMR ve X-ray atlasi http://ndbserver.rutgers.edu/
The Institute for Genomik veritabani

Genomic Research koleksiyonu hitp://www.tigr.org/

X-ray ve NMR ile

PDB . http://www.rcsb.org/pdb
saptanmig protein yapilari
Swiss-Protein Protein dizi ve analizleri http://www.expasy.ch/tools
RasMol (RasMac) irl;:f:rlllerm molekiller http://www.umass.edu/microbio/rasmol
Predict Protein Protein dl.ZI Ve 3 boyutlu http://www.predictprotein.org/
yapt1 tahmini
Atlas of Macromolecules | Makromolekiil atlas1 http://www.umass.edu/microbio/chime/atlas/atlas.htm

Derlemelerin (“review”) yayimnlandigi biyokimya dergileri:
*  Annual Review of Biochemistry

(http://www.annualreviews.org/)

* Trend in the Biochemical Sciences (TIBS)

(http://www.trends.com/tibs/default.htm)

Arastirma sonuclarinin yayinlandig: baz dergiler:

*  Journal of Biological Chemistry

*  Biochimica et Biophysica Acta

*  Biochemistry

*  Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
*  Biochemical Journal

*  Biochemical and Biophysical Research Communications




Biyokimya arastirmalarinda kullanilan metotlarin yayinlandig: dergiler:

Analytical Biochemistry

Analytical Chemistry

Biochemical Preparations

Current Protocols in Molecular Biology

Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology
Methods of Enzymatic Analysis

Methods in Enzymology

Universitemizden yazih kaynaklara ulasma yollar::

Universitenin WEB sayfasindan kiitiiphane sekmesinden e-dergilere ve iiye olunan veri tabanlarina ulasmak
miimkiindiir. Yizlerce kitap, makale ve rapor arasinda ilgilendiginiz konu ile ilgili bilgiye ulagsmak oldukca
zordur. Bu nedenle yaymlanmis makalelerin, derlemelerin ve patentlerin kisa Ozetlerini igeren 2 yayin
bulunmaktadir:

Chemical Abstracts (http://www.cas.org/)
Biological Abstracts (http://www.biosis.org/products/ba/)

Bilgisayar ve internet yardimiyla kullamlabilen bazi veritabam programlari:

BIOSIS Previews/RN (Bio Sciences Information Service tarafindan iiretilmistir. Biyoloji alanindaki
aragtirma sonuglari, derlemeler ve US patentlerini igermektedir)

CA (Chemical Abstracts servisi tarafindan tiretilmistir. Kimya alanindaki tiim raporlar1 icermektedir)
MEDLINE (US National Library of Medicine tarafindan iiretilmistir)

MEDLARS (Index Medicus tarafindan iiretilmistir)

Program URL
BIOSIS Previews/RN | http://stneasy.fiz-karlsruhe.de/html/english/login]l.html | {icretli
CAS http://www.cas.org/ iicretsiz
MEDLINE (PubMed) | http://www.ncbi.nlm.nih.gov licretsiz
MEDLARS http://www.nlm.nih.gov/bsd/mmshome.html ticretsiz

Bugiine kadar yapilan arastirmalar sonucunda ¢ok fazla miktarda veri elde edilmistir.
* Binlerce genin dizileri
* Bu genlerin iiriinleri olan proteinlerin dizileri ve yapilar
» X-ray difraksiyonu ve NMR ile saptanmis protein yapilari

Elde edilen tiim bu veriler 6zel baz1 veritabani programlarina kayit edilmektedir ve bu programlar araciligtyla
istenilen molekiil ile ilgili tiim bilgilere ulasilabilmektedir.

Yapy/Dizi bilgilerine ulagsmak icin kullanilan bazi programlar

Program | Islevi
BLAST | Protein ve niikleik asit dizilerini karsilastirir
Chime | 3 Boyutlu hareketli protein yapisi
Entrez (NCBI) | Dizi karsilastirma sistemi
FASTA | Protein dizilerini karsilastirir
GenBank (NCBI) | Gen dizilerinin veritabani
Molecules R Us | 3 boyutlu protein yapisi ve manipulasyonu
RasMol (Ras Mac) | 3 boyutlu protein yapisi ve manipulasyonu
SRS (EMBL) | Dizi karsilastirma sistemi




ICINDEKILER

Laboratuvar Kurallar1, Cihaz Kullanimlar:

Aminoasitlerin Titrasyon Egrisi ve Izolektrik Nokta Tayinleri
Aminoasitlerin Kromatografi ile Imcelenmesi

Temel Hesaplamalar ve Cozelti Hazirlama

Biyomolekiillerin izolasyonu

Bitkilerde Pigment izolasyonu

Zeytinyagindan Fenolik Madde izolasyonu

C Vitamini Analizi
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Antioksidan Aktivite Tayini
. SDS-PAGE Analizi
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. Sabun Eriyiginde Yag Asitleri
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. Yag Asitlerinde Ester Olusturma

13. Enzimlerin Aktivite Tayini

14. Niikleik Asitlerin Spektrofotometrik Analizi
15. Kan Analizleri



LABORATUVAR ORTAMI

Bivokimva canlilarin vapisinda ver alan kimyasal maddeleri ve canlinin yasami boyunca suriip

giden kimyasal siiregleri inceleyen bilim dalhidir. Biyokimyanin amaci hiicrenin temel

bilesenleri olan protein, karbohidrat, lipit gibi organik bilesiklerin ve yasamsal énem tasiyan
kimyasal tepkimelerde en biiyiik rolii oynayan niikleik asitlerin, vitaminlerin ve hormonlarin
yapisal ve nicel ¢oziimlemesini yapmaktir. Yasam bilimleri ve kimya ile iliskili tiim akademik
ortamlarda yogun bir sekilde biyokimya arastirmalar1 yapilmaktadir. Insan saghgiyla ilgili
bilimlerde iki alanda incelenir: 1) Temel Biyokimya; 2) Klinik Biyokimya.

Biyokimyada deneysel calismalarin yiiriitiildiigli laboratuarlar, calisilan organizma ve
biyolojik materyallerin 6rneklenebilmesi ve depolanabilmesi, biyokimyasal analiz ve
arastirmalarin yiiriitiilebilmesi ve elde edilen verilerin degerlendirilebilmesi i¢in elverigli alet ve
sistemler, uygun arag¢ ve gerecler, kimyasallar ve sarf malzemeleri ile donatilmig ortamlardir.
Diinyada en az 65 milyon ¢esit kimyasal bilesik iiretildigi ongoériilmektedir. Kimya endiistrisi
tarafindan {iriin/yan iirlin olarak iiretilen kimyasallar saflik derecelerine gore satilir. Baz1 hassas
caligmalarda ¢ok saf kimyasallara gereksinim duyulur. Genel olarak; bir kimyasalin elde
edilmesi ne kadar zorsa ve saflik derecesi ne kadar yiiksekse fiyat1 o kadar yiiksektir. Tasidig
teknik Ozellikler, kalite ve miktarina gore fiyatlandirilan kimyasallar laboratuar kosullarinda
giivenli bir sekilde muhafaza edilmelidir. Her maddenin saklama kosullar1 bellidir. Bazi
maddeler zorunlu olarak sogukta (4°C/-20°C/-80°C), karanlikta, nem ¢ekmeyen bir ortamda (6r.
vakumlu desikatorde) veya ¢eker ocak altinda saklanmalidir. Birbiriyle reaksiyona girme riski
olan kimyasallar bir arada tutulmamalidir. Tutusma ve patlama riski olan kimyasallar,
radyoaktif maddeler ve zehirli/toksik bilesikler ise ¢cok daha 6zel kosullarda muhafaza edilir.
Ulkemizde, molekiiler biyolojide kullanilan kimyasallarm biiyiik bir kismi1 ¢ok yiiksek saflikta
(“molecular biology-grade”) olup hemen hepsi ithal edilmektedir ve oldukca pahalidir. Bir
arastirma i¢in kimyasal se¢imi yaparken amaca uygunlugu, miktari, fiyati, giivenli bir sekilde
ve zamaninda teslim edilip edilmeyecegi ve garantisi titiz bir sekilde degerlendirilmelidir.
Kapsamli bir piyasa arastirmasi yapilarak, en kaliteli kimyasal en giivenli ve en ekonomik
sekilde temin edilmeye calisiimalidir. Ayni prensipler laboratuvarda kullanilan diger sarf

maddeleri, esyalar, aletler ve ekipmanlar i¢in de gecerlidir.



LABORATUVARDA UYULMASI GEREKEN KURALLAR

1. Cesitli kimyasallarin deriye veya giysilere bulagsmasin1 ve/veya zarar vermesini 6nlemek
amaciyla, laboratuvarda mutlaka beyaz onliikle calisiimalidir.

2. Laboratuvarin temiz ve diizenli tutulmasi, yapilacak analizlerin dogrulugu ve giivenligi
bakimindan ¢ok Onemlidir. Kullanilan malzemeler, ¢alisma sonunda temiz ve yerinde
birakilmalidir.

3. Kimyasal maddeler uygun araclar (spatiil, kasik, pipet, mikropipet, 6lcti kabi) ile transfer
edilmelidir.

4. Yanlishikla deriye bulasan kimyasallar mutlaka akar su altinda bolca yikanmali ve
laboratuvar gorevlisine haber verilmelidir. Yanici ve tahris edici maddelerin cilt ile
temasinda gecikmeden bol su ile yikayip gorevlilere haber verilmelidir.

5. Kimyasallar uygun kosullarda depolanmalidir.

6. Tehlikeli kimyasallar ile ¢alisirken gerekli onlemler alinmalidir.

Ornegin; derisik asit ¢ozeltileri ve organik solventler ile mutlaka ¢eker ocak altinda
calisilmalidir. Derisik asit ¢ozeltileri sadece dereceli cam pipetle transfer edilmelidir. Asla
agizla ¢ekilmemeli, cam pipetin ig¢inde kapiler etkisiyle yiikselen asit hacmi Olgiilerek
aktarim yapilmalidir. Derisik asit iizerine su dokiilmemelidir (Dikkat! Sicrama teklikesi!).
Seyreltik asit ¢ozeltileri hazirlanirken suyun igine derisik asit konulmalidir.

Akrilamid gibi nérotoksik, etidyum bromiir gibi kanserojen maddeler tartilirken mutlaka
maske takilmali, bu maddelerle yiiriitilen c¢alismalarin her asamasinda eldiven
kullanilmalidir.

7. Cozelti hazirlamak iizere madde tartilirken temiz spatiil kullanilmali, tartilacak madde,
darasi alinmis temiz bir kagit/Al folyo/kap i¢ine konulmalidir. Tartim sirasinda maddenin
etrafa ve terazinin kefesine sa¢ilmamasina dikkat edilmelidir. Tartim islemi
tamamlandiktan sonra terazi ve cevresi temiz birakilmali, tartilan kimyasalin kapagi
kapatilmalidir.

8. Biitiin ¢alismalarda distile su kullanilmalidir.

9. Tartilan maddenin iizerine yeterince (son hacimden %10 daha az hacimde) distile su
eklenmelidir. Karigtirma islemi manyetik karigtirict iizerinde, manyetik bar yardimiyla
yapilmalidir. Manyetik bar temiz olmali, manyetik karistiricinin hizi tagsma yapmayacak

sekilde ayarlanmalidir.
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pH ayarlamasi gerekiyorsa c¢oziinme tamamlandiktan sonra ve uygun sicaklikta
yapilmalidir. pH ayarlanirken asit veya baz ilavesi farkli ve temiz Pasteur pipetleri
yardimiyla yapilmali, bu sirada ¢ozelti manyetik karistiricida siirekli karnistirilmalidir.
Manyetik bar, bir miknatis veya olta yardimiyla ¢ozeltiden ¢ikartilmalidir. Cozeltinin son
hacmi ¢oziinme tamamlandiktan sonra 6l¢ii kabiyla ayarlanmalidir.

Reaktif siselerinin tizerine kimyasal maddenin adi, konsantrasyonu, hazirlanma tarihi ve
hazirlayan Kisinin adi cam kalemi ile okunakli bir sekilde yazilmali veya bu bilgileri
igceren bir etiket yapistirilmalidir.

Reaktif sigeleri uygun sicaklik kosullarinda ve agzi kapah bigimde tutulmalidir.
Hazirlanma tarihi 3 ay1 gegen veya bozulan (renk degisikligi, bulaniklik, ¢okelti vb.
degisiklikler gozlenen) reaktifler kullanilmamalidir.

Her calismadan sonra eller sabun ile yikanmalidir.

Laboratuvar ortaminda sigara i¢ilmemeli, herhangi bir sey yenilmemeli ve son derece
sakin ve sessiz ¢alisilmalidir.

Tim malzemeler (6zellikle mikropipetler) ve aletler kullanma talimatina uygun sekilde ve
dikkatlice kullanilmalidir.

Hijyen sartlarina azami dikkat gosterilmelidir. Kan ve idrar vb. ornekler ve bunlarla
bulasmis kaplar ve atiklar ayr1 bir ¢opte toplanmalidir.

Tiim laboratuvar ¢alismalarinda azami dikkat, hassasiyet ve ciddiyet gosterilmelidir.

Ornek numaralari veya adlar1 ve elde edilen sonuglar mutlaka not edilmelidir.

Sonuglar (hesaplama, tablo, grafik vb) birimler verilerek rapor haline getirilmelidir.



AMINOASITLERIN TITRASYON EGRISi VE iZOLEKTRIK NOKTA TAYINLERIi

Aminoasitler; kati, renksiz, suda ¢oziinen fakat organik c¢oziiciilerde ¢o6ziinmeyen

biyomolekiillerdir.

Erime noktalar1 ¢ok yiiksektir, ugucu degillerdir. Bu nedenle erime noktalarinin {izerinde

1sitilirlarsa bozunurlar.

Aminoasitler sulu c¢ozeltilerinde i¢c tuz olarak bilinen, iyonlagsmis halde bulunurlar.
Aminoasitlerin “standart amino asitler” olarak bilinen 20 tanesi, DNA tarafindan kodlanan ve
proteinleri olusturan birimlerdir. Standart aminoasitler, ayn1 karbon atomuna baglanmis bir
amino grubu ve bir karboksil grubu igerirler. Ug harfli kisaltmalar ve tek harfli sembollerle

gosterilirler.

Aminoasitler R yan gruplarinin polaritesine gore veya biyolojik pH’de su ile etkilesme
ozelliklerine gore (asidik, bazik) siniflandirilabilirler. “Standart olmayan aminoasitler” ise
standart amino asitlerin protein yapisina girdikten sonra yapilarinin degismesi sonucu olusurlar.
Amfoterik maddeler olan aminoasitlerde iki fonksiyonel grup bulunur. Bunlar karboksilik asit
(-COOH) ve amino (-NH2) gruplaridir. Bu fonksiyonel gruplar nétral ortamda i¢ tuz

olustururlar.

R
3 =
H,N C COO

H

Aminoasitlerin genel formiilii



AMINOASITLERDE iZOELEKTRIiK NOKTA

Asit baz titrasyonu, asidik oldugu bilinen bir ¢ozeltiye belirli miktarlarda baz damlatilarak
eklemek ya da bunun tam tersi yani bazik oldugu bilinen bir ¢ozeltiye belirli miktarlarda asit
ekleme islemidir. Temel amag asit ya da bazin derisimini tespit etmektir. Buradan da ¢6zeltinin
pH degerini kolayca hesaplayabiliriz. Cozeltinin dengelendigi zaman1 hassas olarak yakalamak
icin derisimi bilinmeyen ¢ozeltinin icine indikatér konur. Indikatdr renk degistirdigi anda
titrasyon islemi durdurulur. Indikatdr secimi asit veya bazin tipine gore degisiklik gdsterir
clinkli indikatorlerin renk degisikligi gosterecegi pH araliklar1 farklidir. Titrasyon icin
kullanilabilecek bircok indikatdr vardir. Indikatdr secimi yaparken su maddeleri gdz oniinde

bulundurmaliy1z:

1) Kuvvetli asit ile kuvvetli bazin tepkimesi ndtrlesme tepkimesi olacagindan pH degeri 7 olur.
2) Kuvvetli asit ile zayif bazin tepkimesi sonucu pH degeri 7 den kii¢iik olur.

3) Zayif asit ile kuvvetli bazin tepkimesi sonucunda pH degeri 7 den biiytik olur.

Hesaplama siirecinden kisaca bahsedecek olursak: derisimi bilinmeyen ancak hacmi bilinen bir
baz ile bu bazi dengeye getiren derisimi de hacmi de bilinen bir asit ¢ozeltisi oldugunu farz
edelim. Titrasyon yaparak baz ve asiti dengeledigimize gore su formilii uygulayarak bazin
derisimini bulabiliriz:

M1xV1=M2xV2

Bazin derisimini bulduktan sonra kolayca pH degerini de bulabiliriz. Bunun formdiilii de
pH = -log(OH ).

Tabi ki bazin i¢inde ne kadar (OH) bulundugunu dogru tespit etmek dnemlidir. Baz1 asit baz

indikatorlerinin isimlerini ve kullanildiklar1 pH araliklari;

Timol mavisi : pH 1.2 — 2.8 asit iken kirmizi, baz iken sar1

Metil saris1 : pH 2.9 — 4.0 asit iken kirmizi, baz iken sar1

Metil turuncusu : pH 3.1 — 4.4 asit iken kirmiz1, baz iken turuncu
Bromfenol mavisi  : pH 3.0 — 4.6 asit iken sar1, baz iken koyu mavi, mor

Bromkresol yesili : pH 4.0 — 5.6 asit iken sar1, baz iken mavi
Klorfenol kirmizis1  : pH 5.4 — 6.8 asit iken sar1, baz iken kirmizi

Fenol kirmizisi : pH 6.4 — 8.0 asit iken sar1, baz iken kirmizi
Kresol kirmizisi : pH 7.2 — 8.8 asit iken sar1, baz iken kirmizi
Timol mavisi : pH 8.0 — 9.6 asit iken sar1, baz iken mavi

Fenolftalein : pH 8.0 — 10.0 asit iken renksiz, baz iken kirmizi



Asit-baz titrasyonu, protonlarin derece derece ilavesini veya ayrilmasini kapsar. Amino
asitlerin amino grubu hidrojen iyonu kabul edebilir, karboksil grubu ise hidrojen verebilir. Bu
sebepten dolayr amino asitler hem asitler hem de bazlarla titre edilebilirler, yani amfoterik
Ozellik gosterirler. Amino asitlerde titre edilebilir en az iki grubun olmasi, en az iki denge sabiti
(K) ve iki iyonizasyon sabiti (Ki) oldugu anlamina gelir. izoelektrik nokta (pl), aminoasitte
bulunan art1 ve eksi yiiklerin birbirine esit oldugu, yani amino asidin net yiikiiniin 0 oldugu pH
degeridir, yani K1 ve K2’nin dengede oldugu noktadir. Amino asitler yapilarinda bulunan
amino (-NH2) ve karboksil (- COOH) gruplar1 nedeniyle hem asit hem de baz 6zelligi tasirlar.
Yani asidik ortamda baz, bazik ortamda asit gibi davranmalar1 nedeni ile amfoterik
maddelerdir. Cozeltideki bir amino asit molekiilii tizerinde net yiikiin sifir oldugu pH degeri,

izoelektrik nokta (pl) olarak adlandirilir ve her aminoasit i¢in spesifik bir degerdir.

pH = pI ='»( pKal + pKa2)



DENEY
GLISIN’IN iZOELEKTRIK NOKTASININ TAYINi

Glisin, (Gly ya da G) formiilii NH,CH>COOH olan apolar bir aminoasittir. Yapisal olarak
proteinlerde bulunan 20 amino asit arasinda en basit olamidir. Yan zincirinde sadece bir
hidrojen atomundan bulunur. Glisindeki a-karbon atomu da bir hidrojene bagh oldugu igin,
glisin optik¢e aktif degildir, diger bir deyisle optik izomeri bulunmamaktadir. Cok diisiik
pH’de, glisinin hakim olan iyonik formu +H3N-CH2-COOH yani tamamen protonlanmig
formudur. Herhangi bir titrasyonda, titre olmaya baslayan protonlagmis grubun pKa degerinin
pH’ye esit oldugu yerde orta noktaya ulasilir. Glisin i¢in orta noktada pH 2.34’tiir. Glisin
titrasyonunda bir diger 6nemli nokta pH nin 5.97’ye ulastig1 noktadir. Bu noktada ilk protonun
ayrilmasi tamamlanmis ve ikincisinin ayrilmasi baglamistir. Titrasyonun ikinci evresi glisinin —
NH3+ grubunun protonunu kaybeder ve ortamin pH’s1 —-NH3+grubunun pKa2 degerine esittir.
20 mL 0.1 N Glisin ¢dzeltisinden 10 mL bir behere alinarak pH metre yardimi ile pH 6l¢iiliir.
Daha sonra 0.1 N HCl ile titre edilir. Her 1 mL asit ilavesinden sonra pH 6l¢iimii yapilir. Isleme
pH goreceli olarak sabit kalincaya kadar devam edilir. Daha sonra 0.1 N NaOH ile titre edilir.
Her 1 mL baz ilavesinden sonra pH 6l¢iimii yapilir. Isleme pH goreceli olarak sabit kalincaya
kadar devam edilir. Milimetrik grafik kagidi kullanarak x eksenine eklenen asit ve eklenen baz
hacmini, y eksenine ise 6l¢iilen pH degerleri yazilarak grafik ¢izilir ve grafikten pKa, pKb ve

pl degerleri bulunur.

Cozeltiler:

0.1 N Glisin : 0.750 g glisin tartilip distile su ile 100 mL’ye tamamlanur.

0.1 N NaOH : 0.4 g NaOH tartilip distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

0.1 N HCl1 : %37 lik HCI ¢ozeltisinden 0.83 mL alinarak 100 mL’ye tamamlanir.

VERILERIN KULLANIMI

Milimetrik grafik kagidi kullanarak x eksenine eklenen asit ve eklenen baz hacmini, y eksenine
ise Olciilen pH degerlerini koyarak grafigi ciziniz ve grafikten pKa ve pKb degerlerini ve pl

degerini bulunuz. Grafik iizerinden elde ettiginiz verileri teorik degerler ile karsilastiriniz.



AMINOASITLERIN KROMATOGRAFI ILE INCELENMESI
INCE TABAKA KROMATOGRAFISI

Kromatografi, karisimi olusturan molekiillerin biri sabit digeri hareketli iki faz sistemi arasinda
hareket ederken farkli derecelerde adsorbsiyon, dagilma ve iyon degisimine ugrayarak
ayrilmalar1 temeline dayanir. 1950’lerin sonlarina dogru ince Tabaka Kromatografisi (ITK)
(“Thin Layer Chromatography”-TLC) basit kalitatif tanimlamalar i¢in hizli bir teknik olarak
laboratuvarlarda kullanilmaya basladi. 1960’larin ortalarina dogru, TLC kantitatif analiz
metodu olarak kabul gordii. TLC’de duragan faz olarak ince bir “Silikajel”, “Aliimina”,
“Seliiloz” veya “Poliamid” tabakasiyla kaplanmis cam, aliiminyum veya plastik levhalar (plak)

kullanilir. Hareketli faz ise ¢ok cesitli organik solvent (¢Oziicii) veya solvent karigimlari

olabilmektedir.
Hareketli faz olarak kullanilan genel ¢oziiciiler
Hekzan, Petrol eteri Polar olmayan (non-polar)
Benzen, Toluen
Dietileter

Kloroform, Diklorometan
Etil asetat

Butanon

Aseton

Butanol

Etanol

Metanol

Su v
Asitler Polar

Modern TLC bir¢ok sahada is gérmektedir:
e ilag endiistrisinde
e Yiyecek analizlerinde
e Dogal iiriinler, bitki ve otlarin analizlerinde
e Kozmetiklerin analizinde
e (evre analizlerinde (6rnegin i¢gme sularinda bulunan pestisidler)
¢ Biyokimyasal arastirmalarda

e Klinik analizlerde (6rnegin metabolizma diizensizlikleri) kullanilmaktadir



KROMATOGRAFININ PRENSIPLERI

1.Basamak: Ornek uygulama

Tabakanin (plagin) alt kismindan 1.5 cm yukariya kursun kalem ile 6rneklerin uygulanacagi

yerler isaretlenir. Ornekler kilcal bir boru veya pastdr pipeti yardimiyla kromatogram

tabakasina nokta veya ¢izgi seklinde uygulanir. Orneklerin kurumasi beklenir.

2. Basamak: Kromatogramin yiiriimesi

Plak,i¢inde en fazla 1-2 cm yiikseklige kadar ¢oziicii bulunan agz1 kapali bir kap (tank) igine
yerlestirilir. Coziicii (hareketli faz), tabaka (duragan faz) lizerinde orneklerin belli araliklarla
gd¢ etmesini saglar. Ornekler hareket hizlarma gére farkl fraksiyonlara ayrilirlar. Yiiriitiicii faz

uzaklagtirildiktan sonra fraksiyonlar tabaka {lizerinde kalir.
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3.Basamak: Kromatogramin degerlendirilmesi

Izler (6rnekler) renkli ise gozle goriilebilir veya UV 1sinlar kullamlarak ya da uygun
belirteclerle goriiniir hale getirilerek incelenir. Her saf maddenin, belli bir sabit fazda ve belli
bir ¢oziicli ile ortaya koyacagi davranis hep aynidir. Yani her saf madde i¢in sézkonusu

sistemde sabit bir gé¢ noktasi vardir. Bu nokta Rf (retention factor) degeri ile ifade edilir.

.................................................................... S ‘Cf)zﬁcﬁnﬁn ulastlgl son nokta
D
Referans 1 i¢in Ry=a/x
= S YO W N
X Referans 2 i¢in Ry= b/x
[
a
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.......................... i 0 oo Teesennteneeee o Orneklerin uygulandigi hat

Ornek Referans 1 Referans 2



DENEY

AMINO ASIT KARISIMININ INCE TABAKA KROMATOGRAFISI ILE AYRILMASI

Serbest amino asitler amfoterik ve hidrofilik bilesiklerdir. Ninhidrin ile farkli reaksiyonlar
verirler (prolin ve hidroksiprolin sari; diger tim amino asitler ise kirmizi tonlar1 renk
olustururlar). Amino asitlerin kromatografisi i¢in en uygun duragan faz silikajeldir. Sonu¢ 1-4
saat arasinda alinmaktadir. Kullanilan yiiriitiicii sistemler Tablo 1’de, bazi amino asitlerin

yiiriitiicii sistemlere gore verdigi Rr degerleri Tablo 2’de verilmistir.

*Ornekler ve standartlar 1 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde %10 n-propanol icinde hazirlanir ve
buzdolabinda veya oda sicakliginda 2-4 hafta saklanabilir.

Gerekli alet/malzeme: Kromatografi Tanki,
Meziir,
Pastor Pipeti
Amino Asit Standartlar1 (Arjinin, Losin, Fenilalanin)
Bilinmeyen Karisim (1 Mg/Ml)
Ninhidrin Belirteci

e Amino asit karisimi1 TLC plagina uygulanir ve kurumasi beklenir.

e Plak, yiiriitiicii sistemin bulundugu kromatografi tankina dik bir sekilde yavasca
yerlestirilir.

Kullanilan yiiriitiicii sistem: n-butanol:asetik asit: su (65:15:25)

e Islem tamamlandiktan sonra plak tanktan almir ve geker ocak igerisinde kuruduktan
sonra iizerine Ninhidrin (%0,3) belirteci pliskiirtiiliir.

e Onceden 80° C’ye ayarlanmus etiivde 5 dk bekletilir.

e Olusan lekeler Tablo 2’deki degerlere gore yorumlanir.



Tablo 1: Amino asitlerin TLC’si i¢in kullanilan yliriitiicli sistemler

Bilesenler Oran (v/v)
A %96 Etanol — su 70-30
B n-propanol — su 70-30
C n-butanol — asetik asit — su 80-20-20
D Fenol —su 75-25 (w/w)
E n-propanol - %34 amonyum hidroksit 70-30
F %096 etanol - %34 NH4OH 70-30
G Butanon - piridin — su — asetik asit 70-15-15-2
H Kloroform — metanol - %17 NH4OH 40-40-20
Tablo 2: Bazi amino asitlerin Rr degerleri
Amino asit A B C D E F
Alanin 47 37 22 29 39 40
Arjinin 04 02 01 19 10 06
Aspartik asit 55 33 17 06 09 07
Glutamik asit 63 35 24 10 14 15
Glisin 43 32 18 24 29 34
Histidin 33 20 05 32 38 42
[zolsin 60 53 43 49 52 58
Losin 61 55 50 48 53 58
Lizin 03 02 03 09 18 11
Metionin 59 51 35 49 51 60
Fenilalanin 63 58 56 55 54 60
Prolin 35 26 14 50 37 30
Serin 48 35 18 20 27 31
Treonin 50 37 20 26 37 40
Triptofan 65 62 47 63 55 58
Tirozin 65 57 41 47 42 51
Valin 55 45 32 40 48 56




BiYOMOLEKULLERIN iZOLASYONU

TAMPON COZELTILER ve HAM EKSTRE HAZIRLAMA YONTEMLERI

TAMPON COZELTI

Asit veya baz eklendigi zaman pH degisikliklerine direng gosteren ¢ozeltilere tampon ¢ozelti
denir. Bir ¢ozeltinin tampon ¢6zelti olabilmesi igin:

a) Asitleri notralize eden
b) Bazlar notralize eden

olmak tizere iki bileseninin olmas1 gereklidir.

Bu agidan; zayif asit ve onun konjuge baz1 veya zayif baz ve onun konjuge asidinin karisimi
tampon c¢ozeltidir. Genel olarak kullanilan tampon tipleri, zayif asit ve bunlarin konjuge
bazlarimin tuzlarindan olusan karisimlardir. Tamponun pH degeri sadece asit ve konjuge
bazinin oranlarina baglhdir, tampon bilesenleri ayn1 konsantrasyonda bulunuyorlarsa, ortamin
pH’s1 pKa’ya esittir. Tamponlarin kullanilmasinda birincil amag, ¢6zeltinin pH degerini kontrol
altinda tutabilmektir. Tamponlarin herhangi bir sistemdeki ikincil kullanim amaci ise; iyonik
kuvvetin ve sistemdeki ¢oziinen diger bilesenlerin kontrol altinda tutulmasidir. Ornegin
tamponlar; niikleik asitlerin, niikleik asit-protein komplekslerinin ve biyokimyasal
reaksiyonlarn stabilizasyonunda kullanilirlar. Ayrica kompleks tampon sistemleri, c¢esitli
elektroforetik sistemlerde pH degerinin kontrol edilmesinde ve pH gradientlerinin
olusturulmasinda kullanilirlar.

Tamponlar pKa degerlerinin +£1 pH degerlerinde en etkilidirler. Hangi pH araliginda
caligilacaksa, o pH araligma +1 yakinlikta pKa degeri olan sistemler secilir. Tampon se¢imi
sirasinda dikkat edilmesi gereken noktalardan bir digeri de; kullanilacak olan tampon
bilesenleri ile ¢ozeltideki diger bilesenlerin etkilesime girip girmediginin belirlenmesidir.
Belirli inorganik iyonlar, tampon bilesenleri ile ¢dziinmeyen kompleksler olusturabilirler.
Ornegin; kalsiyum iyonu, fosfatin ¢dziinmeyen kalsiyum fosfat seklinde ¢okmesine neden
olmaktadir.

TAMPON SECIMINDE DIKKAT EDILMESI GEREKEN KURALLAR:
= (Calisma pH’si,

= Tamponun anyonik veya katyonik karakterde olmasi,
= Iyonik kuvvet ve sicaklik etkisiyle pH degisimi,

» Kimyasal etkinlik,

* Biyolojik etkinlik,

= Diger bilesenlerle etkilesim,

* Biyolojik membranlarin gecirgenligi,

= Toksisite,

= 280 nm ve altindaki dalga boylarinda absorbsiyon,

=  Maliyet,

Coziindrlik



ZAYIF ASITLERIN pH’sim1 Hesaplama

Henderson-Hasselbalch esitligi

HA <> H' + A

Zayif asit Konjuge baz

K. = Asidin dissosiyasyon sabiti

H* [A
LA
[HA]

Ka [HA]

[H]= m—
[A]

Ka [HA]
-log[H*]=-log
[A]
[HA]

-log[H*]= -logKa + -10Q =
glH"] e

pH =pKa + log =ms
[HA]

pK. ne kadar Kkiiciikse, asit o kadar kuvvetlidir.



GENEL TAMPONLAR

Farkli formlarin molekiil agirlig1
Tampon pKa Notral form HCl tuzu Na' tuzu
H3PO4/ NaH2PO4 (pKai) 2.12 98.0 - 120.0
Glisin (pKai) 2.34 75.07 111.5 -
Sitrik asit (pKai) 3.13
Asetik asit 4.75 60.05 - 82.0
Sitrik asit (pKa2) 4.76 192.1 - 294.1
MES 6.15 195.2 - 217.2
Kakodilik asit 6.27
H>CO3 / NaHCOs3 (pKai) 6.37 62.01 - 84.01
Sitrik asit (pKa3) 6.40
Bis-Tris 6.50 209.2 245.7 -
ADA 6.60 190.2 - 212.1
Bis-Tris Propan (pKai) 6.80 282.4 318.9 -
PIPES 6.80 302.4 - 3253
ACES 6.90 182.2 218.7 -
Imidazol 7.00 68.1 104.5 -
BES 7.15 213.2 - 235.2
MOPS 7.20 209.3 - 231.2
NaH>PO4 / Na;HPOy4 (pKa2) 7.21 120.0* - 142.0%*
TES 7.50 2293 - 251.2
HEPES 7.55 238.3 - 260.3
HEPPSO 7.80 268.3 - 290.3
Trietanolamin 7.80 149.2 185.7 -
Trisin 8.10 179.2 215.6 -
Tris 8.10 121.1 157.6 -
Glisin amid 8.20 74.1 110.6 -
Bisin 8.35 163.2 199.7 -




Glisilglisin (pKa2) 8.40 132.1 168.6 -
TAPS 8.40 2432 - 265.3
Bis-Tris Propan (pKa2) 9.00 ? 3553 -
Borik asit (H;BO3 / Na;B40O7) 9.24 61.8 - 201.24
CHES 9.50 207.3 - 2293
Glisin (pKaz) 9.60 75.07 - 96.1
NaHCOs3 / Na;COs (pKaz) 10.25 84.01 - 105.99
CAPS 10.40 2213 - 2433
Piperidin 11.12 -
NaHPO4 / NazPO4 (pKaz) 12.67 142.0%* - 164.0*

Ortam pH’sinin 7 ve 7’ye yakin degerlerde oldugu kosulda en genis ¢apta kullanilan
tamponlar tris ve fosfat tamponlaridir.

Ek bilgi i¢in Bkz. MBKY Kitab1 Ek 9, 10, 11

IYONIK KUVVET

Bir tamponda yer alan iyonlarin derisimi ve yiikii de molekiiler biyoloji ¢calismalarinda
Onem tasir.

Fizyolojik iyonik kuvvet: 0.15-0.2 arasindadir!

c¢i = iyonun molar konsantrasyonu
z; = iyonun yiikii (igsareti dikkate alinmaz)



Bazi Genel Tamponlarin Hazirlanmast

1 litre
Stok . ¢ozelti Stok ¢ozeltinin
Tampon Cozelti Bilesenler P o Son konsantrasyon
miktar
PBS
gff‘;esffgte NaCl 80 g 137M 137 mM
Saline 10X KCl1 2g 27 mM 2.7 mM
tuzla f’osfat Na,HPO,4.7H,0 115¢g 43 mM 4.3 mM
KH,PO, 2g 14 mM 1.4 mM
tamponu)
pH ~7.3
SSC 20X NaCl 175 g 3M 150 mM
pH ~7.0 Sodyum sitrat 88 ¢g 03M 15 mM
ris bazi .
STE Tris b 12¢g 10 mM 10 mM
(Tuzlu Tris || 1X NaCl 0.6¢g 10 mM 10 mM
EDTA) EDTA (asit) 029 ¢ 1 mM 1 mM
TAE Tris bazi .
ris asetat setik asit ris asetat
(Tti Asetik asi 242 g 2 M (Tri ) 40 mM (Tris
50X . 57.1 mL asetat)
EDTA) (glasiyel) 372 0.1 M > mM
pH ~8.5 EDTA -8
108 g
(TTE;FS borat Tris baz 55 ¢ 0.89 M 89 mM
EDTA) 10X Borik asit 40 mL 0.89 M 89 mM
EDTA (0.5 M pH 0.02M 2 mM
pH ~8.0 8)
TE
(Tris 1X Tris Bazi 12¢g 10 mM 10 mM
EDTA) H, EDTA (asit) 029 ¢ 1 mM 1 mM

pH ~7.5




pH 7 ve yakimindaki degerlerde, en ¢ok kullanilan tamponlardan biri olan fosfat tamponu
genis bir ¢alisma araligi saglamaktadir. Fosfat tamponu asagida anlatildigi sekilde hazirlanir.

Gerekli alet/malzeme: Tarti, Karistirici, Beher, pH metre (veya pH kagidi),
Erlen, Balon joje, Meziir, Pastor pipeti, Puar,
NaH> PO4.2H>0 (mw:156.01 g/mol),

Nax HPO4.7H20 (mw: 268.07 g/mol),
Distile su

Fosfat tamponunun hazirlanmasi
Stok Cozeltiler

A: 0.2 M NaH; PO4 (veya KH2PO4)
B: 0.2 M Nax HPO4.7H20 (veya K> HPO4.7H20)

x ml A ¢ozeltisi, y ml B ¢ozeltisi ile karistirilir ve son hacim saf su ile 200 ml’ye tamamlanir.

pH X y pH X Y

5.7 93.5 6.5 6.9 45.0 55.0
5.8 92.0 8.0 7.0 39.0 61.0
59 90.0 10.0 7.1 33.0 67.0
6.0 87.7 12.3 7.2 28.0 72.0
6.1 85.0 15.0 7.3 23.0 77.0
6.2 81.5 18.5 7.4 19.0 81.0
6.3 77.5 22.5 7.5 16.0 84.0
6.4 73.5 26.5 7.6 13.0 87.0
6.5 68.5 31.5 7.7 10.5 89.5
6.6 62.5 37.5 7.8 8.5 91.5
6.7 56.5 43.5 7.9 7.0 93.0
6.8 51.0 49.0 8.0 53 94.7

HAM EKSTRE HAZIRLAMA YONTEMLERI

Homojenizasyon asamasinda istenilen molekiil grubunu (niikleik asit ya da protein)
iceren doku veya hiicrelerin ¢eper ve zar yapilar1 pargalanip yok edilir. Elde edilen karigima
homojenat ad1 verilir. Hiicre yapist ortadan kalkmis olan homojenatta, serbest ya da
organeller igerisindeki hiicre bilesenleri (membran pargalar1 ve bir miktarda parcalanmamis
hiicrelerle birlikte) parcalanmanin yapildigi ortamda dagilmis bir silispansiyon halinde
bulunurlar. Uygun pargalama teknigi kullanilarak elde edilen homojenat, filtre edilerek veya
santrifiijlenerek membran parcalar1 ve parcalanmamis hiicrelerden ayrilir. Elde edilen

karisima ham ekstre ad1 verilir.



DENEY:

Once yukaridaki tablodan yararlanarak pH 7.2 olan 0.2 M Na fosfat tamponu hazirlaymiz.
Tamponu nasil hazirladiginizi ayrintili bir sekilde yaziniz.

0.2 M NaH:POs stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

............................ g NaH;POy tartildi. ..................... ml saf suda ¢oziindiiriildii. Son

hacim ...................... ml’ye tamamlandi.

0.2 M Na:HPOs stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

............................ g NapHPO4.7H>O  tartildi. veevieriieiienieee.. ml o osaf  suda

¢ozlindiiriildii. Son hacim ...................... ml’ye tamamlandi.

pH 7.2 olmasi igin:

.................... ml 0.2 M NaH>POyj stok ¢ozeltisi ile

.................. ml 0.2 M Na;HPOyj stok ¢ozeltisi karistirildi.

Sonhacim ....................... ml’ye tamamlandi.



BITKILERDEN PIGMENT IZOLASYONU:
KLOROFIL VE KAROTENOID TAYINi

Bitkilerin temel fotosentetik pigmentleri iki gruba ayrilir: Klorofiller ve karotenoidler. Bu
pigmentlerin ikisi de, kloroplastlarin i¢inde bulunur ve fotokimyasal olarak aktif fotosentetik
biyomembranlar olan tilakoidlerdeki proteinlere bagl olarak yerlesmislerdir. Bitki dokusunun
aseton veya metanol gibi c¢oziiciilerde parcalanmasi sonucunda bu pigmentler, proteinlerden
bagimsiz bir sekilde elde edilirler. Klorofil ve karotenoidler, organik ¢oziiclilerde kolaylikla

coziindiiklerinden, biyokimyasal olarak lipitler sinifina sokulmaktadir.

En ¢ok goriilen bitki pigmentleri olan klorofil a ve klorofil b yaklasik olarak;

a:b = 3:1 oraninda karsimiza ¢ikmaktadir. Canli bitki hiicrelerinde, klorofiller birincil
fotosentetik pigmentlerdir, bu pigmentler 15181 mavi (450 nm) ve kirmiz1 boélgede (650-700
nm) absorplamaktadir. Isigin absorplanmasi, klorofil molekiiliinde bir elektronun eksite
olmasini (uyarilmasini) saglar, boylelikle de NADPH ve ATP iiretimi ile fotosentetik siirecin
baslamasi i¢in enerji saglanmis olur. Elde edilen NADPH ve ATP bitki tarafindan karbohidrat

metabolizmasinda kullanilir.

CHoCHq  CHy

HyC 0
. CO,CH,
Mg
Mo H KLOROFIL A
i} H
HyC=CH ~ Sy
] CHECHECDECHECH=?mHECHECH2?HHCHS
CH3 CH3 CH CH
K] K]
CH,CH; CH
ﬁ 2 3 3
H-C 8
. CO,CH,
Y M
M ) i KLOROFILE
HyaC=CH = 3y QQMFL;;><T
] CHECHECDECHECH=?EHECHECH2?HHCHE
CHj CH3 CH CH

3 3



Ikinci pigment grubu karotenoidler iki farkli tipte goriiliir:
1-karotenler: sadece karbon ve hidrojen igerirler.
2-ksantofiller: karbon, hidrojen ve oksijen atomlarint hidroksil veya epoksit islevsel gruplar

formunda tagirlar. Bitkilerdeki karotenoidlerin yiizde bilesimi biiylime kosullarina baghdir.

B-Karoten

Klorofil a ve klorofil b 400-475 ve 600-675 dalga boylar1 arasinda maksimum absorpsiyon
gosterir. Bu dalga boylarinda goriilen piklerin maksimum absorpsiyonlar1 kullanilan
¢Oziiciiniin polaritesine baghdir: 6rnegin; dietil eter icinde klorofil a i¢in yogun absorpsiyon
piki 660 ve 428 nm.’de goriiliirken, daha polar olan metanol i¢cinde bu pikler 665 ve 432
nm.’ye kaymaktadir.

Karotenoidler klorofillerin aksine tek bir bolgede yogun bir absorpsiyon gosterirler (350-500
nm.). Bu tip calismalarda elde edilen spektrofotometrik bilgi pigment tanimlanmasinin
yaninda bir bitki ekstresindeki pigmentlerin konsantrasyonlarinin da belirlenmesinde

kullanilir.

GEREKLI MALZEMELER:

- Bitki dokusu

- Aseton (%100)

- Havan

- Cam tozu

- Spektrofotometre

- Spektrofotometre kiiveti (cam; 1 ml)
- Susuz sodyum siilfat

- Filtre kagidi



DENEYIN YAPILISI:

a) Pigmentlerin Ekstraksiyonu: Bu deney zayif 151k altinda tamamlanmalidir. 0,5 g bitki
dokusu alinir ve kii¢lik parcalara ayrilir, havan igine yerlestirilir. 15 ml aseton ol¢iiliir ve kap
icine doldurulur, yaklasik olarak 0,5 g cam tozu eklenir ve ¢ozelti keskin yesil bir renk alana
kadar karistirilir. Ekstraksiyon tamamlandiktan sonra 1-2 g susuz sodyum siilfat ilave edilir,

bu islem ile su ekstreden uzaklastirilir. Ekstre filtre kagidindan gegirilir ve hacmi 6lgiiliir.

b) Pigment Konsantrasyonunun Hesaplanmasi: Ekstrenin klorofil ve karotenoid igerigini

belirlemek i¢in ¢esitli dalga boylarinda (661.6, 644.8 ve 470 nm) dl¢timler yapilmalidir.

Pigment Konsantrasyonunun Hesaplanmasi:
Ca=11.24A661.6—2.04A64438

Cv=20.13A6443 — 4.19A661.6

Ca+v=7.05A661.6 1+ 18.09A644.8

1000A470 — 1.90C,—63.14Cy
Cxte=

214
C.= Bitki ekstresindeki klorofil a konsantrasyonu (pg/ml)
Cp = Klorofil b konsantrasyonu (pg/ml)
Ca+ = Total klorofil konsantrasyonu (pg/ml)

Cx+c = Total karotenoid konsantrasyonu (ug/ml)



Kendi deneyiniz icin asagidaki bilgileri doldurup sonucu belirtiniz.

CALISMA MATERYALI: .................

MIKTARI: ............... g

EKSTRAKSIYONDA KULLANILAN COZUCU HACMI: ............... ml
EKSTRE HACMI (filtreden gegirdikten sonraki hacim) : ................ ml
A661.6 = eeveeeeeennnn. A6448 = oo, A470= oo,

Ca=

Cvr=

Can=

Cxte=

Ayni deneyi tekrarlayan en az 2 arkadasmizla birlikte 3 deneyin ortalamasim alarak ve STANDART
SAPMASINI HESAPLAYARAK DENEY SONUC RAPORU hazirlaymiz



ZEYTINYAGINDAN FENOLIK MADDE iZOLASYONU

Genel Bilgi:

Yapisinda, oksijene bagli doymamis 6 karbon halkasi igeren bilesikler FENOLIK bilesikler
olarak kabul edilir. Dogada, ¢ok sayida fenolik bilesik bulunur, 6rnek olarak; salisilik asit
(aspirinin temel yapisini olusturur) ve miristisin (hindistancevizine tadin1 veren kompleks bir
fenol) wverilebilir. Fenolik bilesiklerin bitkilerde bir¢cok islevi vardir, bunlar arasinda;
patojenlere ve herbivorlara karst savunma bilesikleri olarak rol oynama(Tanninler,
Isoflavanoidler), mekanik destek  saglama(lignin), tozlastiricilarin  gekimlenmesi
(antosiyaninler), UV radyasyonun absorpsiyonu (flavonoidler) sayilabilir.

Zeytinyagi, ylksek antioksidan aktiviteye sahip birgok fenolik bilesik igermektedir

(hidroksitirosol, tirosol, kafeik asit vb.). Zeytinyaginin kimyasal bilesimi asagidaki tabloda
verilmistir.

Zeytinyagimin kimyasal bilesimi

Bilesen En ¢ok bulunan tiir Miktar
Oleik asit (C18:1) % 55-83

Yag Asitleri Palmitik asit (C16:0) % 7.5-20
Linoleik asit (C18:2) % 3.5-21

Sekoiridoidler, tirosol,

Basit Fenoller oleuropein, hidroksitirosol

9- 752.3 mg/ml

(+)-pinoresinol,

Lignanlar (+)-1 -asetoksipinoresinol 0.65-99.97 mg/ml

Flavonoidler Luteol.m, apigenin, Belirlenmemis
kersetin

Karotenoidler B-karoten, lutein 1- 20 mg/ml

Tokoferoller v- tokoferol, a- tokoferol ~ 5- 300 mg/ml

Terpenoidler Skualen 2.08- 6.52 g/ml

Fitosteroller [-sitosterol, kampestrol 1- 2 g/ml

Zeytinyaginda 9-800 mg/kg olarak bulunan fenolik bilesikler, yagin hazirlandigr meyvelerin
ait oldugu agacin alttiirline, meyvenin olgunlagsma evresine (meyve olgunlastik¢ca fenolik
icerik diiser), ezme prosesine ve yagin saklanma kosullarina bagli olarak ¢ok farkl

derisimlerde olabilir.



Malzeme ve Yontem:
Ticari olarak satin alinmis olan zeytinyagindan (dogal sizma, Marmara Birlik) zeytinyagi

fenolik fraksiyonunun (ZFF) elde edilmesinde asagidaki prosediir izlenecektir:

1. 10 g (9,5 ml) zeytinyag 3 ml metanol (MeOH) ile ayirma hunisinde iyice calkalanacak ve
fazlar birbirinden ayrildiktan sonra MeOH fazi (alt faz) ayr bir kaba alinacaktir.
Ekstraksiyon islemi 3 defa tekrarlanacak ve MeOH fazlar1 birlestirilecektir.

2. MeOH ekstresi 3 kez 15 ml hekzan ile ayirma hunisinde ¢alkalanarak hekzan fazina (iist
faza) gecen yag kalintilar1 uzaklastirilacaktir.

3. Ekstre vakumlu déner buharlastiricida 40°C’da kuruluga kadar buharlastirilacaktir.

4. Ele gecen kuru ekstre agirligi belirlenecektir.

MeOH ekstresinin total fenolik igeriginin belirlenmesinde Ragazzi ve Veronose (1973)
tarafindan gelistirilen yontem kullanilacaktir. Fenolik madde standard: olarak kullanilan gallik
asit (GA) stok ¢ozeltisi 500 pg/ml derisimde hazirlanacak ve 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5
pg/ml, 31,25 pg/ml, 15.62 pug/ml, 7.8 pug/ml, ve 3.9 pug/ml’lik seri sulandirimlar1 yapildiktan
sonra bir ml 6rnek veya standart iizerine 0.5 ml Folin belirteci (Folin-Ciocalteu’s phenol
reagent) eklenecektir. Bu karisima 3 ml NaxCO; (200 g/l) katilarak tiip karistiricida iyice
karistirildiktan sonra 5.5 ml deiyonize su eklenecek ve 1250 xg’de 5 dakika
santrifiijlenecektir. Slipernatantin 725 nm dalga boyundaki absorbansi spektrofotometrede
(nQuant, Bio-Tek) Olciilecektir.

Sonuclarin Degerlendirilmesi:

Yontemin uygulanmasi sonucunda elde edilecek olan, gallik asit standartlarma ait OD72s
degerleri absise, gallik asit standartlariin derisim degerleri ise ordinata konularak standart
grafik c¢izilecek ve dogru denklemi olusturulduktan Orneklerin igerdigi fenolik madde
miktarlar1 standart grafige ait dogru denklemi yardimiyla hesaplanacaktir. Sonu¢ olarak

kullanilan zeytinyagiin fenolik iceriginin gallik asit esdegeri (mg)/ kg olarak verilecektir.



C VITAMINI (ASKORBIK ASIT ) ANALIZi

Bu vitamin viicutta hem rediikte (askorbik asit) hem de okside (dehidro askorbik asit) seklinde
bulunur. Rediikte olan1 daha ¢oktur. Her iki sekli de vitamin karakterindedir. Alinanin bir
kismi idrarla disariya atilir. Diger kismi da (%50-75’1) metabolizmada inaktif hale geger. Bu
olay geri doniistimsiizdiir ve meydana gelen madde vitamin karakterinde degildir. CO-
degradasyonu ile yikilir gider. Diger son fiiriin de okzalik asittir. C vitamininin insan

viicudundaki yar1 6mrii 16 gilindiir.

Askorbik asit, , meyveler ve genellikle sebzelerde oOzellikle turunggiller, yesil biber,
domateste biiyilk miktarlarda bulunur. Pisirme islemi sirasinda gidalarda bulunan askorbik
asitin yiizde 50’sinden fazlasi pargalanir. Giinliik alinmasi1 6nerilen miktar 35-80 miligramdir.
Ince barsaktan glukoza benzer bigimde hizl1 ve kolay emilir. C vitamini pek ¢ok reaksiyona

katilmaktadir.

C vitamini eksikliginde ortaya ¢ikan baslica hastalik skorbiittiir. insanlarda C vitamininden

yoksun gidalarla beslenildiginde, ,

e Halsizlik
e Ates ve infeksiyona karsi direncin diismesi,

e Dis etlerinde sisme ve iltihaplanma, kanama gozlenir.

C Vitamini Fazlahg

e En sik goriilen etkisi ishaldir.

e Karn agrisi,

e Idrarda yanma,

e Ayni sekilde vitamin C idrar asitlestirdigi i¢in idrar yollarinda oksalat taglarinin

¢Okmesine neden olabilir.

C Vitamini Gereksinimi (giinde)

0-1Yas 35 mg
1-14 50mg
14 yas lizeri 60 mg
Gebe kadinlar 80 mg

Emziren anneler 100 mg



C Vitamini Dogal Kaynaklar

Taze meyve ve meyve sulart ile sebzelerde bol miktarda bulunur

stirasinda onemli oranda yitirilir.

. Besinlerin pigirilmesi

Kaynak Miktar (mg/100g)
Siyah {iziim 200
Narenciye 50
Cilek 60
Kavun, karpuz 20
Yesil biber 100
Maydanoz 150
Brokoli, B.Lahanas1 Cig 100
Havuc 6
Sogan 10
Cig bezelye 25
Pismis bezelye 10




DENEY:
BESSEY’IN MODIFIiYE TITRIMETRIK YONTEMI iLE C VITAMINI TAYINIi

Yontem meyve sularinda C vitamini tayini i¢in diizenlenmistir.
Prensip:

2,6-diklorofenol indofenol ile askorbik asit arasindaki oksidorediiksiyon reaksiyonuna
dayanir. 2,6-diklorofenol indofenol (pembe), askorbik asit tarafindan renksiz 16ko tiirevine
indirgenirken, askorbik asit dehidroaskorbik aside yiikseltgenir. 2,6-diklorofenol indofenol
ayn1 zamanda indikator gorevi yapar. Titrasyonun sona erdigi 2,6-diklorofenol indofenol‘iin
pembe renginin sabit kalmasi ile anlagilir. Titrasyon ortaminda asetik asit veya metafosforik
asidin bulunmasi gerekmektedir. Ciinkii bu asitler; baz1 metal iyonlarinin katalize ettigi
aerobik oksidasyonu inhibe eder; enzimleri inaktive ederler; proteinleri ¢oktiirerek proteine

bagl askorbik asidi serbestlestirirler.

Gerekli Alet/Malzeme:

e Biiret, Erlenmeyer, meziir, beher, tiipler, porttiip
e Distile su

e Askorbik asit standardi (Img/ml = %100)

e Glasiyel asetik asit

e 2.6 diklorofenol indofenol (% 0,1)

DENEYIN YAPILISI:

10 ml askorbik asit standart ¢ozeltisi (Img/ml=%100) Erlenmeyere konulur, iizerine 25 ml
glasiyel asetik asit ilave edilir. Biirete konulan indefenol ¢6zeltisi ile pembe renk 5 saniye
siireyle sabit kalincaya kadar titre edilir. Bu sekilde 1 mg askorbik aside esdeger boya

cozeltisi miktar1 bulunur.

10 ml’deki askorbik asit miktar1 = 10 mg

10 mg askorbik asit i¢in kullanilan indofenol miktar1 =X ml ise

1 mg askorbik asit i¢in kullanilan indofenol miktar1 = 1.X/10 = A ml
A: 1 mg askorbik aside esdeger indofenol miktar1 (mg/ml)

10 ml &rnek Erlenmeyere konur. Uzerine 25 ml glasiyel asetik asit ¢ozeltisi eklenir. indofenol
cozeltisi ile pembe renk olusuncaya kadar titre edilir.



(Deney en az 3 kez tekrarlanarak hesaplamada ortalama sarfiyatlar
kullanmilacak ve standart sapma degerleri hesaplanacaktir.)

HESAPLAMA:
Titrasyonda kullanilan
indofenol ¢ozeltisi (V ml)
% (100 ml’ de mg C vit.) C vitamini = x 10
A (mg/ml)
SONUCLAR
ORNEK:
Xi= Xy = X3 = Xort=
A= Ar= Az = Aor=
Vi= V= V3= Vor=
(%C)1 = (%C)2= (%C)3 = (%C)ort

% C vitamini

Olgiim Ortalama=
X-Xort
(X-Xor)? Toplam:
S - E (X EI_Xj' F
m-1

Standart sapmal sonuc=



SABUN ERIYIGINDE YAG ASITLERININ ARANMASI
Sabunlar, karbon sayis1 6’dan fazla olan yag asitlerinin alkali metallerle yaptiklar1 tuzlardir.

Bu tuzlara kuvvetli mineral asitlerin etkisi sonucu tekrar serbest yag asitleri elde edilir.
Deney:

Vida kapakli cam tiip i¢indeki 1 ml sabun eriyigi tizerine 1 ml 1N H>SOj4 eklenirse suda
coziinmeyen saf yag asitleri beyaz bir tortu olusturur. Bu karisimin {lizerine 1-2 ml eter ilave
edilir ile kuvvetlice calkalanir. Yag asitleri eter fazina gecerek burada ¢oziiniir. Ustte kalan
eter fazina siizge¢ kagidi daldirilir ve sonra kagit havada kurutularak eterin u¢gmasi saglanir.
Eter uctuktan sonra kagitta butirik asit, kaproik asit gibi ugucu yag asitlerinden ileri gelen

acillagmis tereyagi kokusu duyulur.

Kati sabun olusumunun genel reaksiyonunu yaziniz:



YAG ASITLERININ ESTER OLUSTURMA REAKSIYONUNUN
GOZLENMESI

Yag asitlerinin karboksil gruplari alkolle geri doniistimlii olarak esterlesebilir. Esterlesme

kendiliginden yavas, fakat yiiksek sicaklikta veya hidrojen iyonu varliginda hizli olur.
Deney:

Bir deney tiipiine 1 ml saf etil alkol, 1 ml asetik asit ve 1 ml derisik HoSO4 konulup birkag
dakika beklenir (Dikkat! Derisik asit cam pipetle transfer edilir ve asla agizla ¢ekilmez!)
Karisim, icerisinde saf su bulunan bir behere dokiiliirse, asetik asit ile etil alkol arasinda ester
bag1 olugsmasi nedeniyle asetik asitin igneleyici kokusunun yerini asetik asidin etil esterinin

hos, meyve esans1 kokusu alir.

Asetik asidin etil alkol ile esterlesme reaksiyonunu yaziniz:



SDS PAGE (Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

Elektroforez bir elektrik alanda yiiklii molekiillerin ayrilmasi i¢in kullanilan bir yontemdir. Jel
elektroforezi ise porlu bir destek ortam kullanilarak, molekiillerin yiik, biiyiiklik ve

konformasyon farklarina gore ayrilmasi teknigine dayanmaktadir.

Jel elektroforezi kullanilan destek ortamin tiiriine gore iki baslikta toplanabilmektedir.
1-Agaroz Jel Elektroforezi

2-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Agaroz jelin ayirma giicli poliakrilamid jele gore daha diistiktlir. Agaroz Jel Elektroforezi
yatay bir sistem iizerinde gerceklestirilirken poliakrilamid jelde dikey bir jel diizenegi
kullanilmaktadir. Agaroz Jeller soguyarak jel haline gelirken poliakrilamid Jeller

polimerlesme reaksiyonu ile meydana gelmektedir.

Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE); SDS poliakrilamid jel
elektroforezi proteinlerin analizi agisindan ¢ok gii¢lii bir yontemdir. Prensip olarak suda

coziilmeyenler de dahil olmak iizere, biitiin proteinlerin ayrimi i¢in kullanilabilmektedir.

Zar proteinleri, hiicre iskeletinin protein bilesenleri ve daha biiylik hiicresel topaklarin
bilesenlerini olugturan proteinlerin hepsi bu yontemle ayrilabilmektedir. Proteinler molekiiler

agirligina dayali olarak bir poliakrilamid jeli i¢inde ayrilir.

Proteinler amfoterik molekkiillerdir, yani hem pozitif hem de negatif yiiklere sahiptirler.
Proteinleri tek yonlii hareket ettirebilmek icin, iizerlerine diizgiin bir sekilde negatif yiik
yaratilir. Proteinler SDS ile karistirildigi zaman net bir negatif yiik alirlar. SDS proteinleri
denatiire eder ve denatiirasyon sonrasinda biitiin proteinler benzer yapi gosterir. Ayrica
anyonik bir deterjan molekiiliine baglanma sonucu, biitiin proteinler homojen bir bigimde

dagitilmig negatif yiike sahiptir.

SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) sistemlerinde kesintili bir jel sistemi
kullanilir. Ornekler dncelikle yiikleme jeli boyunca dar bir alanda konsantre edilir. Yiikleme
jelinin konsantrasyonu ve pH’1 daha diisiiktiir. Diisiik konsantrasyon sayesinde porlar daha
biiyiik, molekiiler eleme etkisi daha diisiiktiir. Ornekler yiiriitme jeline girdikten sonra ise

biiyiikliiklerine gore ayrilirlar. Yiiriitme jelinin konsantrasyonu ve pH’1 daha yiiksektir.



Jel Hazirlanmasinda Kullanilan Kimyasallar;

Akrilamid; Jel polimerinin monomeridir. Serbest radikal polimerizasyonu ile polimerize olur.

N,N’-metilen-bis (Akrilamid); Capraz baglayici ajandir. Jellesmeyi saglar.
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat); Proteinleri denatiire eder ve ii¢ boyutlu yapilarin1 bozarak

proteinleri dogrusal hale getirir.

Tetrametilendiamin (TEMED); Serbest radikalleri kararli hale getirir.

Amonyum Persiilfat (APS); Serbest radikallerin kaynagidir ve jel olusumunu baglatir.

Gliserol; Orneklere yogunluk vermek i¢in kullanilanilir.

B-Merkaptoetanol; Denatiirasyona yardimeci olur ve distilfit baglarimi kirar.

Tris
Brom fenol mavisi

TCA (Trikloroasetik asit)

Coomassie

Glasivel asetik asit

Yiiriitme ve Yiikleme Jellerinin Hazirlanmasi;

Yiikleme Ve Elektroforez Islemi

. Oncelikle dikey elektroforez sistemi hazirlanir. Jelin dokiilecegi camlar temizlenir ve
diizenek kurulur.

. [lk olarak yiiriitme jeli olmak iizere jeller hazirlanr.

. Yiiriitme jeli icin kullanilacak maddelerden APS ve TEMED hari¢ diger maddeler
belirlenen miktarlarda temiz bir behere koyulur.

. Koyulan maddeler iyice karistirildiktan sonra APS ve TEMED eklenir.



Elde edilmis olan karigim hizli bir sekilde camlar arasina mikropipet yardimi ile
dokiiliir. Hava kabarcig1 olusmamasina 6zen gosterilir.

Jel dokiimii bittikten sonra, distile su yiiriitme jelinin iizerine dokiilerek jelin hava
almamasi saglanir.

Jelin polimerlesmesi i¢in yaklasik olarak 30-40 dk kadar beklenir.

Yiiriitme jeli hazir olduktan sonra ayni islemler yiikleme jeli i¢in de gergeklestirilir.
Yiritme jeli yiiklendikten sonra camlarin ara kalimligima uygun olarak taraklar
yerlestirilir.

Yiikleme jeli donduktan sonra taraklar yavasca cikarilir ve jel elektroforez aparatina
yerlestirilir.

Jel tankina elektroforez tamponu ilave edilir.

Istenilen miktarda protein &rnegi, belli miktar yiikleme tamponu ile karistirilarak 3
dakika kadar kaynatilir.

Kaynayan ornekler dikkatli bir sekilde kuyucuklara yiiklenir.

Yiikleme bittiginde jel tankinin kapagi kapatilarak gii¢c kaynaginin baglantilari yapilir.
Ornekler yiikleme jeli boyunca 80V’da, yiiriitme jeline gecildiginde ise 120V’da
yuritilir.

Yiiriitme bittiginde jel dnce boyama ¢ozeltisine alinir ve belli bir siire de inkiibe edilir.
Boyama ¢ozeltisinden alinan jel arindirma ¢ozeltisinde bir siire inkiibe edilir.
Inkiibasyon boyunca armdirma ¢dzeltisi siirekli yenilenir.

Jel boyadan arindiginda ise arindirma ¢ozeltisinden ¢ikarilir ve goriintiileme cihazinda

beyaz 151k altinda bantlar gozlemlenir.



ENZIMLERIN iZOLASYONU

Bunun i¢in her seyden 6nce en uygun enzim kaynagi secilir. Bu kaynak belli bir bitki,hayvan

veya mikroorganizma olabilir.Kaynak bol ve ucuz olmalidir.Kaynak olarak secilecek
organizmanin izole edilecek enzimi bol ve aktif olarak iirettigin daha 6nceden bilinmesi
gereklidir.izole edilecek enzimin intraseliiler veya ekstraseliiler olup olmadig: ile bitkisel ve
hayvansal kaynaktan elde edilecek enzimin hangi organ ya da dokuda lokalize oldugu
konularinda 6n bilgilerine sahip olunmalidir.

Intraseliiler enzimlerin izolasyonu igin her seyden &nce hiicre duvari ve ilgili mebranlarm
belli tekniklerle parcalanmasi ve bdylece de hiicre iceriginin enzimlerle birlikte disari
alinmas1 gereklidir. Ekstraseliiler enzimlerin izolasyonunda ise bdylesi bir asamaya gerek
yoktur ¢iinkii ekstraseliiler enzimler hiicrenin bulundugu ortama salinmaktadir. Ornegin;
mikroorganizmalar ekstraseliiler enzimlerini, direkt olarak gelistikleri kiiltiir ortamina
salgilamaktadirlar. Izolasyon asamasi ekstraksiyon, enzim ¢ozeltisinin ayrilmasi ve konsantre

edilmesi gibi alt iglemleri icermektedir.

EKSTRAKSIYON

Enzim iiretimi i¢in bir hayvansal kaynak kullanilacak ise ilk once ilgili organlar toplanip,
diisiikk sicakliklarda iiretim birimine taginir ve ¢ok kisa siireler icin depolanir organ
dondurulma 6ncesinde yaglar1 ve bag dokularindan temizlenir. Dondurulmus organ dogranir
ve /veya kiyilir ve uygun bir tampon ¢ozeltisi iginde eksrakte edilir. Organ i¢ine tutulan yaglar
uygun bir organik ¢Oziicli kullanilarak uzaklastirilabilir. Emmekte olan buzagilarin
sirdeninden elde edilen rennet enzimi i¢im yukarida agiklanan yontemden daha farkli ve 6zel
bir yol izlenmektedir. Enzim {iiretimi i¢in bir bitkisel materyalin (kok,gdvde,tane,bitki 6zsuyu
vb.) kullanimi s6z konusu oldugunda materyal kati ise once bir parcalama ,kiyma, veya
oglitme isleminde gerekebilir. Kiyillmig parcalanmis veya Ogiitiilmiis materyal uygun bir

tampon ¢ozelti icinde ekstraksiyon islemine gegilir.

Enzim iiretiminde mikroorganizmalardan yararlanilmas1 durumunda ise ilk 6nce amaca uygun
mikroorganizma tiir ve hatta susun belirlenip se¢ilmesi gereklidir. Bunun da otesinde enzim
iretim amaciyla genetik islemelerden gecirilerek 6zel karakterler kazandirilmig
mikroorganizma suslarida secilip kullanilabilmektedir. Mikroorganizma se¢imini bu
mikroorganizmanin uygun bir s1vi ortamda ve kosullarda gelistirilmesi ve kiiltiirlerinin elde

edilmesi takip eder. Her mikroorganizmanin belirli kosullar altinda enzimlerini en fazla olarak



biriktirdigi bir iireme donemi vardir. Bakteriler genel olarak enzimlerini liremenin 6zellikle
logaritmik sabit donemleri ile 6liim doneminin baslangicinda biriktirme egilimindedirler.
Buna gore de izole edilecek enzimin belirli kosullar altinda en fazla biriktirildigi iireme
doneminin daha 6nceden belirlenmesi yararli olacaktir. Ekstaseliiler enzimler iiremenin
genellikle logaritmik fazinda yiiksek diizeylere esmektedir. Enzim intraseliiler ise
mikroorganizma kiiltiirline veya kiiltiirden ayrilan hiicre siispansiyonuna uygun bir hiicre
duvari parcalama islemi uygulanmalidir. Hiicre siispansiyonuna uygulanan baglica mekanik
yontemler; yliksek basing homojenizasyonu, yliksek hizda karistirilan boncuklar varliginda
yas ezme islemi, ultrasonik vibrasyon uygulamasi seklinde siralanabilir. Mekanik olmayan
yontemler ise; hiicre duvarmin yiiksek sicaklik uygulanarak yikilmasi, hiicre kiiltiirliniin
dondurularak kurutulmasi ve aseton tuzlarini hazirlama ile hiicre igeriginin disart alinmasi,
lizozim enzimi kullanilarak hiicre duvarmin yikilmasi, deterjan veya antibiyotik

uygulamasiyla hiicre duvariin parcalanmasi 6rnek gosterilebilir.

Hiicrelerin Par¢alanmasi

Alkali ile Muamele: Mikroorganizma hiicreleri pH 11-12 olan alkali ortamda 20-30 dakika
inkiibe edildiginde hiicre membran1 parcalanmakta ve membrana bagli komponenetler de

serbest hale gegmektedir. Bu yontem daha ¢ok terapotik enzimler i¢in uygundur.

Lizozim ve EDTA ile Muamele: Lizozim hiicre membraninda bulunan beta 14 glikozit
bagin pargalar. Ortama EDTA katildiginda gram negatif bakterilerin membrani da pargalanir.
EDTA zarn stabilitesi i¢in esas olan iki degerlikli katyonlar ile selat olusturur ve lizozim

etkisine olanak saglar.

Deterjanlar ile Muamele: Deterjanlar membranlardaki lipoproteinleri ¢dzer ve membran

gecirgen hale geger

Soguk Sok: Mikroorganizma hiicrelerinin normal biiyliime sicakligindan ani olarak 0°C’ye

sogutulmalarina soguk soku denir. Biiyiik 6l¢ekli iiretimler i¢in uygun bir yontem degildir.

Osmotik Sok: yontem, mikroorganizmalarin besi ortami komponentlerinden tamamen
kurutuluncaya kadar uygun bir tamponla yikanmasi ve ardindan %20 sakkaroz c¢ozeltisinde
yeniden dagitilmasi esasina dayanir. Osmotik sok gram pozitif bakterilerin tlirettigi enzimler

icin uygun degildir.



Ultrases: Ultrases (20kHz den daha yiiksek frekansl sesler) 1950 den beri hiicrelerin
parcalanmasinda kullanilan bir tekniktir. Dondurma ve Coziindiirme: Genelde bu uygulama
yalniz basina iyi bir sonu¢ vermez. Dondurma ve ¢ézme enzimde yapisal degisikliklere neden

oldugu i¢in verim diisiisiine neden olur.

Kat1 Kirma: Hiicre parcalanmasinda endiistriyel boyutta ilk kullanilan tekniktir. Maya pastasi

ve kieselgur karistirilip karisima hidrolik basing uygulanmistir.

Sivi Kirma: Bugiin i¢in endiistriyel boyutta en verimli tekniktir ve iki sekilde uygulanir.
Yiiksek basing homojenizatorii ve Kiireli degirmenler. Yiiksek basing homojenizatoriinde
mikroorganizma hiicrelerinin pargalanmasi icin siispansiyon 560 kg/cm 2 degerine kadar
¢ikabilen basing altinda bir igneden gegmeye zorlanir. igneyi terk eden siispansiyon atmosfer
basinci ile karsilasir. Bu basing farki hiicrelerin pargalanmasina neden olur. Kiireli
Degirmenlerde ise; kiirecik ¢apt 0,3-1,0mm arasinda degisen cam veya aliiminyum oksitten
yapilmis degirmenlerde hiicreler ogiitiiliir. Bu mekanik islem sirasinda agiga c¢ikan enerji
kararlilig1 diisiik enzimler i¢in problem yaratir. Siispansiyonun etkin bir sekilde sogutulmasi

gerekir.

ENZIM COZELTISININ AYRILMASI

Bitki veya hayvan organ ekstraklari ile mikroorganizma kiltiirlerinin elde edilmesinde
sonraki ortak asama enzimlerin bu ortamdan ayrilmasi islemidir. Kiiltlir sivisina ge¢cmis
enzimlerin bu ortamdan ayrilmas: islemidir. Kiiltiir sivisina ge¢mis enzimler bu sivi
ortamlardaki hiicre kirintilar1 (intraseliiler enzim eldesinden arta kalan materyal ) veya
hiicreler ile hif gibi yapilardan ( ekstraseliiler enzimlerden arta kalan materyal ) filtrasyon

veya santrifiigasyon gibi tekniklerden birisi uygulanarak ayrilabilir.



ANTIOKSIDAN AKTIVITE TAYINIi

Oksidanlar basta proteinler, lipitler, DNA ve karbohidratlar olmak iizere biyomolekiilleri
dogrudan veya dolayli hasara ugratma yetenegi bulunan reaktif oksijen tiirleri (ROT) dir.
Stiperoksit anyonu (Oy7), hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil radikali (OH') gibi ROT lar
cesitli in vivo kosullarda olusabilirler. Metabolizmanin normal isleyisi sirasinda, gerek
elektronlarin elektron transport zinciri boyuncaki akisiyla, gerekse NADPH oksidaz,
miyeloperoksidaz, ksantin oksidaz, glukoz oksidaz, sitokrom P450 enzimleri ve
siklooksijenazlar gibi oksidorediiktazlarin aktivitesiyle olusan ROT’lar hiicre ve dokular
biyolojik hasara ugratabilirler. Hiicre ve dokular da bu hasar1 onlemek i¢in ROT’lari
siipiirmeye ve yok etmeye calisirlar. Genel olarak antioksidan savunma olarak adlandirilan bu
savunma sisteminde ¢esitli enzimler (katalaz, siiperoksit dismutaz (SOD), peroksiredoksin,
glutatyon peroksidaz, DNA tamir enzimleri) ve antioksidan bilesikler [askorbik asit,
tokoferoller, indirgenmis glutatyon (GSH), bilirubin, karotenler, iirik asit, ubikinon vb] gorev

alir.

ROT’larin yaslanma, ateroskleroz, kanser, iskemi reperfiizyon, inflamasyon, romatoid artrit,
norodejeneratif hastaliklar, karaciger hastaliklar1 gibi bir¢ok patolojik durumda etken rol
oynadig1 kabul edilmektedir. Giinlimiizde, organizmada olusam oksidatif strese karst dnlem
almak tlizere ve/veya etiyopatolojisinde serbest radikallerin yer aldigi bilinen hastaliklarin

tedavisi amaciyla antioksidanlardan yararlanilmaktadir.

Diyetle birlikte alinan polifenolik bilesikler, E vitamini ve karotenoidlerin, oksidatif stres ile
iligkili hastaliklarin 6nlenmesinde en etkili antioksidanlar oldugu saptanmistir. Bu yilizden son

yillarda antioksidanlarla yapilan ¢alismalarda artis gézlenmektedir.

Calismalar genellikle antioksidan kapasiteyi belirlemeye yoneliktir ve antioksidan aktiviteyi
belirlemede bir¢ok yontem kullanilmaktadir. /n vitro antioksidan aktivite deneyleri iki
kategoride degerlendirilebilir: 1- hidrojen atomu transfer reaksiyonlarim iceren aktivite
testleri [ORAC (oksijen radikali absorbans kapasitesi), linoleik asit oksidasyonu inhibisyonu,
TRAP (total radikal tutuklama antioksidan parametresi)] 2- elektron transfer reaksiyonu
temelli aktivite testleri [FRAP (demir iyonu indirgeyici antioksidan parametresi), DPPH
(difenil-1-pikrilhidrazil)]. Bilinen tiim aktivite tayini protokollerinin tagimasi gereken

ozellikler:



a) biyolojik olarak bilinen bir substrat1 se¢meli

b) ¢esitli oksidasyon kosullarini test etmeli

c¢) hem baslangig, hem ikincil oksidasyon iirlinlerini 6lgmeli

d) antioksidanlari, ayn1 konsantrasyondaki aktif yapitasi ile karsilastirmali

e) yiizde inhibisyonu veya ICso (%50 inhibisyona neden olan antioksidan konsantrasyonu)

degerini belirlemeli

DPPH Yontemi

DPPH stabil ve ticari olarak elde edilen azot radikalidir ve 515 nm’de maksimum absorbansa
sahiptir. Aktivite testi sirasinda, ornek aktifse (DPPH’nin indirgenmesine yola agiyorsa)
zamanla hazirlanan karisimin renginde agilma gerceklesir.

Gerekli Malzemeler ve Alet:

Antioksidan aktivitesi 6l¢iilecek materyal (6rnegin, bitki ekstresi)

DPPH (1,1-difenilpikrilhidrazil) reaktifi: [2x10* M DPPH metanol (MeOH) i¢inde hazirlanir]
Metanol (MeOH),

Referans antioksidan (C vitamini)

Distile su,

Spektrofotometre

Deneyin Yapilis::

5 farklh konsantrasyonda ornek g¢ozeltileri (antioksidan aktivitesi belirlenecek madde) ve C
vitamini (referans antioksidan) ¢ozeltileri hazirlanir. Hazirlanan ekstreler ve C vitamini 6l¢tim
yapilacak kapta, DPPH reaktifi ile asagidaki oranlarda karigtirllir ve oda sicakliginda,
calkalayicida (50 devir/dak), 10 dak bekletilir.

KOR ORNEK: 1 hacim ¢dziicii: 4 hacim DPPH reaktifi
(96 kuyucuklu microplate i¢in her bir kuyucukta
40 pl organik ¢oziicii veya distile su + 160 ul DPPH)

ORNEK: 1 hacim 6rnek ¢dzeltisi: 4 hacim DPPH reaktifi
(96 kuyucuklu microplate i¢in her bir kuyucukta
40 pl 6rnek + 160 ul DPPH)

C VITAMINI: 1 hacim C vitamini ¢dzeltisi + 4 hacim DPPH reaktifi
(96 kuyucuklu microplate i¢in her bir kuyucukta
40 pl C vitamini ¢ozeltisi + 160 ul DPPH)



ORNEKLER RENKLI iSE RENKTEN ILERI GELEN ABSORBANS BULUNUR.
RENK: 1 hacim ¢6ziicii + 4 hacim MeOH

(96 kuyucuklu microplate i¢in her bir kuyucukta

40 ul ¢ozici + 160 pl MeOH

Spektrofotometrik Ol¢iim:

Karigimlarin spektrofotometrede 515 nm’de absorbanslari 6l¢iiliir ve asagidaki tabloda yerine

yerlestirilir.
. e Ornegin
Ornegin C vitamininin
GERCEK
absorbans1* | absorbans1* .
absorbansi

Konsantrasyon I
Konsantrasyon II
Konsantrasyon III
Konsantrasyon IV
Konsantrasyon V

* Absorbans degerleri en az 3 6l¢iim degerinin ortalamasi alinarak kaydedilecektir.
** Orneklerin absorbans degerlerinden, renkten ileri gelen absorbans degerleri ¢ikartilir ve
elde edilen sonuglar 6rneklerin gergek absorbansi olarak kullanilir.

HESAPLAMA:

ADS smek (veya C vit.)

% inhibisyon= 1-
ADS ksr smek

Elde edilen % inhibisyon degerleri ile bu degerlere karsilik gelen konsantrasyonlar
kullanilarak ¢izilen standart grafik yardimi ile % 50 inhibisyona karsilik gelen konsantrasyon
hesaplanir ve bu deger antioksidan aktivitenin yorumlanabilmesi i¢in C vitamini ile
karsilastirlir.

SONUCLAR:

% inhibisyon (Xi)= % inhibisyon (C1)=
% inhibisyon (X2)= % inhibisyon (Cz)=
% inhibisyon (X3)= % inhibisyon (C3)=
% inhibisyon (X4)= % inhibisyon (C4)=

% inhibisyon (Xs)= % inhibisyon (Cs)=



KAN VE IDRAR ANALIZLERI

HEMOGLOBIN MiKTAR TAYIiNi

Deneyin prensibi:

Hemoglobinden potasyum ferri siyaniir ile methemoglobin,
methemoglobinden de potasyum siyaniir ile siyanmethemoglobin olusur. Bu madde 540
nm.de max absorpsiyon yapmaktadir.

Gerekli malzemeler/aletler:
Kan 6rnegi, siyanomethemoglobin reaktifi (potasyum siyaniir, sodyum karbonat, potasyum
ferrisiyaniir), deiyonize su, spektrofotometre, cam kiivet

Siyanmethemoglobin reaktifinin hazirlanmasa:
e 5 mg potasyum siyaniir
e 0,1 gr sodyum karbonat
e 20 mg potasyum ferrisiyaniir

Deiyonize su ile ¢oziilerek 100 ml’ye tamamlanir.

Deneyin yapihisi:

Kor ve drnek asagidaki tabloya gore siyanmethemoglobinle isleme sokulur. Ornege ait
absorbans degeri 540 nm’ya ayarlanmis bir spektrofotometrede kore karst okunur.

KOR ORNEK
ORNEK - 0,01 ml
SIYANMETHEMOGLOBIN 2,5 ml 2,5 ml
DISTILE SU 0,01 ml -

Deney en az 3 kez tekrarlanarak asagidaki formiil yardimiyla hesaplamaya gegilir.

Cornek (g/dl)= A540-6rnek X 36,77

SONUCLAR:

(1.) Asao =
Ci=

(2.) Asao =
Co=

Hemoglobin konsantrasyonu

(3.) Asao =
Cs=

Olciim

Ortalama=

X-Xort

(X-Xort)?

Toplam:

S= E':Xcl_sz

-1

Standart sapmal sonuc=



IDRAR ANALIZI

Gerekli malzemeler/aletler:

Santrifiij

Santrifiij tiipii

Masa

Ispirto ocagi

%?3’liik asetik asit

% 20 siilfosalisilik asit

Nitrik asit

Fehling ayiraci (%50 Fehling I, %50 Fehling II)

(Asagida verilen deneyler en az li¢ kez tekrarlanmahdir.)
Protein arama deneyleri : Idrarda protein arama deneyleri yapilmadan Once idrarin
stiziilmesi veya santrifiij edilmesi gerekir.

1) Kaynatma deneyi: Bir tiipiin yarisina kadar idrar doldurulur. Tiip idrarin iist seviyesi
civarindan kaynatilir. Isitilan kisminda bulaniklik olmasi {i¢ sebepten ileri gelir.

Protein

Karbonat

Fosfat , bulanikligin bu maddelerin hangisinden ileri geldigini anlamak i¢in
iizerine birka¢c damla %3’liik asetik asit damlatilir. Bulaniklik kaybolmazsa
idrarda protein vardir. Kaybolursa fosfat yada karbonatlardan ileri gelmistir.

2) Siilfosalisilik asit deneyi: Tiipe bir miktar idrar (yaklasik1/4) konur, birkag damla
%20 stilfosalisilik asit damlatilir. Bulaniklik meydana gelmezse protein yoktur.
Bulaniklik olursa ya proteinlerden ya da albiimoz ve peptonlardan ileri gelmistir.
Bunlar1 birbirinden ayirmak igin tiip 1sitilir. Bulaniklik kaybolmazsa proteinlerden,
kaybolursa albiimoz ve peptonlardan ileri gelmistir.

3) Heller’in halka deneyi : Tiipe bir miktar idrar konur. Tiipii egik tutarak kenarindan
damla damla HNO; akitilir. HNOs3’iin yogunlugu idrarin yogunlugundan daha fazla
oldugundan kendisi dipte toplanip idrari yukari dogru kaldirir. Idrar ile HNOs’{in
birlesme yiizeylerine bakilir. Ikisi arasinda beyaz renkli bir halka olusumu proteinlerin
varligini gosterir.



SEKER ARAMA DENEYI

Fehling deneyi:

Bir deney tiipline esit miktarda Fehling I ve Fehling II ¢ozeltisi konur ve g¢alkalanir. Koyu
mavi renkli bir ¢ozelti meydana gelir. Bu iki ¢ozelti karistmi “Fehling Ayirac1” adi alir.
Acik alevde kaynatilir. Rengi de@ismezse ayira¢ temizdir. Iginde indirgen maddeler
bulunmuyor demektir. Bu kontroller yapildiktan sonra iizerine damla damla idrar katilarak
kaynatma siirdiiriiliir. Idrarda fazla seker varsa sar1 ya da kiremit rengi bulaniklik ya da ¢okelti
goriiliir. Seker az miktarda ise, Fehling ayiracinin hacmine esit olacak miktarda idrar katilir.
Sar1 ya da kirmiz1 ¢okelti meydana gelirse seker vardir. Deney su sekilde de yapilabilir:
Fehling ayirac1 ve Fehling ayiracina esit hacimde idrar ayr1 ayr1 kaynatildiktan sonra bu iki
kaynak siv1 birbiriyle karistirilir. Idrarda yeterli miktarda seker varsa yine pozitif bir sonug

alinir.

ORNEK HAKKINDA KISA BILGI:

DENEY SONUCLARI:

YORUMLAR:



NUKLEIK ASITLERIN SPEKTROFOTOMETRIK ANALIZi VE
DENATURASYONUN UV ABSORPSIiYONU UZERINDEKI ETKIiSIiNIiN
ARASTIRILMASI

Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm boyunda maksimum absorbsiyon gosterir. Bu
nedenle 260 nm’de Olgiilen absorbsiyon degerleri oldukga saf olarak izole edilen niikleik
asitlerin mikrogram diizeyinde miktarlarinin belirlenmesinde kullanilir. Cift zincirli DNA
molekiilleri i¢in 1 optik dansitenin (O.D.) 50 pg/ml’ye karsilik geldigi bilinmektedir. Buna

gore ¢ift zincirli DNA i¢in miktar belirlenmesinde asagidaki formiil kullanilir:

DNA (pg/ml)= Azeo x sulandirim orani x 50

Azeo daki degerler DNA ve RNA’y1 birbirlerinden tam olarak ayirt etmeye yetmez. Bununla
beraber 260 ve 280 nm dalga boylarinda okunan degerler arasindaki oran, niikleik asitlerin
saflig1 hakkinda bilgi vermektedir. Bunun yani sira proteinler de 280 nm de absorbsiyon
ozelligi gosterirler, bu nedenle 280 nm de Olgiilen bir degerdeki artis Azso/A2s0 oraninda
diismeye neden olur. Saflastirilmis DNA’da Asso/A2g0 oram yaklasik 1.75-1.80’in iizerinde
olmalidir.

DNA c¢ozeltileri 1s1, alkali, organik ¢oziiciiler gibi denatiire edici ajanlarla muamele
edilirse, U.V absorblama 6zellikleri biiyiik oranda artar. Sekilde sicaklikla, DNA’nin U.V’yi
absorblama o0zelligi arasindaki baglant1 gosterilmektedir. Bu grafik ‘termal denatiirasyon
egrisi’ olarak adlandirilir. Her bir absorbsiyon artisinin orta noktasina denk gelen sicaklik Tm
(gecis sicakligt veya erime sicakligi) olarak adlandirilir. Absorbsiyonun artigi ise
‘hiperkromik etki’ olarak adlandirilir. Absorbsiyondaki degisimler, diizenli ¢ift zincirli DNA
yapisinin denatlire bir duruma veya rastgele eslesmemis DNA zincirlerine doniismeleri
sonucunda ortaya ¢ikar. Dogal DNA soliisyonunda ¢ift zincirli DNA molekiilleri bulunur.
Zincirler birbirinin tamamlayicisi baz ciftleri arasindaki hidrojen baglari tarafindan bir arada
tutulur. Baz ciftleri arasindaki hidrofobik ve m-m etkilesimleri de bu ¢ift zincirli yapiy1
kuvvetlendirmektedirler. Bu kuvvetleri (hidrojen bagi, hidrofobik ve n-m etkilesimleri) bozan
ajanlar, ¢ift zincirli yapmin ¢oziilmesine veya ayrilmasina neden olur. Rastgele sarmal
olusumlarinda baz-baz etkilesimleri en az diizeydedir, bu durum da aromatik halkalarin

rezonans davraniglarin1 degistirerek absorbansin artisina neden olur.



Gerekli alet/malzeme:

UV spektrofotometre, kuvartz spektrofotometre kiiveti, standart DNA c¢ozeltisi (suda
hazirlanir; 20 pg/ml), izole edilmis DNA ¢ozeltisi (suda hazirlanmig fakat konsantrasyonu

bilinmiyor), distile su, cam tiip, su banyosu (90 °C), metal porttiip

Deneyin Yapihsi:

Izole edilen DNA, hangi ¢oziiciide ¢oziindiiriildii ise, ayn1 ¢oziicii referans olarak kullanilir.
Elimizdeki izole DNA su igerisinde ¢oziindiiriildiigii i¢in, 1 ml distile su kuvartz kiivete
konulur ve 260 nm. de dl¢iim yapilarak alet sifirlanir. Izole DNA 200 kez sulandirilarak 260
nm. de absorbans dl¢iiliir. Olgiilen deger 1°den biiyiik ise absorbans degeri 0.5-1 arasinda
olacak sekilde sulandirim gerceklestirilir. Aynt DNA 6rnegi i¢in 280 nm.de de dl¢tim yapilir.

Su igerisinde konsantrasyonu 20 pg/ml olacak sekilde 10 ml’lik bir DNA ¢ozeltisi hazirlanir.
260 nm. de absorbans degeri 6lgiiliir yaklasik olarak 0.4 olmasi gereklidir. U¢ ayr1 deney
tiptine 3’er ml DNA c¢ozeltisi konularak her bir tiip numaralandirilir; birinci tiip oda
sicakliginda birakilirken, diger iki tiip 90 °C’lik su banyosunda 15 dakika tutulur. inkiibasyon
sonrasinda 2 numarali tiip hizl1 bir sekilde hemen buz iizerine alinir. 3 numaral tiip ise oda
sicakliginda yavas yavas sogumaya birakilir (yaklasik 1 saat). Sonra her bir tiipiin 260 nm

dalga boyunda 6l¢iimii gergeklestirilerek sonuglar yorumlanir.

(Her adim en az 3 Kkisi tarafindan ayr1 ayr1 yapilir ve hesaplamalarda
ortalama degerler kullanilir.)



Figure 4.31 Denaturation of DNA
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DENEY SONUCLARI:
ORNEK HAKKINDA KISA BILGI:
Sulandirim oranai:
(1.)A20 = (2.)A20 = (3.)Az20 = ort.Azo =
(1.)A280 = (2.)A280 = (3.)Az280 = ort.A2g0 =
(1.)A260/A280 = (2.)A260/A280 = (3.)A260/A280 = ort. A260/A280 =



DNA konsantrasyonu (pg/ml)

Olciim Ortalama=
X-Xort
(X-Xor)? Toplam:
S - E (X EI_Xj' 7
-1

Standart sapmah sonuc=

DENATURASYON DENEYT:
Ornek: DNA cozeltisi (20 pg/ml)

ISITMADAN ONCE:

(1.)A260 = (2.)Az260 = 3.)A20 = ort.A260

ISITMADAN SONRA:

1 Tiip: Sicaklik uygulanmamis (oda sicakliginda bekletilmis) 6rnek

(1.)A20 = (2.)A20 = (3.)Az20 = ort.A260

2.Tiip: 90 °C’lik su banyosunda 15 dakika tutulmus ve inkiibasyon sonrasinda hizli bir sekilde
hemen buz iizerine alinmis 6rnek

(1.)A260 = (2.)Az260 = 3.)A20 = ort.A2e0 =

3. Tiip: 90 °C’lik su banyosunda 15 dakika tutulmus ve inkiibasyon sonrasinda
oda sicakliginda yavas yavas (yaklasik 1 saat) sogumaya birakilmis 6rnek

(1.)A20 = (2.)A20 = (3.)Az20 = ort.Azo =
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