BIYOKIMYA

LABORATUVARI



DENEY NO: 1
AMINO ASITLERE NINHIiDRIN TESTI

Serbest bir amino aside ait amino grubu, giicli bir oksitleyici bir ajan olan ninhidrin
ile kimyasal reaksiyona girer. Ninhidrine maruz kaldiginda, amino asitlerin oksidatif
dekarboksilasyonuna neden olarak CO2, NH3 ve aldehit meydana getirir. Amonyak baska bir
ninhidrin molekiilii ile reaksiyona girerek diketohidrin (Rukemann kompleksi olarak da
bilinir) mavi-menekse bir kompleks olusur. Prolin ve hidroksiprolinin gibi imino asitler
icerdiginde sar1 renkli bir kompleks olusur. Asparagin kullanildiginda ortaya c¢ikan

kompleksin rengi kahverengidir.
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DENEYIN YAPILISI:

Cozelti: %0.1 Ninhidrin ¢ozeltisi hazirlanir
1. Bir deney tiipline 2 ml yumurta albumini ¢ozeltisi konur
2. Tiipe 0.5 ml ninhidrin ¢ozeltisi ilave edilir. Kaynar su banyosunda 10 dakika bekletilir.

3. Tiip ¢ikarilir ve sogumaya birakilir. Mavi-menekse rengin olusumu gozlenir.



DENEY NO: 2
KSANTOPROTEIN DENEYI

Proteinlerin olusturan amino asitlerin yan zincirlerinde yer alan aromatik gruplarin
konsantre nitrik asit (HNO3) ile benzen gekirdeklerinin nitrolanmasi esasina dayanir. Olusan
sar1 renkli alkali (baz) ilavesi ile portakal rengine doner. Amino asitlerden tirozin ve triptofan
kolayca nitratlanarak sar1 renkli bilesiklere doniisen aktif benzen halkalar1 (aromatik ¢ekirdek)
igerir. Ancak fenilalanin aromatik halkasi, bir benzen halkasi icermesine ragmen nitrik asit ile

reaksiyona girmez.
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Materyal: Yumurta albumini

Cozelti: Konsantre nitrik asit, %40 NaOH

DENEYIN YAPILISI

1. Bir deney tiipiine 2 ml yumurta albumini ¢ozeltisi koyulur,

2. Uzerine dikkatle 1 ml konsantre nitrik asit ilave edilir ve karistirilir Beyaz ¢okelegin
olusumu gozlenir.

3. Tiip dikkatle su banyosunda 1sitilir. Bu kez sar1 renkli ¢okeltinin olusumu goézlenir.

4. Tip musluk suyu altinda sogutulur.

5. Yine dikkatle damla damla 2ml %40 NaOH ilave edilerek, rengin saridan portakal rengine

(Turuncu) dontisiimii gozlenir.



DNEY NO:3

MOORE DENEYi

Serbest aldehit veya keton gruplar1 bulunan sekerlere 6zel bir testtir. Seker ¢ozeltisi lizerine az
miktarda NaOH veya KOH ilavesi ile sari, portakal rengi ve kahverengi bir renk meydana
gelmesi esasina dayanir. Renk degisikligi reaksiyon sonucu serbest hale gecen aldehitlerin

polimerizasyonundan ileri gelir. Bu sirada karamel kokusu duyulur.
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Metaryeller: %1 Siikroz, %1 Nisasta, %1 Glukoz, %1 Fruktoz
Cozeltiler: %10 NaOH
DENEY YAPILISI
» Dort adet deney tiipii alimir. Tiiplerden birincisi iizerine siikroz ikincisine nisasta,
iclinciistine glukoz ve dordiinciisiine fruktoz yazilir. Her bir tiipe iizerinde yazili olan
madde ¢ozeltisine 5’er ml eklenir.
» Her tipe 1 ml %10'luk NaOH ¢ozeltisi ilave edilir,
» Tipler agz1 kapatilarak karistirilir ve kaynar su banyosunda veya bek alevinde 5 dakika
stire ile kaynatilir. Sar1, portakalsarisi veya kahverengi bir renk olusur.
» Karamel kokusunun alinmasi ¢ozelti i¢inde serbest aldehit veya keton gruplari bulunan
karbohidratlarin oldugunu gosterir.

» Siikroz ve nisasta, aldehit ve keton gruplarina sahip olmadigindan reaksiyon ve renk

vermezler. Glukoz ve fruktoz alkalilerle 1sitildiginda ayni1 1,2-enediol olusur.



DENEY NO: 4

AKROLEIN DENEYI
Gliserol tayini i¢in kullanilan bir deneydir. Giliserol yag asitleri ile birlikte muhtemelen ince
bagirsaklarda lipidlerin par¢alanmasi sonucu meydana gelir. Notral yaglar gliseroliin farkl

yag asitleri ile yapmis oldugu esterlerdir.

Prensip; Gliseroliin KHSOs ile 1s1 karsisinda dehidrate olmasi ve doymamis bir aldehit olan

akrolein'in meydana gelmesidir. Akrolein karakteristik kotii kokusu ile taninir.
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Metaryel: Gliserol ve KHSO4

Deneyin Yapilisi:

1. Ug spatiil ucu (yaklasik 1.5 g kadar) KHSO4 deney tiipiine alinir.
2. Uzerine 1 ml gliserol ilave edilir.

3. Tiip su banyosunda isitilir. Olusan kotii koku akroleinden ileri gelir.



DENEY NO: 5
NISASTANIN HIiDROLIZi

Nisasta asit ile (/n vitro) hidroliz edilirse, sirayla dekstrinler, maltoz ve glukoz meydana gelir.
Hidroliz baslangicinda 6nce dekstrinler olusur. Dekstrinler az sayida glukoz tinitesinden
olusan polisakkaritlerdir. Molekiil agirliklarina gore amilodekstrinler, eritrodekstrinler ve
akrodekstrinlerdir olarak smiflandirilabilirler. Hidroliz sonucu dekstrinler maltoz ve glukoza
pargalanir. Nisastanin hidrolizi sirasinda olusan bu parcalanma iiriinleri, Iyotla verdikleri renk

reaksiyonlari ile gézlenebilirler. Bu maddelerin iyotla verdikleri renkler asagida gosterilmistir.

Nisasta----------------- Mavi

Amilodekstrin-------- Mavimsi kirmizi (Menekse)
Eritrodekstrin-------- Kirmizi
Akrodekstrin--------- Hafif sarimsi

Maltoz ve Glukoz----Renksiz (Benedikt reaksiyonu ile kirmizi renk verir)

Cozeltiler:

%1 Nisasta Cozeltisi

3N HCI Cozeltisi

12/KI ¢ozeltisi: 0.1 g I ve 0.5 g KI 30 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanir

Kalitatif Benedikt Cozeltisinin Hazirlamsi: 1.73 g sodyum sitrat, 1 g susuz sodyum
karbonat (Na.COz3) ve 0.173 g bakir siilfat (CuSO4.5H20) 10 mL suda ¢oziilerek hazirlanir.

DENEYIN YAPILISI:

Bir deney tiipiine 10 ml nisasta ¢ozeltisi alimr. Uzerine 3 ml 3N HCI llave edilir.
Hidrolizattan birka¢ damla alinarak bir baska tiipe aktarilir ve 2 damla Iyot ¢6zeltisi koyularak
renk gozlenir. Hidrolizin baslangi¢ sathasinda kiigiik bir numune alinip iyot ¢ozeltisi ilave
edilirse mavimsi kirmizi (menekse) renk verir. Bu, amilodekstrin oldugunu gosterir. 5 dakika
sonra tekrar kiiclik bir numune alinip iyot ¢ozeltisi ile kontrol edilirse kirmizi renk verir. Bu
da eritrodekstrin oldugunu gosterir. 5 dakika sonra yine kii¢iik bir numune alinip iyot ¢dzeltisi
ile muamele edilirse hafif sarimsi renk gozlenir. Bu da akrodekstrin oldugunu gosterir.
Hidroliz sona erince ¢ozeltiden 0.5 ml alinir, ortama bir spatiil ucu Na2COs ilave edilir ve 5
ml Kkalitatif benedikt ¢ozeltisi tizerine ilave edilir ve eger nisasta glukoza ve maltoza kadar

pargalanmis ise 1s1tma sonucunda kiremit kirmizisi ¢okelek gortliir.



DENEY NO: 6
KETON CiSiMLERI

Hiicrede yag asitleri, glukoz ve amino asitler ¢esitli yolaklarla asetil Ko-A {initelerine
kadar yikilirlar. Olusan bu asetil Ko-A molekiillerinden biiyiik bir kismi1 enerji elde edilmek
amaci ile krebs siklusuna girerek CO2 ve suya kadaij pargalanirlar. Bir kisim asetil Ko-A ise
transasetilasyon, kolesterol sentezi, yag asitleri sentezi gibi biyosentez reaksiyonlarinda
kullanilir. Biitiin bu reaksiyonlardan arta kalan asetil Ko-A molekiilleri de bir seri
reaksiyonlardan gegerek keton cisimleri denilen maddeleri olustururlar. Bu maddeler, biiyiik
Olgiide karacigerde ve az olarak da bobreklerde sentezlenirler. Hiicrede asetil Ko-A
molekiillerinden keton cisimlerinin olusumuna ketogenezis adi verilir.

Keton cisimlerinin biyosentezinde ilk basamakta iki molekiil asetil Ko-A birleserek
asetoasetil Ko-A olusur. Bu maddeden de Once asetoasetik asit meydana gelir. Asetoasetik
asidin biiyiilk kismi rediiksiyon ile p-hidroksi biitirik aside, kiigiik bir kismi ise
dekarboksilasyon ile asetona doniisiir.

Meydana gelen asetoasetik asid, p-hidroksi biitirik asit ve aseton molekiilleri keton
cisimleri olarak adlandirilir.

Karacigerde meydana gelen keton cisimleri kan yolu ile ekstrahepatik dokuya taginir.
Ekstrahepatik dokuya gelen keton cisimleri tekrar oksitlenerek yikilirlar. Yikilma, keton
cisimlerinin 6nce tekrar asetoasetil Ko-A sekline doniip, krebs siklusuna girerek CO2 ve suya
kadar parcalanmasidir. Keton cisimlerinin ekstahepatik dokuda yikilmasina ketolizis adi
verilir.

Yag asidi kullaniminin artti1 bazi hallerde, bu yag asidlerlnln oksldasyonu sonucu ¢ok
fazla miktarda asetil Ko-A okside etmek yeteneginde olmadigindan, bunlar keton cisimlerine
doniiserek kana verilirler ve ekstrahepatik dokuya girerler. Ekstrahepatik dokunun, keton
cisimlerini kullanma yetenegi oldukca fazladir. Ancak karacigerdeki keton cisimleri olusumu
(ketogenezis) hiz1 ekstrahepatik dokuda kullanilma (ketolizis) hizim1 asacak olursa,
organizmada keton cisimleri birikir, buna ketozis denir. Ketozis sonucu kanda keton artar.
Kanda keton cisimleri konsantrasyonunun artmasina ketonemia veya hiperketonemia denir.
Kanda miktar1 artan keton cisimleri idrara da gegerler. Bu duruma ketoniiria denir.

Asit 6zelliginde olan keton cisimlerinin kanda birikmesi sonucu asidozis denen bir
durum meydana gelir.

Ketozis, seker hastaligi, ileri derecede aclik, yiiksek yagl diisiik karbonhidratli besin
diyeti, siit verme ve gebelik gibi patolojik ve fizyolojik durumlarda goriiliir. Normal idrarda
keton cisimleri, kullandigimiz metotlarla gosterilemeyecek kadar azdir. Bundan dolay1 normal
Idrarda pratik olarak keton cisimleri yoktur denir.



KETON CIiSIMLERININ OLUSUMU
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LEGAL DENEYI (idrarda Aseton Aranmasi)

Prensip: Sodyum nitroprussiyatin aseton ile renkli bir kompleks vermesi esasina dayanir.

Materyal: idrar

Cozeltiler: 1. Sodyum nitroprussiyat
2. %10 NaOH
3. Glasiyel asetik asit

Deneyin Yapilis::

1. Bir tiipe birka¢ sodyum nitroprussiyat kristali konur. 2 ml kadar distile suda ¢oziiliir.

2. Diger bir tiipe 5 ml idrar konur. Uzerine alkali reaksiyon verinceye kadar birka¢ ml (3 ml)
NaOH ilave edilir. Alkali reaksiyon verip vermedigi turnusol kagidi ile kontrol edilir.

3. Ikinci tiip iizerine birka¢ damla, birinci tiipte hazirlanan sodyum nitroprussiyat ¢ozeltisi ve
birka¢c damla glasiyel asetik asit ilave edilir. Menekse renginin olusumu Idrarda aseton

bulundugunu gosterir.

GERMARD DENEYI (idrarda Asetoasetik Asit Aranmasi):

Prensip: Asetoasetik asidin FeClz ile kirmiz1 bir renk vermesi esasina dayanir.

Materyal: idrar

Cozeltiler: 1. %10 FeCl3

Deneyin Yapihisi

1. Bir deney tiipiine 5 ml Idrar alinir. Uzerine fosfatlar tamamen ¢okiinceye kadar FeCls
ayiract damla damla ilave edilir. FeCls ayiract renk meydana gelinceye kadar ilave etmemek
gerekir. Eger renk olusursa, renk kayboluncaya kadar yeniden idrar ilave edilir.

2. Idrarda goriilen beyaz ¢okelti siizgeg kagidi ile siiziilerek ayrilir.

3. Elde edilen berrak siiziintli ikiye ayrilir. Birinci tlipteki siizlintii kontrol olarak saklanir.
Digerine birka¢ damla FeCls ayiraci ilave edilir. Kiraz veya bordo kirmizisi renk meydana

gelmesi idrarda asetoasetik asit varligini gosterir. Aseton bu rengi vermez.



DENEY NO: 7

OBERMAYER TESTI (idrarda indikan Tayini i¢in)

Prensip: indikanm HCI ile indoksile, indoksilin de FeCls ile Indigo mavisi veren bir bilesige
dontismesidir.
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Materyal: idrar
Cozeltiler:
1. Obermayer ayiraci: 3 g FeCls, 100 ml konsantre HCI de ¢6ziiliir. Taze hazirlanmalidir.

2. Kloroform
Deneyin Yapihisi

1. Bir deney tiipiine 5 ml idrar ve lizerine esit miktarda obermayer ayiract konur. Tiip bas

asag1 getirilerek karigtirilir.

2. Uzerine 2-3 ml kloroform ilave edilir, tekrar karigtirilir. Tiipiin dip kisminda mavi renkli

kloroformun toplanmasi indikanin varligini gosterir.

Iyot, salisilik asit ve timol gibi ilaglar alinmigsa mavi renk yerine giil pembesi renk
gorilebilir. Adi gegen ilaclardan dolayr meydana gelen kirmizi renk, sodyum tiyosiilfat
ilavesiyle kaybolur. Rengin kaybolmamas: Idrarda indikan varhigini gdsterir bu renk indigo

kirmizisidir.



DENEY NO: 8

IDRARDA BIiLIRUBIN ARANMASI (Smith-Rosin Deneyi)

Bilirubin, viicudun kirmiz1 kan hiicrelerini pargalama islemi sirasinda ortaya ¢ikan sarimsi bir
maddedir. Bu madde karacigerde bulunur ve normal olarak sindirim sirasinda viicuttan disari
atilir. Karacigerin hasar gdrmesi durumunda, bilirubin kan ve idrara sizabilir. Idrarda
bilirubin, karaciger hastaliginin bir belirtisi olabilir. Bu durumda kandaki bilirubin miktarini

6l¢mek i¢in bilirubin testi uygulanir. Bu maddenin viicutta bir fonksiyonu bulunmamaktadir.

Prensip: Bilirubinin iyotla birleserek yesil renkli bir bilesik vermesi esasina dayanir.
Materyal: idrar

Céozeltiler. Iyodun etil alkoldeki ¢ozeltisi: 0.7 g 12 ve 0.5 g KI iizerine 5 ml distile su konur,

karistirilir, daha sonra tizerine 95 ml %96 etil alkol eklenerek yeniden karistirilir.
Deneyin Yapihisi
1. Bir deney tiipiine 5 ml idrar alinir.

2. Uzerine tiip egik tutularak, pipet tiipiin kenarina degdirilmek suretiyle 12 ml iyodun etil
alkol ¢ozeltisinden eklenir. Iki tabaka arasindaki yesil bir halkanin olusmas1 Idrarda bilirubin

oldugunu gosterir.



DENEY NO: 9 ve 10
IDRARDA GiZLi KAN ARANMASI iLE IiLGiLi DENEYLER
Hematiiri ve Hemoglobiniiri

Hematiiri idrarda eritrositlerin bulunmasi halidir. Hemoglobiniiri ise idrarda yalniz serbest
hemoglobinin bulundugu haldir. Bu durumda eritrositler daha once pargalanmislardir.
Hematiiri ¢esitli bobrek ve idrar yolu hastaliklarinda goriiliir. Bobrek travmasi, bazi mesane
karsinomlar, bobrek taslarmin varligi ve idrar yollarmin agir enfeksiyonlarinda idrarda
bulunan kan biiyiik dl¢iidedir, bu hale makrohematiiri denir. Agir hipertansiyon krizleri ile
asirt  egzersiz, fazla sofuga maruz kalma da makrohematiiri nedenlerindendir,
Mikrohematiiride idrarda eritrositlerin varligi, mikroskobik olarak ya da kalitatif kimyasal
yontemlerle saptanir, 6zellikle bobrek tasi ve bobrek tiiberkiilozunda siklikla mikrohematiiri
goriiliir.

Hemoglobinemiyi yani kanda serbest halde bulunan hemoglobin diizeyini haptoglobin isimli
bir serum mukoproteini diizenler. Plazmadaki serbest hemoglobin diizeyinin haptoglobinin
tasima kapasitesini agmasi halinde idrara hemoglobin gecer, bu duruma organizmada
meydana gelen siirekli hemoliz olayinda rastlanir. Hemoglobiniirinin nedenleri c¢esitlidir.
Bunlari baslica dis ve I¢ faktorlerden kaynaklanan hemoglobiniiriler olmak iizere iki boliimde
incelenir. Dis faktorlerden ileri gelenlere bakteriler, protozoalar, cesitli kimyasal maddeler
(kinin, stilfamid, asetanilid, pimakrin, saponin, fenil hidrazin v.b.) bazi bitkisel ve hayvansal
zehirler (kinin, kroton, vicia faba, yilan zehiri v.b.) ile baz1 serumlar 6rnek verilebilir. I¢
faktorlerden ileri gelenlere ise Ornekler, paroksimal soguk hemoglobiniirisi, yiiriiyiis

hemoglobiniirisi ve proksismal gece hemoglobiniirisidir.

O-TOLUIDIN DENEYi

Prensip: H202 varliginda hemoglobinin hem kisminin o-toluidin ile mavi renk vermesi
esasina dayanir.

Materyal: Idrar

Cozeltiler:

1. %1 o-toluidin ¢ozeltisi: 1 g o-toluidin 100 ml %95'lik etil alkolde ¢oziilerek hazirlanir.

2. Asit-peroksit ¢ozeltisi: 50 ml glasiyal asetik asit 100 ml %3'Tik H2O: ilavesiyle hazirlanir.
Deneyin Yapihs

1. Bir tiipe 5 ml idrar konur.



2. Uzerine iki damla o-toluidin ve iki damla asit-peroksit ¢dzeltisi damlatilir. 30- 60 saniye
icinde mavi ya da yesil-mavi rengin olusmasi deneyin pozitif oldugunu gosterir. Bu test

benzidin deneyinden daha duyarlidir.



BENZIDIN DENEYIi

Prensip: Hemoglobinin hem kisminin H2O; varliginda benzidinin oksidasyonunu katalize
ederek benzidin mavisi adli bilesige ¢evrilmesi esasina dayanir
Materyal: idrar
Cozeltiler: 1. %l Benzldin dihidrokloriir ¢ozeltisi
2. %3 Hidrojen peroksit ¢ozeltisi

3. %1 Sodyum asetat ¢ozeltisi

Deneyin Yapihsi:

1. Bir deney tiipiine 1 ml idrar konur ve distile su ile 5 ml’ye tamamlanir. 2. Sonra Idrara
strast ile 1 ml benzidin hidrokloriir, 1 ml H20; ve 1 ml sodyum asetat ¢ozeltilerinden ilave
edilir. Yesil, mavi-yesil ya da mavi rengin olusumu idrarda hemoglobin varligini gdsterir.
Rengin meydana gelmesi i¢in gegen zaman idrardaki 1-10 saniye i¢inde goriiliir. Eger idrarda
cok az miktarda kan varsa idrar santrifiij edilir. Dipteki ¢okelekli kisim bir lama aktarilir ve
iizerine siray1 yukarida sozii edilen ¢ozeltilerden birer damla damlatilir. Lam parmaklar
arasinda rotasyon yaptirilarak ¢ozeltilerin birbiriyle karigmasi saglanir. Renk reaksiyonu testin

pozitif sonucunu gosterir.



DENEY NO: 11
Biiiret Deneyi:

Peptid baglarinin varliginin gosterilmesi igin yapilir. Alkali ortamda CuSOs iki veya daha
fazla peptid bagi ihtiva eden molekiillerle reaksiyona girerek menekse renkli kompleks
meydana getirir. Serbest amino asitler peptid bagi1 igermedigi i¢in bu reaksiyonu vermezler.
Reaksiyonda CuSOj igerisindeki Cu?* iyonlar1 peptid baglarina girerek mavi-menekse rengin

olugmasini saglar.
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1. Deney i¢in gerekli kimyasal maddeler: 2 N NaOH, %0,1 CuS0O4.5H.0

2. Deneyin yapilist: Bir deney tiipine 1 mL protein ¢ozeltisi, 1 mL 2 N NaOH eklenerek
karistirilir. Tiipler su banyosunda 30 dakika bekletilir. Uzerine %0.1 CuSOs ilave edilip
karistirlldiginda menekse rengin olustugu goriiliir. Peptid baglar1 sayis1  protein
konsantrasyonu ile dogru orantili oldugundan kantitatif olarak protein konsantrasyonunu

belirlemede de kullanilabilmektedir. Spektrofotometre 555 nm dalga boyuna ayarlanir.



DENEY NO: 12

Siitten Kazein Elde Edilmesi

Kazein siitteki belli bagh proteinlerden biri olup bir fosfoproteindir. Alfa, beta, gama ve kappa
kazein olmak tizere dort sekilde bulunur. Kazein bu dort seklin heterojen bir karigimidir
Kullanilan ¢ozeltiler ve araglar:

Yagsiz siit

%2’ lik HCI

pH-metre

Karistirict ve manyetik ¢gubuk

Buchner hunisi

Stizgeg¢ kagidi

Beher (1 L’ lik)

AgNOs (%I’ lik)

Etil alkol (%95’ lik)

Eter

0.01 N NaOH

Deneyin Yapilis::

Deney i¢in, 100 mL yagsiz siit 300 mL ¢esme suyu ile sulandirildiktan 30 dakika sonra %2’
lik HCI ilave ederek pH metre yardimiyla pH 4.8 e ayarlanir. Bu ¢ozelti 10 dakika
karigtirdiktan sonra yarim saat bekletilir. Bu sirada kazein ¢oker, ¢okelek siiziiliir. Cokelek her
defasinda 200 mL destile su kullanilarak iki kere yikanir ve ustteki sivi atilir. Bir Buchner
hunisine filtre kagid1 yerlestirilerek kazein vakum altinda siiziiliir ve kurutulur. 30 mL destile
su ile birka¢ kez yikanir ve kloriir iyonu kalip kalmadig1 kontrol edilir (0.5 mL’ lik 6rnege
birka¢g damla %1’ lik AgNOs damlatildig1 zaman eger ¢6zeltide kloriir iyonu varsa rengi
bulanacaktir). Kloriirden temizlenen ¢okelek santrifiijle ayrilabilir. Cokelek %95 lik alkoliin
15 mL’ si ile sulandirilir, 5 dakika karistirilir ve siiziiliir. Alkol ekstraksiyonunu bir kez daha
tekrarlandiktan sonra iki kez 15 mL eterle ayn1 yolla ekstraksiyon yapilir. Siiziildiikten sonra
vakum pompasina baglanarak kurutulur. Boylece beyaz pudra halinde kazein elde edilir.
Yikamalar sonrasinda kazeinden 0.01 N NaOH i¢inde % I’ lik ¢6zelti hazirlanir ve sogukta

saklanir.



