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(Derslik ve dars vasaitleri seriyasindan)

Praktikum 6 bdlmeden ibarst olub, 87 yerinoe yetiriimasi miixtslif deroceds c¢otin olan
laboratoriya islarini ehate edir. Burada amin tursular, ziilallar, fermentler, nuklein tursulari,
karbohidratlar, lipidler ve vitaminler li¢iin xarakterik olan kmiyyet vo keyfoyyet reaksiyalari 6z
oksini tapmigdir.

Vesait universitetin biologiya fakdiltssi, tibb ve pedaqoji universitetlorinin talebalori ligiin
nazoardoe tutulmusdur. Praktikumdan hemginin biokimyacgilar da istifade eda biler.



MUQaDDIvM®

Diggstinize ¢atdirdigimiz praktikum Baki Ddévlat Universitetinin Biologiya fakiltaesinde
tohsil alan talabaslar tgln nazards tutulmusdur. Kitabin ilk nagri 1976-cl ils, ikinci nagri 1990-
cl, uglncu nasri 2000-ci, dérdinci nasri — 2005-ci ile tasaduf edir. Kitabda yeni alavalar va
duzaligler edilib, onu yeniden nasr etmak garara galdik.

Praktikumda 0z oksini tapmis laboratoriya masgalalerinin okser hissasi keyfiyyot
analizi xarakteri dasiyir ve muxtalif maddslarin, onlarin terkibine daxil olan funksional
gruplarin agkar edilmasine, fiziki, kimyavi xassalerinin miayyan olunmasina hasr
olunmusdur. Lakin bununla yanagi, praktikumda bazi maddalerin migdarca tayini imkanini
veran islar de mdcuddur.

Programda olan ardicilliga uygun olaraq avvalce «Zulallar ve amin tursulari» bélmaesi
sorh edilmig, onlar Ggun keyfiyyat reaksiyalari, migdari analitik Gsullar igiglandiriimigdir.
ovvalki nasrlarde olan ve artiq hesab etdiyimiz bazi melumatlar ixtisar edilmis ve muivafiq
duzsligler apariimisdir.

I bolmada nezarda tutulan, vesfi ve keyfiyyat xarakterli, fiziki-kimyavi gostaricilori
soaciyyalandiren iglar gdsterilib. Xisusi yanasma tsleb edan reaktiv ve mahlullarin
hazirlanmasi hagqinda malumatlar «Blavaler» bélmasinda 6z aksini tapmisdir.

Il b6lmada nuklein tursulari haqda qgisa nazari malumat verildikden sonra businfi daxil
olan uzvi birleagmaleri t¢lin xarakterik olan bir neca keyfiyyat reaksiyasi alave olunub.

Fermentler bélmasinda bir nege isde muvafiq dizslisler ve avaezlemalar aparilib.

Karbohidratlar va Lipidlar bdlmalerinde de bezi iglerin evez olunmasi daha
magsadauygun idi.

Praktikumun har bdélmasinda verilon biliklari méhkamlandirmak magsadi ile bélmalarin
sonunda suallar bloku verilmisdir. Kitabda verilen materiallara aydinlhiq gatirmak lgln oraya
coxlu sayda cadval ve sxemlar, hamginin sakillar salinmisdir.

Praktikumdan diger tibbi ve bioloji profilli tadris ocaqlarinda tehsil alan tsalebaler,
eksperimental-biokimyavi, tibbi tadgigat miassisalerinin emakdaslari da istifads eds bilerlar.

Kitabin tertibati ve mdvzularin serhine aid oxucularin tengqidi fikirleri bizim Ug¢ln
giymatli oldugl Ugun onlara avvalcadan minnatdariq.

Modialliflar



| BOLM®
ZULALLAR V3 AMIN TURSULARI

Proteinler adlanan sada zdlallarin element tarkibi C, N, O, H, S; murakkab proteidlerinki
iso, prostetik qrupun kimyevi tebistinden asili olaraq, slave digar kimyavi elementlordan
ibaratdir. Prostetik qrupu nazers almasaq zulallar 17 amin tursusu, 1 imin tursusu (prolin), 2
amid —(asparagin va glitamin) galiglarindan ibaratdir.

Serti olarag sayca 20 amin tursusu - standart amin tursulari adlanir. Basqa terminle,
onlara proteinogen amin tursulari da deyilir. Zulallarin biosintezi prosesinde hamin amin
tursularini kodlasdiran DNT tripletleri mdvcuddur. Bazi zulal tiplerinde 20 amin tursusunun
téremesi olan qeyri-standart - masalen 4-hidroksiprolin, 5-hidroksilizin, N-metillizin, -
karboksiglitamin tursusu kimi amin tursulari da moévcuddur. Bunlardan slave tsbistds bazi
malumatlara gbére sayi artiq 400-U kegmis geyri-proteinogen térema xarakteri dasiyan, tripleti
olmayan amin tursusu musahide edilmisdir ki, onlar zillalarin terkibine daxil olmurlar.

Zulallarin tarkibina daxil olan amin tursulari, bir-biri ile

(peptid) olagasi ile birlesirlor. Zilal molekullarinin
qurulus

saviyyasinden asili olaraq polipeptid zencirlari digar - =S-S- (disulfid), hidrogen, efir, spirt va s.
tipli slageler vasitesile de birlagir. Zllall tagkil edan amin turgularinin keyfiyyet ve kamiyyat
torkibi, onlarin tarkibine daxil olan yan radikallar, prostetik qruplara mexsus digar kimyavi
gruplar, zulal globulasi sathinin yiklanma, va nativlik daracaleri va diger fiziki-kimyavi amillardan
asili olaraq istifade olunan kimyevi maddalerlo muxtslif rengli birlesmaler amala gala biler.
Reaksiyfa naticesinde alinan ranglare, amala galen kompleks maddalera, ¢okuntl alindigi
halda onun xarakterine asasan, tacrubads isladilen zulal hagda, onun gruplari hagda muvafiq
natice ¢ixarmaq mumkindir. Keyfiyyat analizinin mahiyyati do ele deyilanlordan ibaratdir.

Amin tursulan - karbon zancirlarinde hidrogen atomlarindan birinin amin grupu ile (~NH,)
avez olunmus karbon tursularinin téramalaridir. Tebii amin tursularinin eksariyyatinde amin
grupu karboksile (—COOH) nisbaten y - vaziyysatdadir. Amin tursularinin tarkibina imin (—NH), 2
amin, imidazol, quanidin kimi azotu olan gruplar, sulfhidril (-SH) va kukurd da daxil olur (1-ci
cadvale bax).

Canli organizmlerde musahida edilen, dyranilmis 200-a yaxin, zulallarin terkibine daxil
olmayan, lakin maddalar mubadilesinde muhim rol oynayan amin tursulari - tripletleri olmayan
geyri proteinogen tursularla yanasi dyranilmakda olan diger tursular da malumdur.

Proteinogen amin tursulari amin va karboksil olaraq, iki funksional qrupa malikdirlar. Bir va
iki asasli, mono-, diamin ve s. gruplarin sayina asaslanan tasnifat néviinin adabiyyatlarda an
¢ox rast geldiyini nezare alaraq, biz asagida amin tursularinin radikallara asasan tasnifatini
veririk. Bundan basga amin tursularinin imumi olan bir cehati - amin va karboksil gruplarinin
eyni karbon atomu ils birlesdiyini; yan zancirlerin qurulusu, elektrik yuki ve hall olma
daracasinin ise muxtalifliyini nezare almagla hamin taesnifati veririk. Amin tursularinin qurulusu
ionlasmis sakilde gdsterilmisdir.



Maddalar mibadilasinde mihim rol oynayan, lakin zilalin tarkibina daxil olmayan amin
tursularindan koferment A-nin, karnozinin ve anserinin bir hissasini teskil eden, ham de sarbast
rast gelen a-alanin (B-aminopropion t); sidik coévhaeri, alkoloidler, antibiotik gramisidinin
biosintezinda istirak edan L-ornitin, (B,a-diaminovalerian t); sidik cdvharinin biosintezi zamani
araliqg mahsul kimi amala galen hamginin sarbast rast gealan, qarpiz siresinin amin tursusu L-
sitrullin (8-amino-o-karbamido-valerian t); bitkilarde, mamealilerin sinir toxumasinda, bazi suda -
quruda yasayan heyvanlarda, quslarda tapiimis 8-aminoyag tursusu
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va digar amin tursulari da tasvir edacayimiz keyfiyyat reaksiyalarinda misahida edila bilirlar.
Amin tursularinda iki funksional qrup - karboksil (-COOH) ve amin grupunun (-NH>) mdvcud
olmasi, onlarin kimyavi xassalerini muayyan edir. Su mahlullarinda karboksil grupunun protonu
amin grupuna kegir va amin tursusu qglisin misalinda asagidaki sekilds yazila biler:

(@)
Y
H\ /C\O

C
H’y
H/ \N/ 2

Ny

Organizmda hall olmus halda olan amin tursulari daxilan ela sokilde ionlagsmislar ki, eyni
molekulda heam amin, ham da karboksil qrupu ionlari mdvcud olur ve molekul bu halda
elektroneytraldir. Laboratoriya iglerini yerina yetirarken nazerda tutmaq lazimdir ki, turs muhitda
amin turususu 6zinud gelavi, gelavi mihitde ise aksina, tursu kimi aparir. Clnki birinci halda
karboksil grupunun dissosiasiyasi bas vera bilmir ve molekul kationa cevrilir. Basqa sézle
misbat yiiklenir. ikinci halda amin qrupu dissosiyasiya eda bilmir, anion emale gslir ve amin
tursusu menfi yuklenir.

Belalikla, kimyavi ndqteyi nezarden amin tursulari amfoter elektrolitlardir.

Amin tursularinin zilal molekulunda bir-biri ile birlesmasi

naticesinde amale gelen peptid alagalerinin {ﬁ—NE—

xususi xarakter dasidigini hale 1888-ci ilde A.Y.Danilevski geyd etmisdi. Bele ki, C va N-
atomlarini birlagdiren kimyavi alage adi selagalarden forgli olaraq 6zinu ikigat rabite kimi aparir
va gisman qisadir. Onu musahide etmak Ugln tetbig olunan biuret reaksiyasi asagida tesvir
olunacag. Qisman az sayda amin tursulari galiglarindan teskil olunmus peptidler adlanan
polimerleri, daha uzun polipeptidleri ve miuvafiq konformasiyaya malik sade ve mirakkab
zulallari migahide etmak Ugun coxsayl keyfiyyat reaksiyalari mdévcuddur ki, dediyimiz kimi
onlarin tatbigi naticasinde musahida olunan molekul hagqinda misyyan mealumat slde etmak
mUmkindar. Nazerde tutmaq lazimdir ki, ister sade peptidler, istersa doe protein ve proteidlar
movecud olduglari muhitdan asili olaraq (masalen, muihitin pH-1) manfi ve ya musbat yuklana
bilerlar. Zllallarin mixtalif dereceda hall olmasi, hidratasiya daracasinin dayismasi, ona tesir



gOsteran basqa amillar keyfiyyet reaksiyalarinin xarakteri, emale galan ranglarin intensivliyi ve
s. Ugin miahdm sartlardir.

Belslikle, asagida tesvir edaceyimiz har bir is, amin tursulari va zllallar hagda muayyan
malumat alds etmak Ugln bu ve ya digar deraceds shamiyyatlidir.

RONGLI REAKSIYALAR

Amin tursulari ve zilallarin imumi kimyavi xasselari tekca funksional gruplardan yox,
muvafiq reaksiyaya daxil ola bilen radikallardan da asihdir. Ele ona gore, radikalin xarakterina
gbra de mahluldaki amin turususu haqda melumat slde etmak mimkindir. ©vvalce funksional
gruplardan biri olan B-amin grupunun muasgahide edilmasina baxaq.

IS 1
o - AMIN QRUPUNUN ASKAR EDILM3SI
Reaktivlor:

1. 1%-li alanin va ya suda asan hall olan diger amin tursusu - 1 q amin tursusu 99 ml
distille suyunda hall edilir

2. Qati nitrat tursusu (HNO3)

3. 3%-li Natrium nitrit (NaNO;) - mahlul davamsiz oldugundan is ginu 3 q duz, 97 ml su
hesabindan hazirlanir

isin gedisi

2 sinaq susasindan birine 3-4 ml amin tursusu mahlulu, digerine eyni migdarda distille
suyu tékallr. Sonra her iki sinaq stsasine 1 ml gati nitrat tursusu elave edilib qarisdirilir ve
Uzarinea 3 ml natrium nitrit mahlulu slave edirik. Amin tursusu olan sinaq slsesinda intensiv
sokilde gabarciglar emala gelarek ayrilirlar. Bu tacriibads a-vaziyyatdeki amin qrupu bilavasite
tecriba zamani amala galen nitrit tursusu ila reaksiyaya daxil olur. Distile suyu olan sinaq
stisasinda da (kontrol varianta) nadir gabarciglar emale galir. Bu nitrit tursusunun parcalanmasi
naticasinde yaranan azot oksidlerinin amale gealmasi ile slagadardir. Temiz nitrit tursusu
tocribada ona gobre istifade olunmur ki, o sarbast halda davamsizdir. Giicli tursu (bizim halda
gati nitrat tursusu) ve nitrit tursusunun natrium duzu garisiginda nitrit tursusu amsale galir ve
amin turgusu il reaksiyaya daxil olur.

COOH  COOH
HC-C +0=N-OH — HC-C_ + H,O+N, 1
: | “\NH, | “OH
H H
Alanin Nitrit Oksipropion
tursusu tursusu

Alanin + NaNO, +HNO, ~ — Oksipropion +NaNO, + H,O+N, {
tursusu



Beloliklo nitrit tursusunun pargalanmasi zamani ayrilan azot gazi miuihitde o-amin
grupunun oldugunu gdstarir.

is 2
FORMOLTITRLOM®

Amin tursusunun terkibina daxil olan diger funksional qrup - karboksilin mévcud oldugunu
bu reaksiya vasitesilo miayyan etmak olar.

Reaktivlar:

1. 5%-li alanin va ya qglisin mahlulu

2. Fenolftaleinin etanolda 0,5%-li mahlulu (100 mq fenolftalein 20 ml spirtda hall edilir)
3. 0,4%-li NaOH (400 mg NaOH 99,6 ml distille suyunda hall edilir)

4. Formol qarisiq (slavaler bdlmasi 1)

isin gedisi

Mikrokimyavi sinaq susesine 5 damla amin tursusu mahlulu goéturib Uzsrine 1 damla
fenolftalein ve zaif ¢ahrayl reng alinana gader NaOH slave edirik (adeten 1-2 damla kifayet
edir). Sonra sinaq susasine 5 damla formol garisiq tékib garisdiririq. Bu zaman formaldehid
amin qrupunu 6zina birlesdiri, mehlulun reaksiyasi tursuluga dogru dayisir va naticads
fenolftalein rangini itirir.

H H
| ~H |
HC-C-COOH +0=C{ ~ —* HC-C-COOH +HO0
| H | ~H
NH, N=C N
Alanin Formal Alaninin metil
dehid toromasi

Bu reaksiyada alaninin amin qrupu formaldehidin karbonil qrupu ile reaksiyaya girir vo
amin grupu gelavi xassasini itirir. Amin tursusunun sarbast galan karboksil grupunu galevi ila
titrlemoak olar. Bunun Ugln ¢ahrayl rangini itirmis sinag susasindaki mahlulun tzarine NaOH
mahlulunu, damlalari saymagqla yenidan cahrayi rang alinana gadar slave etmak olar.

is 3
NINHIDRINL® REAKSIYA

Bu reaksiya vasitesile a-amin tursularini muisahide etmak olar. Bu reaksiya a-amin
tursulari ve zilal tG¢lin daha saciyyavidir. Amin tursulari va zulallar ninhidrinle gdy ve ya bandv-
sayi mehsullar emala gatirirlor. Karbohidrogen radikallarinin xarakterinden asili olaraq ¢ahrayi,
mavi, sari, gdy-bandvsayi rengler de amala gale bilar. Turgularin bazi amin ve amidleri da bu
reaksiyani vera bilar. Ona goro reaksiya spesifik deyil.



Reaktivlor:

1. Ninhidrinin 0,2%-li spirtli mahlulu 2. Ninhidrinin asetonda 0,1%-li mahlulu - 100 mq
kristallik ninhidrin 127 ml asetonda hall edilir

3. 1%-li yumurta zulah (slavalar bélmasi, 2)
4. 1%-li bitki ztlali (slaveler bélmasi, 3)

5. 0,1%-li amin tursulari mahlullari - 100 mqg amin tursusu 100 ml distille suyunda hall
edilir

isin gedigi

Yumurta, bitki zilah ve amin tursulari mahlullarinin say1 gadar sinaq susasinin har birine 4
ml mivafig mahlul gétirtb zdlal mahlullari olan iki sinaq stisasinin har birina 1 ml, amin tursulari
olan sinaq susslerine ise 0,5 ml ninhidrinin spirtli mehlulunu alave edirik. Sinaq susaleri
gaynayan su hamamina ve ya termostata (115aC) yerlasdirili. 10 degigadan sonra sinaq

stsalerini soyudub emala gelan rangleri miqayisa edilir. Eyni tacribani bu dafe ninhidrinin
asetonda maehlulu ils takrar etmak olar.

Tacriba zamani agsagidaki reaksiyalar bag verir:

0]
I
R- C|Hf COOH+ ©i> =0 —»
a) NH, I
°-amin tursusu ninhidrin (triketohidrindehidrat)
i
o H
— »R-C7 +CO+NH,+
\H - ‘
OH
g
aldehid reduksiya olunmus ninhidrin
(hidrindantin)

b) Reduksiya olunmus ninhidrin oksidlosmis ninhidrin ve amonyakla kondensasiya
reaksiyasina daxil olaraq bandvgayi-goy ve ya Rueman fir-firi emale gatirir. Bu rang bandvsayi-
g6y mureksid tipli birlesma da adlanir.

Ninhidrin + hidrindantin + NH; .

— =N +3H,0

Rueman -gdy-bandvsayisi



Tadgqiq olunan mahlulda —-amin grupunun gatihgr amala galen rengin intensivliyi ile diz
mutanasibdir.

Oslinde proses aralig mahsullarin emala galmasile gedir.

(0]
HOH |
Ninhidrin +H,N— CH- COOH 2» —N-CH-COOH
|
R [ R
(0]
o - amin tursusu Siffov asasi
(0]
|
yenidon H dekarboksillosma
—p >
gruplagsma >
N=C_COOH N
I | CO,
0O R
O O
| I
parcalanma . /<O
N=CHR NH, H
J U aldehid

aminodiketohidrinden

HOH
Aminodiketohidrinden + ninhidrin J»

Rueman - géy-bandvsayisi

is 4
AMIN TURSULARININ XELAT



OMOLO GOTIRMSSI

Asagida tasvir edacayimiz is amin tursularinda har iki funksional qrupun mdévcud oldugunu
gOstorir. Amin tursulari 6zlerini "xelator” kimi aparirlar. "Xela” - yunanca "kalbatin” demakdir. Bir
sira Uzvi maddslar: mis, mangan, kobalt va digar metal ionlari ila garsiligh slagays girerak
6zunun iki funksional grupu vasitasile metali iki terafden kalbatin kimi tutur. Bu zaman Uzvi
madds ile metal arasinda iki clr olagse (kovalent ve koordinasion) yaranir ve naticeds
heterotsiklik halga emale gaelir. Belo xelatlardan birina - glisinin emale gaetirdiyi mis xelatini misal
gostarmak olar.

0=C-0+ ,0-C=0

Cu
7

H,C-NH, HN-CH,

Xelatlar1 "kalbatin sakilli birlesmaler” - de adlandirirlar. Digar hallarda onlara ligandlar da
deyilir.

Qsbul olunmus tesnifata gbére blutlin xelatlari daxili kompleks birlegsmalar sirasina aid
edirlor. Xelat komplekslarin tarkibina daxil olan amin tursularin xassaleri kaskin suretde dayisir.
Masalen, onlar a-amin tursulari tGgln xarakterik olan (is 3) ninhidrinla reaksiyani vermirler.

Xelat amala galdikde isa serbast a-amin tursusu kompleks tarkibinda birlesmis haldadir.
Reaktivlar:

1. 0,1 %-li glisin

2. 5%-li glisin

3. 5%-li mis-2-sulfat (CuSO,). Goy rengli higroskopik CuSO, terkibina 5 su molekulu daxil
oldugunu nazera alsaq CuSO,-U - ¢ini gabda gizdirmaqgla onu ag kristala ¢gevirmak ve 5 q quru
CuSOq - 95 mq suda hall etmakla daqiq 5%-li mahlul almaq olar.

4. Ninhidrinin etanolda 0,2%-li mahlulu (200 ml kristallik ninhidrin 125 ml 96%-li etanolda
hall edilir).

isin gedisi

a) Sinaq susasinde géturtlmis 3 damla mis-sulfat mahlulu zerine hamin miqgdarda 5%-li
glisin tokdukda goy rangli xelat emala galir. Mis sulfat mahlulu da goy oldugundan diger sinaq
stisesine 3 damla su va 3 damla mis-sulfat tékub birinci sinaq slisesindaki rengle mugqayisa
etmak olar.

b) Sinaq slisasine 2 damla 0,1%-li glisin, 2 damla mis sulfat tokiib onu galxaladigdan
sonra, Uzerine 2 damla ninhidrin mahlulu slave edib qizdirdigda Rueman goy bangvseyisi
alinmir.

iS5
BIURET REAKSIYASI

Bu reaksiya onu ilk defe taklif eden Piotrovskinin de adini dasiyir. Reaksiya peptid
alagelerini musahide etmak Ucundur, hassasdir, lakin spesifik deyil. Clnki amin tursular ve
zilalla slagasi olmayan, lakin tarkibine peptid alagesi
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kimi de da bu reaksiyani verir.

Els ona gdre, bu nimuna Biuret adlandiriimisdir. Temiz amin tursulari adsten reaksiyani
vermirler. Histidin, serin, treonin, asparagin istisna toeskil edir. Qalevi mihitde mis duzlarinin
istirakl ile qizdirma seraitinde aparilan biuret reaksiyasinda muvafig reng alinmasi Gg¢lin hamin
amin tursularinin gati mahlullari telab olunur. Rangin alinmasi tg¢ln tedqiq olunan maddede an
azi iki peptid slagesi olmaldir.

Adi kimyavi alagadan gisman qisa olan g peptid

alagasinin biuretde sayi iki, oksamidda 3-dur. Masale burasindadir ki, peptid alagasi olan
birlesma ve polimerlarda asas zancirin C,, atomlari peptid slagasina nisbaten bir (sis) ve ya iki
(trans) muxtalif tarefe yonele biler. Ele buradan da sis ve trans izomerloer amalo galir. C-N
alagesinin gisman qisa (1,37 nm) olmasi, tipik trans veziyystin 40% 6z0nl ikigat rabita kimi
aparmasi' hamin alaqgs strafinda firlanmani da gatinlasdirir ve ham sis, ham da trans izomerlarin
davamlih@ini artirir. Bu négteyi-nazarden muhitde peptid slagasinin miqdari, basqa s6zle peptid
zancirinin uzunlugu ve reaksiya muhitindan asili olaraq ranglerin intensivliyi ve renglarin 6zi
muxtalif ola biler (cehrayi, bandvsayi, qirmizi-bandvsayi). Yuxarida gosterilon soraitde (qgalovi
mahit, temperatur, mis ionlari) aparilan tecriibade muhite rang veran peptid ve zllallarin peptid
alagasi ve mis ionlarinin igtiraki ile emaela galen mis-azot kompleks birlagsmalardir (is 4-2 bax).

NA—=N— i}
S SN
O 7" CH-R
Cul ... - C/
N, NZ=2N ,
0" R/ 0) Misla kompleks amala
N /CH getirmis polipeptid
R C{I = . zancirinin fragmenti
N o

Oslinda bu fragment ligand qurulusdur ve 2 sayli isda gérdliyimiz mis xelatini xatirladir.
Kompleksin amala galmasinda peptid rabitelari olan madds, mis sulfat ve natrium galavisi istirak
edir.

1 1 va ikigat alaganin yasama middatinin nisbati (6:4) peptid alagasinin 60% 1 gat, 40% ikigat olmasi
demakdir



Reaktivlor:

1.1%-li mis-2-sulfat (CuSQO,) - CuSOs-un terkibinde 5 molekul su oldugunu nazeare alsaq
1%-li mahlulu daqiq hazirlamaq Utg¢in 1,56 qr. gdy rengli CuSO, o 5H,0 tarazids ¢akib, onu ¢ini
gabda qaz Uzerinda qizdirmagla qurudub, ondan 1 g ¢akib 99 ml distille suyunda hall etmak
lazimdir.

2. 10%-li NaOH - 10 q gealavi 90 ml suda hall edilir
3. 1%-li glisin

4. 1%-li yumurta zllali (slavaler 2)

5. 1%-li bitki zGlah (slavaler 3)

6. Kristallik sidik cdvhari karbamid CO(NH.).

isin gedisi

Cini gaba ve ya oda davamli sinaq slUsesina 0,5-1 q kristallik sidik ¢évhari gétlrib onu
alovda qizdirmagla eritmak ve berkiyane qadar gdzleamak lazimdir. Bu zaman 2 molekul
karbamiddan 1 molekul biuret emala gatirir

NH, . T\HH:
2 C\: 0 © } ‘C =0 Karbamid
NH, H-N
-0
N,

Oriyib barkimis karbamid kristalini soyudub onu tam hall edirik. Distille suyunun miqgdari
texminan 10-15 ml olacaq.

Sonra 4 edad sinaq susasina ardicil olaraq eyni migdarda (3-4 ml) glisin, yumurta zlal,
bitki zdlal va biuret mahlullarini tékdikdan sonra, sisalera 3 ml 10%-li natrium hidroksid va 1
ml mis-sulfat mahlullarini slave etdikde amale gealen rangleri migayise edib defterds qeyd
edirik. Birinci sinaq susasinda (glisin) reng emala galmir.

AYRI-AYRI AMIN TURSULARI V@ ONLARDAN TOSKIL OLUNMUS ZULALLAR UGUN
SOCIYYOVI KEYFIYYST REAKSIYALARI

istor sarbest, isterse de ziilalin terkibine daxil oldugda bazi spesifik xassalore malik olan
bir grup amin tursulari hemin xasselara asasen musahide edila biler. Bu reaksiyalarin bir
gisminda rengli mahsullar alinir, digerleri mivafig amin tursusuna qarsi ylksak daroecads
hassasdirlar. Bu xassalere asasan bir qrup amin tursusunun cuzi migdarini bele ham serbast
halda, ham da mirakkeb maddalarin tarkibinde misahide etmak mimkun olur.

is 6
ARGININ UQUN SAKAQUCI REAKSIYASI

Terkibinde quanidin grupu olan birlesmaler galavi, hipobromat va --naftolun istiraki ile
girmizi ranga boyanir. Argininin tarkibinde quanidin qrupu oldugundan hamin amin tursusu tgln
reaksiya spesifik ola bilar. Agmatin, metil-quanidin, quanidinsirke tursusu (glikosiamin) kimi



quanidin qruplu maddslar Sakaqugi reaksiyasini verse da zllalin terkibinde bu birlagmaler
yoxdur.

Reaksiya zamani qirmizi rengin amele galmasi oksidlesmis argininle a-naftolun
kondensasiya mehsulunun sintezi ile slagedardir. Hipobromat burada oksidlesdirici rolunu

oynayir.

* B
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fof P

|
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|
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|
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| | \
NH NH NH (CH,)
| |
(|CH2)3 (|?H2
CH,-NH, COOH
Agmatin Qlikosiamin Metil quanidin
1
C=NH
|
0 $H2
Y (|:Hz + NaOBr + 2 — 2NaBr+NaOH+2H,0+
p
B CH, o
| OH
o CH-NH,
COOH

CH-NH,

|
COOH

oksidlagmis argininin a-naftolla kondensasiya mahsulu

Reaktivior:

1. 10%-li NaOH mahlulu

2. a-naftolun 0,1%-li spirtli mahlulu

3. 1%-li zulal

4. 2%-li natrium hipobromid (elavalar 4)

isin gedigi

Sinaq stgasine 5 damla 1%-li yumurta zulal, 5 damla 10% NaOH ve 3 damla a-naftolun
0,1%-li spirtde mahlulunu gotirub Uzerine damla-damla 2%-li natrium hipobromid alave etdikde,



mahlul girmizi ranga boyanir. Mehlulda ammonyak ve haddan ¢ox hipobromid oldugda yaxsi
natice alinmir.

is7
TORKIBIN® KUKURD (S) DAXIL OLAN AMIN
TURSULARININ MUSAHID® EDILM3SI

Zulallarin ekseriyyatinin terkibinds kikurdli amin tursularina (sistein, iki sisteinin amala
gaetirdiyi sistin ve metionin) rast galinir. XUsusila birinci iki amin tursusu uzun muiddast galavi
muhitde qaynadildigda kukird (S) atomunu hidrogen sulfid (H2S) soklinda itirirlor. Bu madds isa
6z ndvbasinda galavi il reaksiyaya girerak misahids edila bilan sulfidleri emala gatirir. Sulfidleri
musahide etmak Uglin Fol, Makkarti ve Sallivan reaksiyalari tatbiq olunur.

Fol reaksiyasi - Kikurdu zaif birlegmis sistein va sistini misahide etmak t¢tindur.
Reaktivlar:

1. Fol reaktivi (alavaler 5)

2. 0,1-0,4%-li sistein

3. 1%-li yumurta ztlah

4. 50%-li NaOH

5. 1%-li jelatin (alavelar 6)

6. 1%-li bitki ztlali (slaveler 3)

isin gedigi

4 adad sinaq susasina sistein, yumurta zdlali, jelatin va bitki zllali mahlullarindan névba
ile 3-4 ml géturib har sinaq susesina 1,5-2 ml 50%-li galavi alave edib 5 degige gaynatmaq
lazimdir.

Mahlulu soyudub sinaq stsalarine 2 ml fol reaktivi alave edilir. Bu zaman gahvayi ve ya
gara rangli ¢ékuntua alinir.

Bu zaman asagidaki reaksiyalar bas verir.
1. (CH3COO), Pb + 2NaOH o 2 CH;COONa + Pb(OH),
2. Pb(OH), + NaOH-in artig migdari — Na,PbO, + 2H,O+
+NaOH-in artig miqdari

3. HS—CH~CH-COOH + 2NaOH — HO-CH,—~CH-COOH+
I I
NH, NH:

sistein serin

+ Na,S + H,O



4. Na;PbO; +NazS + 2H,O — PbS— +4NaOH

4 sinaq susasindaki c¢oklntllerin rang intensivliyi, yoxlanilan mahlullarda kikudrdan
miqdarindan asilidir. Jelatin olan sinaq stsasinda naticenin alinmamasi onun bioloji deyerli
zulal olmadigini (batiin 20 amin tursusu, o cumladan kukurdli tursular burada yoxdur)
gostarir.

Makkarti va Sallivan reaksiyalari. Kikird molekulu méhkam birlesmis metionin amin
tursusunu misahide etmak Ug¢lndur.

Reaktivlor:

1.10%-li natrium nitroprussid

2. Xlorid ve fosfat tursularinin 9:1 nisbatinda qarisigi (slavelar 7)
3. 0,1%-li metionin

isin gedisi

Sinaq susasina 3 ml metionin mahlulu ve 2 ml 10%-li NaOH gétiurib qarisdirdigdan
sonra oraya teze hazirlanmig natrium nitroprusidin 1 ml mahlulunu slave edib temperaturu
404C olan su hamamina yerlasdiririk. 10-15 degigeden sonra sinaq siisesini buzlu suya
yerlesdirir va ya c¢ox soyuduruq. Sinaq sUseasine 10-15 ml xlorid va fosfat tursularinin
garisigini slave edib ehtiyatla qizdiririq. Mahlulu suse ¢ubugla garisdirib soyuq su altinda
yena 10-15 deaqige soyutduqgda tadricen parlaq girmizi-bandvsayi reng amala galir.

is 8
QLISININ MUSAHID® EDILM3SI
(Simmerman reaksiyasi)

Spesifik reaksiyalar sirasina daxildir. Serbast glisin ve terkibina glisin daxil olan qarisiqglar,
zilallarda qlisini migsahide etmak UGg¢lndur. Qalevi muhitde orto-ftal dialdehidi glisinla parlaq
yasil reng amala getirir. Reaksiya pH-1 8,0 olan mihitds yaxsi natice verir.

Reaktivlar:

1. 0,01-0,1%-li glisin (10-100 mq amin tursusu 100 ml suda hall edilir)
2. 1%-li yumurta zulali

3. 1%-li bitki zulali

4. 10%-li NaOH

5. Orto-ftal dialdehidinin suda mahlulu (~ 0,7%) - 1q orto-ftaldialdehid 150 ml suda hall
edilir

6. 1%-li jelatin



isin gedigi

4 adad sinaq slUsesine ndvba ila qlisin, zdllal, bitki zulali ve jelatin mahlullarindan
mugayisali natice ¢ixartmaq Ugtn eyni migdar (3-4 ml) gotirib har sinaq stisesine damla-damla
galevi mahlulunu pH-8,0 olana gadar slava edirik. Bunun Uglun universal indikator kagizin hear
sinaq slusesinda kigik parcasi mahlula batiriimalidir. Mihit pH-nin 8,0 olmasi indikator kagizinin
skalasi ile muqgayisa edilir. Sonra har sinaq susesina 0,2 ml o-ftal dialdehidi slave edildikds,
muxtelif intensivlikli yasil reng alinir. Bir gader sonra yasil ¢okuntl amala galir.

is9
PROLININ MUSAHID® EDILM3SI

Ninhidrin ve izatin prolinle xarakter spesifik rongli birlesmalar emala gastirirlar vo mahz bu
sababdan prolinin misahidsa edilmasi magsadile bu iki reagentdan genis istifads olunur.

Ninhidrinle prolin asagidaki sakilde parlag-sari rengli kondensasiya mahsulunu amala
gatirirlar.

O (0] o)
| | |
=0 + HN — - &Q +CO,+H,0
| _
O COOH 0
ninhidrin prolin sari rangli kondensasiya

mahsulu

Prolin amin turgsusu muavafig muhitde izatinle goy rengli kondensasiya mahsulunun amale
galmasina sabab olur. Giman olunduguna géra proses asagidaki sakilde gedir:

o 0
| |
@i>=o+©—coon+o- — > CO+HO0+
NH NH NH

izatin izatin

GOy rangli kondensa mahsulu

Reaktivlor:

1.0,1%-li prolin



2. Buzlu sirka tursusunda 0,1%-li prolin

3. Ninhidrinin asetonda 0,1%-li mahlulu - 100 ml kristallik ninhidrin 127 ml asetonda hall
edilir

4. izatinin 0,3%-li buzlu sirke tursusunda mahlulu - 300 mq izatin soyuducu skaf saraitinds
100 ml buzlu sirka tursusunda hall edilir

isin gedigi
a) Ninhidrinle reaksiya

Sinaq susasine 3 ml prolin ve bir nece damla ninhidrinin asetonda mahlulunu géturib
garisdirihr va temperaturu 60-70°C olan su hamamina 5 dagige middatina yerlasdirilir. Tadricen
parlag-sari rang aydinlasir.

b) izatinle reaksiya

Sinaqg susasinde 3 ml prolin ve soyuducu skaf seraitinde 1-2 ml izatinin buzlu sirke
tursusunda mehlulunu garisdirdigda darhal gdy rang amals galir.

Diger sinaq stisasinds prolinin sulu mahlulu ile tecriibeni aparmali.

iS 10
TRIPTOFANIN MUSAHID® EDILM®SI

Triptofan aldehid grupu olan bazi birlesmalerle mivafiq seraitde muxtelif rengler emala
gatirir. ®mala galan mahsul bandvsayi, qirmizi-bandvgayi rengda ola biler. Aldehid grupu olan
birlesmelarden glioksil tursusu, formaldehid, oksimetilfurfuroldan istifade etmak olar. Bitin
hallarda serbest va ya zllal terkibinda olan triptofani migsahide etmak lGgln aparilan nimunada
gati sulfat tursusu, diger bir halda xlorid tursusu istirak edir. Triptofani agkar etmak Uguln tetbiq
olunan reaksiyalar, onlari taklif edan muslliflerin adini dasiyir.

Reaktivloar:

1. 0,1%-li triptofan
. 1%-li va durulasdirilmamis yumurta zilali mahlullari
. Bitki zdlalh mahlulu

. Qati sulfat turgsusu ve ya gati xlorid tursusu

2

3

4

5. Buzlu sirka tursusu
6. 1%-li formaldehid (alavaler 8)

7. 5%-li fruktoza (5q fruktoza 95 ml suda hall edilir)
8. Qlioksil tursusu preparati (slavaler 9)

9. 1%-li mis sulfat (is 4-a bax)

10. 10%-li saxaroza



isin gedigi
A. Adamkevig¢ reaksiyasi

Sinaq susasina bir nege damla durulasdiriimamis yumurta ztlali, 2 ml buzlu sirke tursusu
goturdikda ¢okuntl alinir. Sinag susesini azaciq qizdirmagla ¢okuntt hall edilir. Sinaq susesi
soyudulur. Sonra onu maili veziyyetde tutub divarlari ile 1 ml gati sulfat tursusu tékdlar. iki
mahlulun serhaddinds tadricen girmizi-bendvsayi reng amala galir. Bu zaman buzlu, qati sirka
tursusunun terkibinds olan qlioksil tursusu formaldehida c¢evrilir. Proses asagidaki sekilda
gedarak bis-2-triptofanilmetani amals gatirir.

(o) (0]

V 7

a) HOOC - €+ H,S0,—~ CO,+ H- c<
H H

qglioksil tursusu formaldehid

Formaldehid 6z ndvbasinds iki molekul triptofanla reaksiyaya daxil olur.

COOH COOH C|OOH ?OOH

\ 0 |
HN-CH II HC —NH, H,N—CH HC —NH,

[+ C + | H,80,, | \

CH, CH, CH, CH,

2 [1 2 2

\ | | |

NH NH NH NH

triptofan triptofan BIS-2 - triptofanilmetan

Kondensasiya mahsulu bis-2-triptofanilkarbonile gadar oksidlasir.

COOH COOH COOH C|OOH

\ | \
H,N-CH HC —NH, H,N—CH HC| —NH,
\ | \

CH, CH, (|3H2 (sz
| |
oksid- .
CH, Tosma ~ C‘H
NH NH NH OH NH

BIS-2 - triptofanilkarbonil
B. Hopkins-Kole reaksiyasi

Bu dafe zllal avezina sinaq susasina 1 ml 0,1%-li triptofan, eyni migdarda glioksil tursusu
preparati va 10 damla 1%-li mis sulfat géturtb, sinaq susasine 2-3 ml az paylarla (bir negs
damla) susanin divari ila gati sulfat tursusu alave edilir. Stsa qizir. Her paydan sonra onu axan
su vasitasile soyutmagq lazimdir.

Nehayat, sinaq susasini 5 daqige gaynayan su hamamina yerlasdiranda goéy-bendvsayi
roeng amala galir. Bu tacriibada da yuxaridaki reaksiyalar gedir. Sulfat tursusu mahitinde aslinda



haloxromin hadisasi bas verir, yani mavi-bandvsayi reng bis-2-triptofanilkarbonil duzunun
rongidir.

C. Suls-Raspayl reaksiyasi.

Burada buzlu sirka tursusu avazine (ve ya glioksil tursusu preparati avazina digar bir
aldehidden, mesalon oksimetilfurfuroldan istifade etmak olar. Bu aldehidi almaq Ucgln ise
fruktoza ve ya saxarozadan istifade edilir. Saxaroza sulfat tursusu tesirindan hidroliz olunub
fruktoza ve glikozaya, fruktoza ise 3 molekul su itirarek oksimetil furfurola ceuvrilir.

H,SO,+H,0

saxaroza

CH,~OH

H OH
gliikkopiranoza fruktofuranoza
HC —CH
Fruktoza ﬂ» 3H,0 + g g
va ya HCl N/ N\

G 0
OH
oksimetilfurfurol

©mala gelan aldehid (oksimetilfurfurol) triptofanla qirmizi-bandvseayi rengli kompleks amalo
getirir.

isin gedisi

Sinaq sisasina bir nege damla zilal mehlulu ve 2 ml 10%-li saxaroza va ya 5%-li fruktoza
g6turab susenin divarlari ils stisaya 1 ml qati sulfat tursusunu va ya xlorid tursusunu ehtiyatla
alave edib tadricen amala gelen roengi misahide etmak olar. Diger sinaq sUsasinda zulal
avazinae triptofan mahlulunu gotirmak olar.

A, B, C reaksiyalar bitki zllali ile de aparilir. Hemin reaksiyalari jelatinle aparsaq natice
alinmayacagq.

iS 11
VUAZENE REAKSIYASI



Tearkibinde triptofan olan zilallarda hemin amin tursusunu muisahide etmak Ugln tatbiq
olunur. Bu reaksiyanin mexanizmi Hopkins-Kole va ya Adamkevi¢ reaksiyasinda oldugu kimidir.
Her iki reaksiyada triptofan formaldehidle reaksiyaya daxil olur.

Reaktivlar:

1. 2,5%-li formaldehid (alavaler 8 - nisbat 2,5 hissa formalin 37,5 hissa su olmalidir)
2. Qati xlorid tursusu (HCI)

3. 1%-li yumurta ztlah

4. 0,5%-li natrium nitrit (NaNO.)

isin gedigi

Sinaq slsesina 2 ml zulal mahlulu ve 1 damla formaldehid gétirib garisdirilir ve oraya 6
ml gati xlorid turgusu tokullr. Sinaq susesini yena qgarisdirib 10 deqgige goézlayirik. Sonra sinaq
susasini qarisdira-qarisdira 10 damla natrium nitrit mahlulu tokdikde tadrican intensiv goy-
bandvsayi rangin amalae galmasini misahida edirik.

iS 12
PAULI REAKSIYASI

Bu reaksiya diazoreaksiya adi ile do melumdur. Reaksi-yanin mahiyyati tirozin ve xtisusan
histidin amin tursulari galiglarinda onlarin radikallarinin diazobenzolsulfon tursusu ilo rongli
birlesmalar amala gatirmasidir. Birlesmalarin xarakterinden asili olaraq renglar sari, narinci,
girmizi-albali ola biler. Dia-zoreaksiya dedikda histidinin asas reaktiv olan sulfanil tursusunun
hidrogen xloridli mahlulu va natrium nitrit garisigi ile (diazoreaktiv) reng amale gatirmasidir (bax
alavaler 10). Prosesds tirozin de istirak ede biler. Mlvafiq seraitde Pauli reaksiyasi vasitesile
triptofani ve bazi fenollari da agkar etmak olar. Adi seraitde Pauli reaksiyasi histidin Gglin
spesifik deyil. Lakin Kassel ve Kuger diazoreaksiyasini istifade etmakls, xlisusi serait yaradaraq
onu miqgdari analiz Ggln tetbig etmigler. Bunun Ug¢in tedqgiq olunan mahlul va ya hidrolizatda
fosforvolfram tursusu vasitasile miqdarca arginin, histidin, lizin ve az miqdarda sistin ¢ékdralGr.
Qalan amin tursulari mehlulda galir. Cokuntld yuyulur. Histidin ve onu musayist edan amin
tursulari mahlula kegirilir. Kolorimetrik Usulla Pauli reaksiyasina asasan mahlulda histidin
miqdarca tayin olunur. Reaksiyani apararkan avvalca natrium nitrit vasitesile sulfanil turgsusunun
hidrogen xloridli mahlulunda diazotlagsma prosesi gedir.

H,N @ SO,H + NaNO, + HCl —

sulfanil tursusu



+ _
— N=N @ SO, + 2H,0+NaCl

diazobenzolsulfon tursusu

Sonra diazobenzolsulfon tursusu histidinle gslavi mihitda rengli birlesma amale gatirir.
H

|
N CH, — C—COOH + -
N/ NH,
NH

histidin diazobenzolsulfon tursusu

(n - sulfobenzoldiazoniy)

9 NI CHi = COOH
— 0=S N=N— '
| \/ NH,
ONa NH c”>
N:N@ ] OTOTee:
ONa

2,5-di-parasulfobenzol-azohistidin
(qirmizi-albali rengda)
Reaktivlar:
1.0,1%-li histidin
2. 0,1%-li tirozin
3. 1%-li yumurta zilah
4. 1%-li bitki zalah (elavaler, 3)
5. 10%-li natrium karbonat (Na,COs)
6. Diazoreaktiv (alavalar 10)
isin gedigi

4 adad sinaq sugesinin birine 1 ml histidin, digarina tirozin, Gglincllys va doérdinciys zdlal
mahlullarini goétarib her birine 4 ml tsze diazoreaktiv slave edearak qarisdirmali, sinaq
susalarine 2 ml natrium karbonat tokdikdan sonra amala galan rangleri misahide etmali.



is 13
KSANTOPROTEIN REAKSIYASI

Ayrica goétirilmis amin tursusunu askar etmek Ugln tetbig olunan tesvir etdiyimiz
laboratoriya islerinden forgli olarag, bu reaksiya Umumi olan bir xasseya asasan bir qrup
maddani askar etmaya imkan verir. Ksantoprotein mafhumu yunanca xanthos -sar1 sdziindan
toranir. Reaksiya terkibina aromatik nive daxil olan tsiklik amin tursularini agkar etmak tgln
totbiq olunur. Aromatik nive asanligla nitrobirlesma (nitrolagsma) amale gatirir. ©male galen
nitrotdremaler adatan sari rengli olurlar. Nitrotéremaler olan muhiti galavilagdirdikde narinci
roangli duzlar emala galir. Bunun sababi xromofor qrupunun amala galmasidir. Reaksiya tarkibina
fenilalanin, tirozin va triptofan daxil olan zdlallarla da mtisbat natice verir.

NuUmunaeni jelatinle apardigda netice alinmir. Cinki bu zilalin terkibinde hamin amin
tursulari yoxdur. Jelatin ele buna gére da gida ndqteyi nazarindan dayarli zllal hesab olunmur.
Ksantoprotein reaksiyasinin mexanizmini zulalda tirozin radikali Gzre zllalda nece getdiyina
diggat yetirak. (Qalavi gisminde ammonium hidroksid géturdikds):

I Nitrolagma
zancira— NH- CH -CO A~ zancirs zoncirao —~NH-CH -CO A~ zancira
|
CH, CH,
| \
+ HONO, -
D e
N
| TNy
OH OH
zancira - NH-CH- CO A~ zancira zancira —NH-CH- CO A~ zancira
| |
CH, CH, .
| + NH,OH | +NH, + H,0
0 (6]
@\N/ NV
TN, [ N
OH (0]
Ayrica tirozin goturdikda
NO,
HO *@* CH, - CH(NH,) ~COOH+2HNO; = D— CH, — CH(NH,) —~COOH+2H,0
HO )
NO
Tirozin Sar1 dinitrotirozin
Il Duzun amala galmasi
Dinitrotirozin xinoid formaya kegir
HO O
N
N
S
Dinitrotirozin == O ZQ— CH, - CH(NH,) ~-COOH
/
O,N

Dinitrotirozinin xinoid
formasi



Bu dafa galavi (NaOH) muihitde reaksiyani apardigda:

ONONa
N

Xinoid forma +NaOH — O Q CH, (NH,) ~COOH+H,0

O,N

Dinitrotirozinin natrium duzu

(narinci rangli)

Reaktivlar:

1. 0,1%-li tirozin

2. 0,1%Ii triptofan

3. 1%-li yumurta zilah
4. 1%-li fenol (CsHsOH)
5. Qati nitrat tursusu

6. 10%-li NaOH

isin gedigi

Dérd adad sinaq stsasinin birina 4 ml tirozin, digerlerine eyni miqdarda triptofan, ztlal va
sonuncuya fenol gotiridb, mahlullari nitrolasdirmagq Ggln har bir sinaq stsasine 2 ml gati nitrat
tursusu tdékib ehtiyatla qizdirdigda sari rang alinir. Sinaq sisalarini soyudub har birina 3-4 ml
natrium hidroksid (ammonium hidroksid de alave etmak olar) alava edib amala galan narinci
rongi ve onun ayri-ayri hallarda intensivlik derecasini migsahide etmak ve mulvafiq naticani is
defterine qeyd etmak lazimdir. Reaksiyani 1%-li jelatinlo aparib neatice alinmadigini da
yoxlamaq olar.

iS 14
MILLON REAKSIYASI

Tirozini tesvir olunan asagidaki reaksiya iloe de askar etmak olar. Reaksiyani spesifik
hesab etmak olmaz.



N

H,
| Hg' HNO
HO —@— CH, —CH —~COOH+HgNO, —&——"s

Tirozin

ON NH,

|

Nitrotirozinin civa birlosmasi

Cunki bir sira fenollar da hamin reaksiyani verirlar. Civa ile nitrat turgsusu garisigindan
ibarat Millon reaktivinden istifada etdikda tirozinin fenol niivasi ve serbast hidroksil qrupu, reak-
tivin tarkibine daxil olan cive duzlari ile girmizi rangli tirozinin cive birlesmasini amala gatirir.

Burada da benzol halgasinin nitrolasmasi prosesi gedir ve proses daha miurakkab
birlesma amala galmasi istigamatinda de geds bilir. Butliin hallarda qirmizi rang emala galir.

Reaktivlar:

1. 0,1%-li tirozin

2. 1%-li zllal

3. Bitki zulali

4. 1%-li fenol

5. Millon reaktivi (slavaler 11)
6. 1%-li jelatin

isin gedisi

Bes sinaq susasine ndvbe ile haresi 3 ml olmagqla, tirozin, yumurta zilah, bitki zdlal,
jelatin va fenol goéturib sinaq stsalarina névba ile 1,5 ml millon reaktivi slave edib rengin amale
golmasini misahide etmak olar. Mixtalif maddalerle aparilan bu reaksiyalarda raeng yavas va ya
tez amala gale bilar, ¢dklntl ola bilar va s. jelatin olan sinaq stsasinda natice alinmir.

iS 15
ZULALIN HIDROLIZI

Zilal mahlulu tursu ve ya galeavi ile gaynadildigda peptid slagalerinin girilmasi ve sarbast
amin tursularinin amala galmasi bas verir. Prosesi misahide etmak Ug¢tin formoltitrlema Gsulunu
totbiq etmak olar (is 37-ye bax). Formoltitrlema hidroliz prosesinda sarbast amin gruplarinin
artmasini misahide etmaya imkan verir. Bu isda isa hidrolizden avval va sonra formoltitrlema
prosesinde sarf olunan gealavinin miglarint musyyanlagdirmakle kifayatlanacayik.

Reaktiv va lovazimat:
1. Sinaq susalari

2. Sentrifuga Ugln boélglll sinaq stsaleri



3. Stativ

4. Su hamami

5. Slise gubuq

6. pipetkalar

7. Qati HCI

8. 10%-li NaOH

9. 2%-li HCI

10. 0,05 N NaOH

11. Fenolftalein (spirtde mahlulu) (slavelers bax, 12)
12. 10%-li yumurta zulah

13. Formol qarisiq (Zerensena gora) - alavelara bax (1).

Bolgullu sinaq susssine 2,5 ml zilal ve 1 ml gati HCI tékib slse cubugla garisdirdigdan
sonra garisigdan pipetka ile 1 ml goétirib sinaq stisesina kegiririk. Sinag susasina fenolftalein
voe gohrayl roeng alinana qader damla-damla 10%-li galevi alave edirik. 10%-li galavi il zaif
¢ahrayi rangin alinmasi ¢etin oldugu Ugin asagidaki qayda uzra iglemak lazimdir. Qalavi ile
girmizi rang alib fenolftaleini 2%-li HCI-la zaif ¢ahrayi renga qadar ¢atdiririq. Bu zaman 0,05 N
NaOH-dan istifada edilir. Sonra sinaq stisesine 10 damla formol qarisiq alave edib qarisdiririq.
Reng itersa zaif ¢gahraylr rang 0,05 N NaOH-la barpa edilir. Sarf olunan 0,05 N NaOH-in
damlalarinin sayl ve ya ml-le migdari cadvela yazilir. Formol qarisiq tokdikda ¢ahrayi reng
itmasa, bu o demakdir ki, serbast karboksil qruplari yoxdur. Bu halda sinaq susasina qalavi
alave etmak lazim deyil. Cadvalds isa (0) yazilir.

Zilalla HCI ganisdiriimis bolgull sinaq stisesinde mahlulun hacmi geyd edilir. Sonra sinaq
stsesi 1 saat muddstinde qaynar su hamamina yerlasdirilir. Sinag susesini soyudub avvalki
hacma c¢atana qader Uzsrine su tdkdrik. Hidrolizatdan 1 ml adi sinaq stsesine kegirib
yuxaridaki gayda dzra fenolftaleine asasan mahlulu neytrallasdirir va 10 damla formol garisiq
alave edib 0,05 N NaOH-Ia titrlayirik. Bu defe da galavinin miqdari cadvalda geyd edilir.

Taddiq Formoltitrlema zamani sarf olunan 0,05 N
NaOH-in migldar1 (damla ve ya ml-la)
olunan madda Hidrolizden svval Hidroliz baslanandan 1
saat sonra
Yumurta
zulal
iS 16

AMIN TURSULARININ XROMATOQRAFIYA
USULU IL® TOYINI



Xromatografik Usulla amin tursulari asanligla ayrilir ve onlari qarisiqda teyin etmak
mimkindir. Usulun mahiyysti ondan ibaratdir ki, amin tursularinin qarigigindan ve ya ziilal
hidrolizatindan gétirilmuis damla filtr kagizindan ibarat zolaq Uzerinde yerlosdirilir vo zolagin
ucu muvafiq Uzvi hall ediciya salinir. Halledici zolaq vasitesile sorulur ve 6zu ila barabar amin
tursularini apararaq kagiz Gzarinde paylayir. Amin turgularinin yerdayisma surati onlarin kimyavi
tarkibi ve muteharrik ve ya qeyri-mutaharrik halledicide hall olmasindan asilidir. Miutaharrik
halledici kimi, masalen, su ile doymus fenol (ve ya n. butil spirti, amil spirti ve s.) isledila bilar.
Qeyri-muteharrik halledici sudur. Suyun buxarlari filtr kagizini doydurur (xarici kagiz quru qalir).
Amin tursularin suda hall olmasi nae gader az, fenolda hall olmasi na gader goxdursa, bir o
gadar da onlar Gzvi halledicinin ardinca surstle harakat edir. Amin tursularinin kagiz tUzarinda
vaziyyatini ninhidrin rengli reaksiyasinin kdmayile musahide etmak olar. Bunun Ggln
qurudulmus kagiz zolagini 0,1-0,2%-li ninhidrinin spirt mahlulu ile ¢ileyib quruducu skafda
gqizdirmaq lazimdir. Amin tursulari kimyavi tarkiblarindan asili olaraq gdy, bandvssyi ve ya
narinci lakaler saklinde agkar olur. Ayri-ayri amin tursularinin yerdayisme sur’sti paylanma
amsall (R¢) kdbmayi ile ifade oluna biler. R; hemcinin mutsharriklik emsali da adlanir (sakarlerin
xromatoqrafiyasi Usullarina bax).

Paylanma amsali amin tursusu yerlosdirilon yerdan (gixis nogtasinden) muvafiq amin
tursusu lakesinin ortasina gadar (a) olan masafanin (millimetrle) ¢ixis néqtesindan halledicinin
yoluna (b) (front) olan nisbatine (millimetrle) deyilir (sak.1).

a
R, ==
f b

Paylanma amsali har bir amin tursusu Ugun saciyyavi giymat olub konkret seraitda
(halledici, temperatur, kagizin névil ve s.) sabitdir.

Reaktivlar:
1. Amin tursularinin garisigi (alanin, leysin ve s.)
2. Fenol ve ya butanol

3. 0,1-0,2%-li ninhidrin (etanolda)

MMMWWW1—— Front
Amin
a 1 tursulart
b e
4 b /
O0————— Mohlul
Sokil 1. Sokil 2.

isin gedisi

Uzunlugu 12-15, eni 1,5 sm olan filtr kagizi zolag: kasilir. Xromatoqrafiya tugun filtr kagizi
hamar, temiz va kifayat qader six olmaldir. Kagiz yaxsi oldugda ninhidrinla ¢ilandikden sonra
amin tursularinin lakalari dairavi ve ya bir gader ellipsvari alinir. ks halda lakalar ¢cox uzunsov
olur. Zolagin yuxari ucundan uzunlugu 15-20 sm olan sap kegirilir vo ucu diyunlanir. Asag! ucda



zolagin kenarlarindan 1 sm arali diametri 3-4 mm olan daire borunun kémayile tadqig olunan
amin tursularinin qarisigi kicik damla saklinde yerlagdirilir (sek.2). Damla yerlasdirilon néqte
havada qurudulur. Uzunlugu 18-20, diametri 2-2,5 sm olan sinaq susasinin dibina divarlarini
islatmadan 15-20 damla fenol (ve ya butanol) tékillr. Sapdan yapisaraq zolagi 2-3 mm mahlula
girena qader sinaq susasine vertikal vaziyyetde (divarlara deymadan) tixac vasitasile asiriq
(sokil 3). Tixaci yaxsi baglayib, nimunani temperaturu 35-40°C olan termostata 1,5-2 saat
middastina yerlesdiririk. Bu middat arzinds hslledicinin frontu 10-12 sm

galxir. Gosterilon middat

kecdikden sonra zolagi ¢iI- W

xarib  temperaturu  50-

100°C  olan  quruducu sap kegirilan yer
skafdan vertikal veziyystda o halledicinin frontu
asiriq. 10-15 daqgigadan

sonra (fenol ve ya butanol kagz zolag
buxarlanmalidir) zolagi

cixarib  stativde asaraq

pulverizatorla ninhidrin _ mahlul yerlagon ndqta
mahlulu ile giloayib yeniden —— fenol
temperaturu 100-110° olan \_/

quruducu gkafa 5-6 daqiga .

middatina yerlasdiririk. Sokil 3.

Kagiz zolagi qiz

digca amin tursulari olan yerlerda gdy ve ya bandévsayi lekalar amals gslir. Kagiz zolagini 20x10
sm o6lgull suse l16vha Uzarine goyub xatkes vasitesile (1-ci sekila bax) a ve b masafalarini dlglib
R~i hesablayiriq. Her amin tursusu tglin paylanma amsali

a
R. ==
" b

disturu ile hesablanir. Lakalarin hansi amin turgsusuna maxsus olmasini har amin tursusu dgin
ayrica xromatografiya olmaqgla kontrol tacriibs yolu ile misayyanlasdirirlar.

is 17
AMIN TURSULARI MOHLULLARININ
pH-nin TOYINI

Amin tursularinin suda meahlullarinin reaksiyasi, serbast amin ve karboksil gruplarinin
migdarindan asihidir. Monoaminomonokarbon turgularinin karboksil ve amin qruplar suda bir-
birini qarsiligh neytrallagsdiraraq, daxili duz emals gatirirlar:

CH, - CH - COO —
NH,

Bele amin tursularinin suda mahlulunun reaksiyasi neytrala yaxin olur.
Monoaminodikarbon amin tursulari turs mahlul verir. Cinki bu halda daxili duz amale gelmasi
Ucln bir COOH qgrupu sarf olunur. Digari ise suda dissosiasiya edarak H* ionlarini amale gatirir.
Diaminomonokarbon amin tursulari, aksina, qalavi mahlul verir. Daxili duz amale galerken bir
amin grupu sarbast galir. Amin tursulari mahlulunun pH-1 kalorimetrik Usulla teyin oluna biler.



Reaktiv va lavazimat:

0,1%-li glisin

o=

0,1%-li lizin

isin gedisi

0,1%-li asparaqin tursusu

Universal indikatorla pH-1 tayin etmak lG¢lin skala universal indikator (slavalara bax,13)

Ug mikrokimyevi sinaq stisesine 3 damla amin tursusu mahlulu gétirib (birinciya glisin,
ikinciya lizin, Gg¢lnclye asparagin tursusu) har birine 5 damla universal indikator slave edirik.
Qarisdirdigdan sonra sinaq slUselerinde amale gelen rang skala ile tutusdurulur va natice

cadvala geyd edilir.

Cadval 1

Amin tursulari grupu

Amin tursularinin adi

pH

monoaminomonokarbon
monoaminodikarbon

diaminomonokarbon

glisin
asparagqin tursusu

lizin

Skala olmadigda asagidaki cedvalden istifade etmak olar.

Cadval 2

Mahlulun rangi

PH

Mahlulun rangi pH
qirmizi 4
narinci 5
sari 6
sarl-yasil| 7

yasll
goy-yasll
gOy-bandvsayi

girmizi-bandvseyi

10
11

is 18

AMIN TURSULARININ AMFOTERLIYI

Mdahitin reaksiyasindan asili olaraq amin tursulari 6zlerini tursu ve ya asas kimi apara bilir.
Tursu ile amin tursusu amin grupu hesabina duz amals gsatirir.

(lez — COOH
NH,

. HCl —

CH, - COOH
NH. CI



Quvvatli tursu muhitinde amin tursusunun karboksil qruplarinin dissosiasiyasi mumkin
olmur. Lakin mahlula galevi alave etdikde COOH grupu va galevi hesabina duz amale galir.

CH, - COOH CH,-COO Na’
| + NaOH — | +H,0
NH, NH,

Yuxaridaki reaksiyalar amin turgulari mahlullarinin yiksak bufer tutumuna malik olmasini
izah edir. Amin tursusu mahlulu galevi ve ya tursu ile titrlondikde pH suya galevi va ya tursu
alava edilan hala nisbatan, daha az dayisir. Bunu gérmak Uglin asagidaki tacribani aparmaq
kifayatdir.

Reaktivlor:
1. 5%-li glisin
2. 0,4%-li NaOH
3. 0,4%-li HCI
4. 0,5%-li fenolftalein spirtde
5. 0,1%-li metiloran;j

isin gedisi

Dérd mikrokimyavi sinaq sisasini ndmralayib birinciya 5%-li glisin, ikinciya 5 damla su
gétiruriik. Her iki sinaq suisesine bir damla fenolftalein slave edirik. ikinci sinaq stisesine 1
damla NaOH disen kimi bandvsayi rang alinir. Birinci sliseys damla-damla NaOH ikinci
stisadaki rangs uygun gelana gadar slave edirik. Blava olunan damlalar sayilir.

Her iki sinag suseasinde mahlulun hacminin eyni olmasi Ugln birinci sinag susasina
titrlema zaman tokllen gsalavi gader, ikinci sinaq susasine damla-damla su tokmak lazimdir.
Qlisina sorf olunan NaOH-1n migdari cadvals yazilir.

Uclincl sinaq slisesine 5 damla glisin, dérdiincliye 5 damla su tokib her birine bir damla
metiloranj alava edilir. Dérdlncu sinaq susesina bir damla HCI slave etdikde mahlul ¢ahrayi
rong alir. Uglincli sinaq slisasindaki qlisin 0,4%-li tursu ila eyni reng (¢ahrayi) alinana gadar
damlalari saya-saya titrlenir.

Her iki sinaq sigsasinds mahlulun hacminin eyni olmasi Ugln titlema prosesinds Uglncu
sinaq slsesina sarf olunan tursu gadar dérdincllys damla-damla su tokulldr ve naticalar qeyd
olunur.

Sinaq susasinin Titrlemaya serf olunan maddanin
mohtaviyyati miqdari, damla ila
0.4%-li NaOH 0,4%-li HCI
glisin - -
su 1 1




iS 19
AMIN TURSULARININ FLUORESSENSIYASI

Filtr kagizi Uzerina yerlasdirilmis amin tursusu, ultrabendvsayi sla ile isiglandirildigda
fluoressensiya edir.

Bu hadisa bioloji materialin tadqiqinds istifade edilir.

Reaktiv va lavazimat:

1. Lyuminestsent lampa
2. Filtr kagiz
3. 0,1 va ya 5%-li glisin
Filtr kagizi Gzarina bir damla amin tursusu mahlulu yerlesdirib quruduruq. Qaranliq yerda
lyuminestsent lampasi garsisina filtr kagizini yerloasdirsak damla olan yerda gahvaeyi fluoressen-

siya musahids edarik.

ZULALLARIN FiZiKi-KiMY@Vi XASSOLaRI
iS 20
ZULALLARIN HOLLOLMA QABILIYYSTI

Su ile yumurta zllal, gan zerdabi, azala ekstrakti va tarkibinde albuminler, globulinler olan
bioloji mayelarin gatihdini azaltdigda birinciler mahlula kegir, ikinciler ise ¢oéklrler. Suda az
miqdar galavi metallarin duzlari oldugda (NaCl, KCI, NH4CI, Na,SO. ve basqalar) har iki zllal
fraksiyalari - albumin va qglobulinler tadrican mahlula kegirlor. Bitki zllallarini ayirmaqg dgln
tedqgiq olunan materialda ztlal fraksiyalarinin xarakterindan asili olaraq muxtslif halledicilarden
istifade olunur. Bugda, ¢ovdar ve arpa ununun zullalari 0,2%-li NaOH, daha yaxsi galavinin su
spirt mahlulunda (0,2%-li NaOH 50-60%-li etil spirtinda) hall olunur. Mahlula albumin, globulin,
prolamin ve glltelinlar kegirlor. QlUtelinlar terkiblerinde ¢oxlu dikarbon amin tursulari (glitamin,
asparagin tursulari) oldugundan gelavida yaxsi hall olur ve tursu xarakteri dastyirlar. Prolaminler
(xtsusen bugda ve govdar gliadini, arpa gordeini), duz mahlullari suda hall olmur. Bunlar tGgln
halledici 50-80%:-lili spirtdir. Tecriba iginin naticasi cedvalde qeyd edilir.

Cadval 3

Ziilalin hallolma qabiliyyati

Zulalin adi H-O 5%-li NaCl 0,2%-li NaOH

Hallolmani (+) zilalin hall olmamasini ise (-) isare ile geyd etmak olar. isin sonunda ise
naticalar yazilir.
isin gedisi

1. iki damla yumurta ziilal tizerine 20 damla su tdkiib garisdirir ve 3-5 dagiqe saxlayiriq.
Yumurta albumini hall olur, globulin ise az miqdar ¢ékintl verir. Mahlulu svvelcadan su ila
isladiimis qath filtrden stzlb filtrati ¢okdirma reaksiyalar Ggln istifade edirlar.



2. ki damla yumurta ziilal (izerine 20 damla 5%-li NaCl tékdiikde albumin va globulini
olan duz mahlulu alirig. Bele mahlul dializ tGg¢lin istifade olunur.

3. 200 mq bugda va ya soya ununu farfor havengda 5 ml 0,2%-li NaOH (0,1 N NaOH su
ilo 1:1 nisbatinde qarisdirilir) mahlulu ilo azirik. Mahlula albumin, globulin ve glitelin kegir.
Alinan qarisiq sinaq susasina kegirilir, bir gaeder galdigdan sonra yuxari bulaniq qgat rangli
reaksiyalar ve dializ G¢ln istifade edilir.

iS 21
DIALIZ

Dializ masamalarinden yluksak molekullu kolloid hisse-ciklerini buraxmayan membranlar
vasitesile maddalerin ayrilmasinin xutsusi Gsuludur. Zilallar kolloid, sellofan ve basga madde-
lardan ibarat yarimkegirici membranlardan pis kegir. Zilalin kigik molekullu birlesma, masalan,
NaCl-la qarisigini bele membrandan dizsldilmis kiseciye kegirib axar suya salsaq (ve ya suyu
dayismakle gaba) zllali duzdan azad etmak olar.

Reaktiv va lavazimat:

10 ml-lik sentrifuga ve ya Vasserman sinaq susaelari stativle

Bir ucu sellofan va ya kolloidyla drtulmus, uzunlugu 120 mm, diametri 7 mm olan suse
boru

10%-li yumurta zilali mahlulu

Doymus NaCl mahlulu (slavalar, 14)

1%-li AgNOs

1%-li CuSO4

10%-li NaOH

N —

No oA

isin gedisi

Sentrifuga ve ya Vasserman sinaq susasina 3 ml distille suyu gotiririk. Dializ Ggln susa
boruya aciq teraefinden li¢c damla zilal ve ¢ damla NaCl tokub igcerisinde su olan sinaq slisesina
ele salinir ki, sellofan va ya kolloidle 6rtiimis uc suya daxil

olsun (sekil 4). 5 dagigeden sonra =
borunu cixarib miayyen edirik ki,
xlor ionlari membrandan keg¢mis,
zilal hissacikleri isa kegmamisdir.
Bunun Gg¢in iki mikro sinaq
susesine boylk sinaq stsasinden
bir nega damla mahlul goturib
sinaq susalerinin  birinde zdlal,
digerinde xloridlera aid reaksiya —
aparilir. Xloridlari misahide etmak \E
Ucln 5 damla mahlul Gzerine 2

damla gimuis nitrat mahlulu slave \__/
olunur. Zulallar iss biuret reak-

siyasi ila (is 25) musahide etmak

olar.

N
\/

]
\/

Sakil 4. Dializi musahide
etmoak Ugln cihaz.



is 22
OKSIHEMOQLOBIN KRISTALLARININ
ALINMASI

Zllallarin terkibi va qurulusunu 6yrenmak Ugln muhum masalalerden biri onlarin temiz
halda alinmasidir.

Hazirda sksar zilallarin kristallik preparatlari alinmisdir. Lakin kristallik zGlallarin alinmasi
cox vaxt murekkeb cihazlar teleb edir. Ona gdre da biz kristallik zulal oksihemoglobinin
alinmasinin sads Usulu il tanis olaq.

Oksihemogqlobin eritrositlerin tarkibinde olur. ©gar eritrositlerin glafini toluolla dagitsaq,
azad olmus oksihemoglobin kristal emala gatirir.

Reaktiv va lavazimat:

1. Mikroskop

2. ©Osya ve ortlcu susaleri

3. Suise cubuqg

4. Toluolda hall edilmis Kanada balzami

5. Qan

isin gedigi

Osya susasi Uzerine slise cubugla bir damla gan yerlasdirib lizerina drtlict stise qoyuruq.
Ortlicti stigenin straflarina Kanada balzami (toluolda) surtiiriik. Qan damlasi havadan tamamile
tocrid edilmalidir. Alinan preparat 5-6 glin quruyana gader saxlanilir. Bu middatde balzam
quruyur, toluol ise balzamdan qgan damlasina daxil olaraq eritrositleri hemoliz edir. Ayrilan
oksihemoglobin kristal emale gaetirir. Bunu mikroskopla baxmaqla miayyan etmak olar.

ZULALLARIN GOKDURM® REAKSIYALARI

Msahlulda olan zilal muayyan seraitde ¢okuntl eamsale gatirmak qabiliyyatina malikdir. Bu
hadise tadqgiq olunan materialda zillal tapiimasinda ve tamiz halda zilal alinmasinda istifads
edilir. Zdlal molekulasi mahlulda elektrik yuki dasiyaraq su tebaqgesi il ehate olunur. Bu
vaziyyet zulalhin ¢ékmasinin qarsisini alir. Amin turgulari kimi, zulallar da amfoter elektrolitlar
olub mahlullarda amfion emale gatirirlar.

,COO"
R- CH
\

+

NH;

Her bir zllal Ggln ionlasmis asasi gruplarin migdari ionlasmis tursu qruplarinin migdarina
barabar olan misayyan pH noégte mdvcuddur. Homin pH izoelektrik ndqtasi ve hamin ndéqtede
ziilalin veziyysti izoelektrik veziyyst adlanir. izoelektrik ndqtesinde ziilal molekulunda ionlagmis
gruplarin migdari minimal olur, molekul ézii ile elektrik yiikii dagimir. izoelektrik veziyyetde ziilal
molekulunun butliin uzunlugu boyu eyni migdar tursu ve asasi qruplar yerlesir. Zulal plastik
makromolekuldur ve muxtalif adl yuklerin qarsihgli tesiri naticasinde yumaq sakline dusr ki, bu



da zllalin gékmasina saebab olur. Osas zilallarin izoelektrik néqgtesi zsif turs oldugundan tam
¢okma effekti Gglin mahlullar daha da turslasdinilir. Tursunu artiglamasile slave etdikds amin
tursulari Ozlerini asasi madde kimi aparirlar. Bu zaman karboksil gruplarinin dissosiasiyasi
zoiflayir. Amin gruplari ise musbat yik kasb edir, molekulun ayri-ayri hissaleri arasinda iteloma
qguvvaleri yaranir, molekul zancirvari qurulusa gayidir, bu ise zulalin ¢ékmasinin garsisini alir.
Qelavi muhitds zilal molekulasi manfi yik dasiyir ki, bu da molekulun acilmasina sebab olur.
Ona gora da zilal mehluluna galavinin alava edilmasi ¢dkmanin qarsisini alir. Belslikle, qlvvaetli
galavi va ya quvvatli turg mihitds zulal ya quvvatli musbet ve ya menfi yuklenilir. Bundan bagqga,
bels seraitde zllalin gisman hidrolizi bas verir:

+ + !
_NH, . JNH, _
R + HCI — R ' Cl
NCo0~ NCOOH !
amfion kation
_NH, _NH,
R + Na'OH ™ 375" R | Na'
NCoo” = NCoo !
amfion anion

Misbast ylikin artmasi (turs muhitde) ve manfi yikin artmasi (gslevi muhitde) asagidaki
formullarla ifads oluna bilar.

RPN D SRR W
HNH =0 <0 pNg c=0 -2~ NH  C=0
N\ N/
¢ ¢ /C\
R/ Ny R/ Ny q
molekul misbat amin tursularinin molekul manfi
yuklenmisdir svitterion formasi yuklenmisdir
pH=2-3 pH=4-9 PH=9-10

(bipolyar forma)

Zilal molekulundaki yuklarin neytrallasdirilmasi tGg¢lin mahlula bazi mineral duzlarin az
migdarini da alave etmak olar. Bu Usul zllal mahlulunu azaciq tursu ile izoelektrik néqtesine
gatirmakls yanasgi tatbiq edildikde daha effektli olur.

Zilallarin ¢okdurme dsullarinin an ¢ox effektli naticasi onlari ehate edan su gatinin
dagidilmasi zamani alinir. Bunu zilal mahlulunu qaynatmaqg ve ya duzlasdirma ile slds etmak
olar. Qaynatma zamani hidrogen alagalarinin dagiimasi va ikinci qurulusun pozulmasi bas verir.
Adatan gaynatma yolu ile zilalin ¢ékdurtlmasi azaciq turslasdiriima ve azaciq duzlasdirma ile
yanag! aparilir. Zulallarin ¢okdurulmaesi Usullarini gayidan ve gayitmayan ¢ékma olaraq iki yera
bdlmek olar. ikincileri tetbiq ederken ziilal molekulunun nativ konformasiyasi pozulur.
Duzlagdirma, spirtle va asetonla (soyuqda) c¢okdirme zamani alinan ¢okuntind bioloji
xususiyyaetlerini itirmaden hall etma yolu ile evvelki veziyyete gaytarmaq olar. Qaynatma,
mineral va Uzvi tursularla hamginin agir metal duzlan ile ¢ékdlirma zamani isa zllal 6z bioloji
xususiyyatlarini itirir.



is 23
ZULALLARIN QAYNATMA YOLU IL®
COKDURULMaSI

isin magsadi neytral, turs, gelevi miihitlerinds ve az migdar NaCl istiraki ile gaynatma yolu
ile zGlahin ¢okdurtlmesidir.

Reaktivlor:

1. 10%-li yumurta zdlah

2. 2%-li sirka tursusu

3. 10%-li galavi (NaOH)

4. Doymus NaCl mahlulu (slavaler, 14)

isin gedisi

Altl mikrokimyavi sinaq stisasine 1 ml ztlal mahlulu tokub, ikinci, Gglincl sinaq stisasine 1
damla (¢ox olmaz), doérdincl, besinci sinaq susalerine 5 damla sirke tursusu, altinciya 1 damla
galavi slave edirik, tglincl ve besinci sinaq sltisesine alave 2 damla doymus NaCl tokdikdan
sonra bitln sinaq sUselarini qaynayana qadar qizdiririq. Hansi stisada ¢okintl amale galdiyini
ve intensivliyini (+) isaresi ile (1 den 3-8 qader) geyd edirik.

Cadval 4

Sira Sinaq susslerinin méhteaviyyati, damlalar

sayl Zilal | CH;COOH NaOH NaCl
1 5 - - -
2 5 1 - -
3 5 1 - 2
4 5 5 - -
5 5 5 - 2
6 5 - - -

Alinan
naticalerin izahi

iS 24
ZULALIN GOKM3SIN® pH-in TOSIRI
Reaktivlor:

1. 2%-li sirka tursusu



2. 2,8%-li natrium asetat (CH;COONa)
3. 10%-li yumurta zulali
4. Etil spirti

isin gedisi

Bes adad mikrosinaq susasinda muixtslif pH-I garisig hazirlanir. Bunun Ggtlin sirka tursusu
vo natrium asetat mahlullarindan 5-ci cedvelde gdsteriimis nisbatlorden istifade edilir.
Tacribadan avval natrium asetat ve sirka tursusu Ugin istifade olunan pipetkalarin uclarinin
eyni olmasini yoxlamali. ©ks halda damlalar hacmca miuxtelif olar. Bufer mahlullari hazirlan-
digdan sonra sinaq susalerinin har birine 2 damla zulal géturib qarisdirir va 10 damla spirt
alava edirik. Yenidan mahlullari qarisdirib 5-10 daqgiqe arzinda maksimal bulanmani geyd edirik.
Maksimum bulaniq, maksimal ¢okmaysa uygun olub zilalin izoelekrik négtasina yaxindir.

Cadval 5

Sinaq susalerinin méh- pH-in Bulanma | Nati-
toviyyati, damlalar texmini deracasi | caler

Sira giymeti

sayi CHsCOOH | CHsCOONa

1 9 1 3,1

2 8 2 4,7

3 5 5 4,7

4 2 8 5,3

5 1 9 5,6

iS 25
ZULALIN DUZLASDIRMA YOLU IL®
COKDURULM®SI

Duzlagdirma, zllalin ylUksak qatiligh neytral duz mahlullari ila (NaCl, (NH4).SO4 ve b.)
¢okdurulmasidir. Duzlasdirma reaksiyalari zilal makromolekulunun dehidratlagsmasi ve eyni
zamanda elektrik ytkunan neytrallagsmasi ile slagadardir. Mixtalif ztlallari ¢ékdirmak Ugln eyni
duzlarin muxtalif gatiliglari taleb olunur.

iri molekullu globulinler, albuminlers nisbaten asan c¢okirlar. Qlobulinler yarim doymus,
albuminler ise tam doymus ammonium sulfat mahlulunda ¢okurlar. NaCl, (NH4),SO.-a nisbatan
zoif ¢okdlirma gabiliyyatine malikdir. Bu ise Hofmeyster sirasinda vaziyystlari ile saciyyaloenan
ionlarin zeif dehidratlagdirici qabiliyyati ile slagedardir.

S0,2° ClI'>Br>NOs> "> CNS~;



Ca? > Li* >Na*>K*> Rb* >Cs*
Hofmeyster sirasi

NaCl qglobulinleri 100% doymus mahlulda ¢okdirir. Albuminlarin ¢ékmasi Ugiln ise slave
olaraq mahlul turglasdiriimalidir. Bu clir ¢dkdirma qayidandir. Dializ ve ya su ile qatiligi azalt-
magqla zulal ¢dkintlsini yenidan hall etmak mimkundur ve zllal 6z xususiyyatlarini itirmir.

Usul mixtelif ziilal fraksiyalarinin ayriimasi ve kristallik ziilalin alinmasi magsadils tatbiq
edilir.

Reaktiv va lavazimat:

1. Yumurta zulali (slavaler, 15)

. Narin NaCl, toz halinda

. Doymug ammonium sulfat mahlulu

. Kristallik toz halina salinmig ammonium sulfat
. 1%-li sirka tursusu

. 10%-li NaCl

. 1%-li CuSO4

. Qif ve pipetkalar

© o0 N o o A~ w DN

. Filtr kagizi

Isin gedisi
a) NaCl-la ¢okdurma

Sinaq susasine 20 damla zllal mahlulu ve hall olmasi dayanana gadar tadrican narin
NaCl tokulir. Bir nege dagigadan sonra globulinler ¢okir. Mahlul stzilur. Filtratda albuminler
galir. Neytral mehlulda hatta gati NaCl slava edildikde bels filtratdaki albuminler ¢ékmdirlar.

Filtrata damla-damla (cemi 15-20 damla olmagla) 1%-li sirka tursusu elave etdikde turs
muhitde albuminler ¢okir. Bir nege deqgigadan sonra albumini sizib filtratda zilal galmadigini
biuret reaksiyasi vasitasile yoxlayiriq (is 5).

b) (NH4).SO4-la ¢cokdirma

15 damla zilal mahlulu Gzarine 15 damla doymus ammo-nium sulfat mahlulu goétirib
garigdirdigda yarim doymus ammonium sulfat mahlulu alinir ki, hamin mahlulda ¢Okmus
globulinler musahida edilir. 5 dagigadan sonra alinan mahlul stzuldr. Filtratda albumin qalr.
Filtrata mahlul doyana gadar narin (NH4).SO, slave edirik. Bu halda albuminlar ¢oékir. Stzul-
dikdan sonra mahlulda zulalin olmadigini biuret reaksiyasi ile yoxlayirig. Alinan naticelari (+) ve
(-) isaraleri ilo cadval saklinde geyd etmak olar.



iS 26
ZULALLARIN AGIR METAL DUZLARI
IL® COKDURULMSSI

Duzlasdirmadan ferqli olarag agir metal duzlarinin az migdari zdlali ¢okdurar. Zalallar agir
metal duzlari ile qarsiligh tesir zamani onlari adsorbsiya edir va duza bsnzar komplekslorin
amale galmasine saebab olur. A§ir metal duzlar (Pb, Cu, Ag, Hg ve b.) zllali gayitmayan
denaturasiyaya ugradir. Reaksiya naticesinde amale galen c¢oklntiler (cive ve gumus
komlekslarinden savayi) duzun artig miqdarinda hall olurlar, lakin zulal 6z xassalarini barpa
etmir ¢inki bu zaman zilalin feza qurulusunun kaskin pozulmasi (hidrogen 1ve disulfid
rabitalarin parcalanmasi, polipeptid zancirlerinin fazada yerlagsmasinin deyismasi) bas verir.
Moehz bu sababden zulalin agir metal duzlarinin tesiri ile denaturasiyasi geri-ddnmayandir.
Zulalhin agir metal ionlarini hall olmayan ¢okuntl halinda birlasdirma qabiliyyati cive, mis,
qurgusun ve b. duzlarla zeherlenma zamani istifada olunur. Zaharlonma bas verdikda xestaya
derhal sid va ya yumurta agi verilir. Metallar madays ¢catmamigsa ve ya hala sorulmamigsa
maalice yaxsl natica verir. Zllalla birlesmis zaharlar xasteni qusdurma yolu ile organizmdan
uzaqlasdirilr.

Reaktiv va lavazimat:

1. Susse gubuglar

2. Pipetkalar

3. Yumurta zilali mahlulu

4. 10%-li CuSO,

5. 5-10%-li qurgusun asetat (CH;COO).Pb

isin gedigi
a) CuSO; -le gokdurma

1 ml zllal mahlulu Gzerine 5 damla ehtiyatla 10%-li mis sulfat alave etdikds suda hall
olmayan solgun gdy rengli ¢cokintu alinir. Eyni migdar zulal mehlulu Gzarine avval 1, sonra 10
damla mis sulfat tékdikds duzun artiq migdari ¢oékintinin hall olmasina sabab olur.

b) qurgusun asetatla ¢dkdirma

1 ml ztlal mahluluna 5 damla 5%-li Pb(COOCH:), slave etdikds suda hall olmayan, duzun
artig migdarinda hall olan ¢okintu alinir. Alinan naticelari cadval seklindas tertib etmak olar.

is 27
ZULALLARIN QATI MINERAL TURSULARLA
COKDURULMaSI

Qati mineral tursular zulah denaturasiyaya ugradirlar. Zilalin ¢gékmasi onun hissaciklarinin
dehidratasiyasi ve tursularla kompleks duzlar emele getirmesi ile slagadardir. Ortofosfat
migdarda tursusu ¢okinti vermir. Nitrat tursusundan basqga digar mineral tursular artiq oldugda



¢okuntl hall olur. Bununla slagadar olaraq sidiyin kliniki tadqiginde nitrat tursusu ile ¢okdirma
genis totbig edilir (Geller nimunasi). Bu reaksiyaya asasen sidiyin zllallari Robert-Stolnikov-
irandberq Usulu ile migdarca teyin edilir.

Reaktivior:

1. Qati HCI
2. Qati HNO;

3. Qati HzSO4
4. Zulal mahlulu

isin gedisi
a) Nitrat tursusu ile ¢okdirma
(Geller nimunasi)

5 damla qati HNO; Uzarine 45>-lik bucaq altinda eyni miqgdar zulal mehlulu ehtiyatla ele
tokulur ki, iki maye garismasin. Mahlullarin serhadinde ag halga amals galir. Sonra sinaq suse-
sini garisdirib oraya slava tursu tékdikde ¢dkintlinin hall olmadigini misahids edirik.

b) sulfat tursusu ile ¢dkdirma

Eyni gayda ile bu defe sulfat tursusu ile ¢okuntd alinir. Lakin bu defe tursunun artiq
migdarinda zllal ¢okintisa hall olur. Cékdirmani gati xlorid tursusu ile (HCI) yoxlamali.

iS 28
ZULALLARIN UZVI TURSULARLA
COKDURULM®SI

Uzvi tursular zilallari gayitmayan ¢dkmaye ugradirlar. Ugxlorsirks tursusu - CCls COOH ve
sulfosalisil tursusu CsH3(OH) (COOH) SOsH tacrubada genis tetbiq olunur. Sulfosalisil turgusu
tebabetde sidikde cuzi migdar zulal agkar etmak Ucln tatbiq olunur (reaksiyanin hassasligi
1:50000-dir). Bu tursu zllallarla yanasi onlarin pargalanma msahsullarini da (ylksak molekullu
pepton ve polipeptidleri) ¢okdirir. Ugxlorsirke tursusu ise yalniz zilallari ¢okdiriir. Bununla
alagedar olarag ganda olan yuksak molekullu polipeptidlari ayirmaqg Ugin qan zulalini
Ucxlorsirka tursusu ile ¢okdurlrlar. Qanin geyri-zllal azotunu tayin etmak tgln bu tursu tatbiq
olunduqda, zilal azotu ve diger azotlu maddalerin (peptidlar, sidik covheri, amin tursulari ve s.)
azotunu ayrica teyin etmak mumkun olar.

Reaktiv va lavazimat:

1. Yumurta zulah

2. 20%-li sulfosalisil turgusu

3. 1-%-li G¢xlorsirka tursusu

4. Sinaq susaeleri stativle birlikde
5. Pipetkalar



isin gedigi
1. Sulfosalisil tursusu ile ¢ékdiirme

Sinaq susasinda 1 ml zilal mahlulu Gzerina 5-10 damla 20%-li sulfosalisil tursusu alave
etdikde zllalin ¢okuntusu alinir.

2. Ugxlorsirks tursusu ile ¢ékdiirme

Sinaq susesinda 1 damla zilal mahlulu Gzarine 5-10 damla 10%-li Ggxlorsirka tursusu
alava etdikde zllalin ¢okuntusa alinir.

iS 29
ZULALLARIN UZVI HOLLEDICILORL®
COKDURULMaSI

Spirt, aseton, xloroform va digar Uzvi halledicilorlo zilal hall olmayib ¢okir. Zilalin
tebistindan asili olaraq onun ¢okdirilmasi Gglin mixtslif gatiligda spirt teleb olunur. Spirt suyu

6zlna birlesdirarak zilal misellerinin dehidratlasmasina ve mahlulda davamsiz olmasina sabab
olur.

Zilal mehlulu spirtle ¢okdurllerken zsif turs ve ya neytral olmalidir. Reaksiya NaCl
elektroliti oldugda daha yaxsi gedir. NaCl zulal hissaciyinin yukund legv edir. Spirtin asagi
temperaturda zilala tasiri qayidandir. Cokuntinl tez spirtden azad etsak zilal 6z nativ
vaziyyaetini saxlayir va yenidan suda hall edils bilar. Spirtin uzun muddatli tasiri naticasinda zulal
denaturasiyaya ugrayir.

Reaktiv va lavazimat:

1. Yumurta zulal mahlulu

2. Etil spirti ve ya aseton

3. Doymus NaCl mahlulu (slavalar, 14)
4. Sinaq susgolari stativle birlikde

5. Pipetkalar

isin gedisi

5 damla zilal mehlulu Gzarine 15-20 damla etil spirti vo ya aseton salave etdikde mahlul
bulanir. Sinaq stisasine 1 damla gati NaCl tékdikde bir az sonra zilal ¢okir. Sinaq susasina
10 ml zdlal mahlulu 5-6 ml etil spirti va ya aseton gétirib siddetle galxalasag "magma” adlanan
susuzlagmis ziilal kiitlesi alariq. isi xloroform mahlulu ile de aparmagq olar.



is 30
ZULALLARIN ALKOLOID REAKTIVLARI IL8
COKDURULMASI

Alkoloidler zilallari qayitmayan ¢ékdirmaya ugradir. Alkoloid reaktivleri sirasinda tannin,
pikrin tursusu, sari gan duzu, KJ-da civa yodid mahlulu, volfram, fosfor, molibden-fosfor tursulari
va s. aiddir. Zilallarin alkoloid reaktivleri ile ¢dkmasi, alkoloidlarde analoji heterotsikller azot
gruplarinin, pirrol, indol, amidazol ve s. olmasi ile slagadardir. Alkoloid reaktivleri ila zulalin
¢okma mexanizmi zllalin asasi azotlu gruplari ile hall olmayan duza banzar birlagmalerin amala
galmasidir. Bu birlesmalarde zillal kation, alkoloid reaktivi ise anion vazifesini yerina yetirir. Bu
magasadle sirka tursusu ila zilal mahlulu azaciq turglasdirilir. Bu zaman zlal miselisi Gzarinda
musbat yik amsale galir ki, ¢cokdurtcinin manfi yiklenmis hissacikleri ilo asanligla reaksiyaya
girir. Musbat ylk dagiyan protamin ve histon zulallari alkoloid reaktivleri hatta mahlul
tursulasdirmadan da, ile asan ¢okdrlar.

Reaktiv va lavazimat:

1. Yumurta zulal mehlulu

2. Doymus tannin mahlulu

3. 1%-li sirke tursusu

4. Sinaq susaleri, stativle birlikde
5. Pipetkalar

isin gedigi

Tannin — murekkab efir olub hidroliz zamani gliikoza ve hal tursulari amale gatirir.

OH
HO OH
COOH
hal tursusu

5 damla zilal mahlulu tGzarina 1-2 damla doymus tannin ve 1-2 damla 1%-li sirke tursusu
alava olunur. Sarimtil boz rangli zllal ¢okintlstd alinir. Analoji reaksiyani pikrin tursusu ila
aparmagq olar.

iS 31
ZULALLARIN FENOLLA GOKDURULM®aSI

Spesifik polisaxaridlar ve nuklein tursularini zilaldan ayirmaq Ugln bu reaksiya tetbiq
olunur (deproteinizasiya). Spesifik polisaxaridler sirasina insan ganinin bu va ya digar qrupa
maxsus olmasini miayyen edan (ABO sisteminin izoantigenlari) maddalar daxildir.



Reaktivlar:
1. Doymus fenol meahlulu

2. 10%-li yumurta zilal mahlulu

isin gedisi
Uc damla ziilal mehlulu tzerine artiglamasile, 10-15 damla fenol slave edib sinaq
susasini siddetle calxaladigda mehlul bulanir. Bir gaeder sonra bulaniq artir. Bulanigin amala

galmasi zilal ¢dkintlsinin amals galmasi ile slagadardir.
MURSKK®B ZULALLAR (proteidlor)

Fosfoproteidlar

Fosfoproteidlar — miurakkeb zllallar olub, qeyri-zulali prostetik grupu fosfat tursusu
gahgdindan ibaratdir (0,5-0,9%).

Fosfoproteidlare sidin kazeinogeni, yumurta sarisinin vitellini, vitini, baliq kirtsindn
ixtulini vo s. aiddir. Pepsin, fosfoglikomutaza, fosforilaza kimi fermentler do fosfoproteiddirlor.
Kimyavi noqgteyi nezerden butin fosfoproteidlar zulal molekulunda fosfat turgsusunun emale
getirdiyi efir alagaleri ilo saciyyalonirlor. Fosfat tursusu adatan serin vo treoninin oksi grupu ile
efir slagasi yaradir. ©n ¢ox fosfat tursusu zencirde glutamin tursusu ile yanasl duran serinin
hidroksil grupu ile birlasir.

Y OH
CH,- OH CH-O-P =0
| I N\ OH
H,N-CH + H,PO, H,N-CH
| ’ -H,0 |
COOH COOH
serin fosfoserin

Fosfoproteidlar inkisaf edan organizm Gg¢ln mihim maddalar sirasina daxildir. Masalen,
sudin kazeinogeni kdrpays lazim olan bitlin svez edilmaz amin tursularina ve fosfor tursusuna
malikdir (0,9%). Kazeinogen sudun tarkibinds hamginin kalsium duzuna malikdir. Belalikle kdrpa
organizm skeletin inkisafi Gg¢ln lazim olan Ca va P elementlarini alir. Hear iki element fizioloji
optimal nisbatda slidds oldugundan organizm tarsfinden asan manimsanilir.

is 32
SUDD®N KAZEINOGENIN AYRILMASI

Kazeinogen sidds hall olan kalsium duzu saklindadir. O siudda turs xassali olub, suda hall
olan anionlar saklinds olur. Kazeinogenin izoelektrik néqgtesi pH 4,7-dir. Tursulasdirdigda sid
gurlyerak kazeinogen halinda ¢dkintl verir. Tursunun artiq deracede alave edilmasi zilalin
yenidan yuklenmasina, c¢okintinin hall olmasina sebab olar. Sid tursusu hamginin sidi
curtdur ve reaksiyanin turs xasseli olmasina sabab olur. Pepsinin tasirilo sid curlysrok
kazeinogenin kazeina gevrilmasi ilo naticelenir. Kazeinin kalsium duzu, aksina, suda hall olmur.
Qatiq va digar sid mahsullarinda ¢lrimis halda kazeinogen vardir.



Reaktiv va lavazimat:

1.

© oo N oo o b~ w N

Sid

. Qati sirka turgusu

. 1%-li mis sulfat

. 10%-li NaOH

. Millon reaktivi (slavaler, 11)
. Fol reaktivi (elavaler, 5)

. Qiflar

. Filtrlor

. Sinaq susaleri

10. Suse cubuq

11. 2 ml-lik pipetka

isin gedisi

2 ml sud Uzerine eyni migdar distille suyu elave edib qgati sirke tursusu vasitesile
kazeinogen c¢okdurulir. Cokunta stzullir ve filtrde 2 dafe distille edilmis su ile yuyulur. Filtrden
¢okuntindn bir hissasini slise ¢ubugla goétiurib onunla zllallara aid rangli reaksiyalari (biuret,
fol, millon) apaririq.

i$ 33

KAZEINOGENIN HIDROLIZ MBHSULLARININ

MUSAHID® EDILMSI

Kazeinogen galoavi ila hidroliz edildikde fosfat va zllala ayrilir. Fosfat spesifik reaksiya
vasitasile molibden reaktivi ile misahida edila biler.

Reaktiv vo lavazimat:

1.
2.
3.

Siuddan kazeinogen
10%-li NaOH
10%-li H,SO4

4. Molibden reaktivi (slavaler, 16)

5) Fenolftalein (0,5%-li spirt mahlulu)

6) 1%-li CuSO.



isin gedigi

Kazeinin hidrolizi asagidaki kimi aparilir sinaq stisesina kazeinogen ve ya hazir reaktiv
soklinde narin azilmis 30 mq kazein gétirib Uzerine 2 ml 10%-li NaOH tokurik. Asbest setka
Uzerinde hava soyuducusu vasitasile 10-15 deqige qaynadib, soyuduqgdan sonra hidroliz
mahsullarina aid reaksiyalari apaririq.

a) Zilalin migahide edilmasi

Zulal biuret reaksiyasi ilo agkar edilir. Sinaq slgasine u¢ damla hidrolizat, bir damla 1%
CuSO0, goturub garisdirdigda ¢gahrayi-bandvsayi rang alinir.

b) Fosfatin miisahids edilmasi

Yerde qalan hidrolizat 10 %-li HNOs vasitesile bir-iki damla fenolftaleinin istiraki ile roeng
itona gader tursulasdirilir vo quru sinaq sisasina slzulir. Bes damla filtratdan gotirib tzerine
20 damla molibden reaktivi slave etdikden sonra bir nege dagiqe qaynadilir. Mahlul sari ranga
boyanir. Soyutdugda hidrolizatda fosfatin olmasini gosteran sari rengli fosfor-ammoniumun
molibdenat ¢okintlsi aydin misahidas edilir.

Qlikoproteidlar

Qlikoproteidlar — mirakkab zilallar olub, prostetik qrupunun tarkibina sakarlar va onlarin
téremalari daxildir. Bazi qlikoproteidlarin prostetik qrupu neytral ve ya turs mukopoli-
saxaridlarden ibaratdir. Mukopolisaxaridlar hidroliz zamani glikozamin, asetilglikozamin,
galaktozamin verir. Turs mukopolisaxaridlore hamginin glukuron tursusu ve sulfat tursusu
daxildir. Neytral mukopolisaxaridlerin terkibine galaktoza, mannoza, L-fukoza ve sial tursulari
daxildirler.

H O H OH H O
NVZ N/ N\ Z
C C C
| _CH;, | \
H-C-NH-C H-C-OH HO-C-H
No | \
HO-C-H HO-C-H (0] H-C-OH
| | \
H-C-OH H-C-OH H-C-OH
| | |
H-C-OH H—? HO—(‘?—H
CH,OH COOH CH,
N - asetilglikozamin D - glikuron L — fukoza

Turs mukopolisaxaridlare gialuron tursusu, xondriotinsulfat tursusu ve heparin de aiddir.
Qeyd etmak lazimdir ki, glikoproteidler organizmds dayaq ve qoruyucu funksiya dasimaqla
demaok olar ki, batin toxumalarda ve mayeloerde mdvcuddur; onlar musinlar ve ya mukoidler
adlanirlar.



is 34
YUMURTA ZULALINDA S9K®R

KOMPONENTININ ASKAR EDILM®SI

Quru sinaq susasine bes damla 10%-li yumurta zilal gétirtib orada Molis reaksiyasini
aparmali (karbohidratlar bdl-masina bax). Sinaq susasinin dibinda qirmizi rang amala galir
(reaktivler: 44 sayli ise bax).

iS 35
TUPURCOKD&N MUSININ AYRILMASI
VO SOKOR KOMPONENTININ ASKAR EDILM®SI
Musinin tarkibinde seker komponentini Molis reaksiyasi ile misahida etmak olar.

Reaktiv va lavazimat:
1. TupUrcek
2. Qati H.SO,
3. 1%-li timol (spirtda)
4. Qati sirka tursusu,
5. 1%-li a-naftol (spirtda)

isin gedigi

Sinaq susasine 2 ml tlplrcak yidib Gzerine 4-5 damla gati sirka tursusu olava edilir.

Tursunun artig migdarinda ¢etin hall olan musin ¢okir. Sinaq susesindaki mahlul ehtiyatla
bosaldilir. Yerde galan musin kitlesi ile Molis reaksiyasi aparilir.

| BOLM®Y® AID SUALLAR
1. Zulal nadir?

2. Rangli reaksiyalari sadalayin. Zulalin rengli reaksiyalari hansi kimyavi gruplarin olmasi ile
alagadardir?

3. Amin tursular zilal molekulunda nece birlesmislar? Hansi reaksiya ile asas slaga névini
askar etmak olur?

4. Tarkibinde benzol halgasi olan amin tursularini yazin. Hansi reaksiya vasitoesile onlari askar
etmak olar?

5. Terkibinda kukurd olan amin tursularini yazin. Hansi reaksiya vasitesile onlari agkar etmoak
olar?

6. Ninhidrin reaksiyasini saciyyalandirin.
7. Zalahn rangli reaksiyalarinin shamiyyatini geyd edin.

8. Zulalin gdkmasi na ile elagadardir?



9. Hansi temperaturlarda zdlallari ¢okdirmak olar?

10.

Zilahn izoelektrik néqtesi naya deyilir?

11. Turs va galavi xassali zilallara misal gosterin.

12.
13.
14.
15.
16.
17.

Qayidan va gayitmayan ¢okmaya misallar gosterin.

Zllalin denaturasiyasi na demakdir?

Zilallarin duzlasdiriimasi ne demakdir?

Cokdurma reaksiyalarinin tababat elmi G¢lin shamiyyatine misal gosterin.
ZUlallari neca tesniflagdirirlor?

Zllallarin denaturasiyasi daha hansi reaktivlerle aparila biler? Onlardan tsbabat Ggln

ahamiyyatli olanlarini tesvir edin.

18.
19.
20.
21.
22.
23.

24.
25.

26.
27.
28.
29.

Su mahlulunda zilalin yiki nadan ibaratdir?

Alkoloid reaktivleri ila zUlalin ¢dkdurilmasini saciyyalendirin.

Zilahn hidrolizi nadir ve onu neca aparmagq olar?

Hidrolizin sonunu nece miayyen etmak olar?

Formol titrlema yolu ila karboksil gruplarinin tayin olunmasinin shamiyyati naden ibaratdir?
Amin tursularinin xromatografik tsulla ayrilmasini nece aparmagq olar?

Xromatografiya Usulunun mahiyyatini geyd edin?
Xromatografiyanin hansi névleri mévcuddur?

Murakkab zulallarin tasnifatini yazin.
Murakkab zulallar sade zulallardan na ile ferglanir?
Fosfoproteidlare misal gdstarin. Hansi reaksiya ila onlari agkar etmak olar?

Qlikoproteidlare misal gdstarin. Hansi reaksiyalarla onlari agskar etmak olar?



Il BOLM®
NUKLEIN TURSULARI

Nuklein tursulari da, zulallar kimi yiksakmolekullu birlesmalerdirler. Onlarin molekul
¢okileri millionlarla daltonadak c¢ata biler.

Nuklein tursularina DNT ve RNT-laer aiddirler ki, onlarin qurulusunu, xassalerini va
funksiyalarini, asasen, molekulyar biologiya dyranir. Nuklein turgulari (NT) hayat faaliyyati 4¢ln
haddindan artiqg boylk shamiyyat kasb edan funksiyalari yerina yetirirlar. Onlar irsiyyatin maddi
asasini toskil ederak genetik malumatin dasiyicilaridirlar, makromolekullarin biosintezini hayata
kegirirlar, morfogenezin muxtalif proseslarini temin edirlor.

Nuklein tursularinin tacribi yolla &yranilmasi, onlarin qurulusu, xususiyyatleri ve
hiceyrada lokallagsmasi sayssinde meydana ¢ixan bir sira gatinliklerle alagadardir. Nuklein
tursularinin bioloji obyektlarden ayrilmasinin ¢atinliklerindan biri onunla slagadardir ki, onlar
hiceyranin digar komponentlari ile mdéhkam birlesmis olurlar; ikinci ¢etinlik hiiceyrelarde foal
nukleazalarin mdvcud olmasi va natice etibarile toxumalarin homogenizasiyasi zamani NT-lerin
bu fermentlerin tesiri altinda parcalanmasi ile slagadardir. Bunlari nazers alaraq, NT-lerin
ayrilmasi zamani ilk énce nukleazalarin inaktivliesmasina va preparatin maksimal dsarecads
muxtslif qarisiglardan tamizlanmasina nail olmaq magsadauygundur.

iS 36
RNT V® DNT-nin KIRBI-GEORGIYEV
USULU ILS ALINMASI

Hemin Usuldan istifade etmakla bir obyektdan, zilaldan azad olunmus DNT ve RNT
preparatlarini almaq midmkindir. Usul, homogenatin 0,14 M natrium-xlor (NaCl) mahlulu ile
suspenziyalasdiriimasina asaslanir.

Su ile doydurulmus fenolun slave edilmasi zllaldan azad olmaga imkan verir. Hamin
proses RNP (ribonukleoproteid) dc¢lin pH=6,0; DNP (dezoksiribonukleoproteid) Utglin iss
pH=8,3-da bas verir. Eyni vaxtda RNT ve DNT ardicil va ayri-ayriligda su mahluluna kegirlar ki,
sonradan onlari ayirmaq mumkin olur. Fenol burada hamginin nukleazalarin ingibitoru rolunu
oynayir.

NT ile is zamani Umumi olan bir qayda Uzarinds xtUisusan dayanmaq lazimdir.

NT-lere aid ayirma, ¢cdkdiirms isleri soyugda (0-3°C) apariimalidir. istifade olunan bitiin
gablar evvelcaden soyudulmall ve is prosesinde buzda saxlanmalidir. istifade olunan biitiin
reaktivler de hamginin mivafiq temperatura gaeder soyudulmalidir.

Preparatlarin ayrilmasi Ugln istifade olunasi toxumalar derhal islenmayacaksa onlari
heyvandan ayirdiqca 2-3 guin erzinds (artiq yox) donmus vaziyystda saxlayirlar.

Lavazimat: Reaktivior:

1. Soyuducusu olan sentri- 1. Suile doydurulmus teze
fuga (5000 g ve yuxari); govulmus fenol (slavaler,



29)
2. Homogenizator; 2. 0,14 M;4 M; 1 M NaCl

(elavaler, 30)

3. Calxalayici; 3. Terkibinds 1 I-ds 0,05 M
kalium sitrat olan 0,14 M
4.  Vakuum-eksikator NaCl (slavaler, 31)
5. 50 ml-lik spris
6. Cini heveng-dasta 4. Dietil efiri
7. Olgl silindri 5. 96 %-li etil spirti
8. 100 ml-lik boélaci qif 6. Mauatlaq etanol
9. 100-150 ml-lik 7. Buzlu sirke tursusu
Erlenmeyer kolbalari
10. Cakilmak tgln sliso 8. pH-1830lan11-ds 0,3
byukslar M p-aminosalisil tursusu
olan su ile doymus fenol
1 Kimyavi sinaq susaleri (elavaler, 32)
12. Tenzif 9.  Qurubuz
10. Toluol

is 4 mearhalade aparilir:
a) toxumanin ayrilmasi ve homogenatin hazirlanmasi;
b) deproteinlagsma (zllal hissadan ayirma);
¢) su mahlulundan RNT-nin ayrilmasi;

¢) DNT-nin ayriimasi.

isin gedigi

a) Tacriuba Ugln taze kesilmis heyvan toxumasindan (gara ciyer, dalaq, beyin) istifada
olunur. Toxuma va ya organin ayrilmasi emaliyyatini mimkuin gader tez aparib onu quru buza
yerlasdirmak lazimdir.

Yaxs! soyuduldugdan sonra texniki tarezide 15-20 q toxuma ¢akilir, onu dograyib ¢ini, dibi
buzla désenmis havangs vyerlosdirir, toerkibina kalium sitrat olan (dezoksiribonukleazanin
ingibitoru rolunda) 0,14 M soyudulmus NaCl mehlulu toxumani 6rtena qader tokulur. Toxuma
havengda 10-15 daqige arzinde homogen hala salinir. Homogenlasdirmani Potter-Elveqeym va
ya Uoring homogenizatorunda da aparmagq olar. Suspenziya alinan muddestde tadricen mahlula
kalium sitrath NaCl -u Gmumi hacmi 100 ml-a ¢atdirmaqla slava edirik. Tarkibinde DNT ve RNT
olan homogenat ikigat tanzifden stzuldr.

b) Aiinmis filtrat DNT ve RNT-ni ardicil ayirmaq ug¢uin isladilir. Bu magsadle filtrata alinmig
hacm gader pH-1 6,0 olan su ile doydurulmus fenol slave edilir. Kolbadaki qarisigi 30-40 daqiga



middastina galxalamaq Uglin cihaza yerlasdiririk (yadda saxlamagq lazimdir ki, batin amaliyyatlar
soyuqda aparilir). Bu middst erzinds ribonukleoproteidin (RNP) dagiimasi bas verir, RNT su
mehluluna, ayrilmis proteid hisse ise fenola kegir. indi garisigi sentrifuganin soyudulmus sise
sinaq gablarina yerlasdirib 40-50 dagige sentrifugalasdiririq (3000 g; t°=0-3,0°C). ®mealiyyat
basa ¢atdiqda sinaq slselarindaki garisiq 4 gata ayrilir. Birinci (yuxaridan) su qatinda RNT ve
polisaxaridler yer tutur. Onu ehtiyatla spris vasitesile sorub soyuga yerlasdirirlor. ikinci qat
6zIlidar, ag rengdadir, pH=6,0-da fenol tesirinden parcalanmayan dezoksiribonukleoproteid
(DNP) ve fenolda hall olmayan zulaldan ibaratdir. Bu qat hamginin ehtiyatla sorulur, onu ikigat
hacmli pH-1 6,0 olan fenolla qarisdirir va oraya eyni migdar 0,14 M NaCl slave edilir. Alinan
qarisigi 30-40 daqgige calxalayib 35 dagige middstinds sentrifugalasdiririq (3000g, t°=0-3,0°C).
Goturdlyumuz ikinci gat 6zl 4 hisseya ayrilir. Yuxaridaki su gatini sorub birinci su qati ile birinci
sentrifugalasdiriimadan sonraki qarisdiririq. ikinci hsll olmus DNT-proteid gatini yena sorub
asagida qgeyd olunan yolla RNT galiglarindan tasmizlayirik. Hemin gati pH-1 6,0 olan fenolla
(ikigat hecm ile) ve eyni migdar 0,14 M NaCl -la 30-40 daqige galxalayib yena 5000 g ve 0-3°C
-do sentrifuqalasdiririq. Bu dafe terkibine DNT-proteid daxil olan ikinci gati gotirib galanini
atinq.

Birinci sentrifuqalasdirmadan sonraki 4 gatin tguincusunun (fenol gati) terkibine fenolda
hall olan zulallar daxildir. Onu da atiriq.

ilk sentrifugalagsdirmanin dérdiincii qati on agir fraksiyadir, az migdar DNT ve
denaturasiya olunmus zllallardan, toxuma qgaliglarindan teskil olunmusdur. Bu ¢okuntlnu ikinci
gatda oldugu kimi islayib hall olmus RNT-li su gatini ilkin su gati mahlulu ile birlesdiririk. Qalan
hissa atilir.

Belolikla, biz RNT ve DNT-ni ayirib iki mahlul (xam konsentrat) aldig. Hamin mahlullarla
islayib NT-leri ayirma amaliyyatini davam etdiririk.

c¢) Birlagdirilmis, sentrifugalasdiriimis su mahlulundan RNT-ni ayirmaq Gglin onun hacmini
Olcib oraya pH-1 6,0 olan su ile doydurulmus fenoldan, oél¢timis hacmin yarisi gadar slave
edirik. Bu, mahluldan zdllallari tamamils ayirmaq Ugtin edilir. Sonradan artiq tanis oldugumuz
sxem Uzrs islayirik: qarigiqg 30 daqiga galxalanir, sonra 40 daqige sentrifugalasdirilir (3000 g).
Yuxaridaki RNT-si olan su gatini sorub galanini atiriqg. Alinan hacmi 6lgib RNT-ni dl¢gliimis
hacmin 1,5 migdari gader etanol vasitasile ¢okdiririk. (Mehlulda etanolun sonuncu gatilgi 55-
60% olur). Mahlul 60 dagigadan ¢ox olmayaraq soyuqda saxlanilir (cox saxladigda RNT ¢dka
biler) ve sonra 20 daqiqge 3000 g -de sentrifugalasdirilir. Su-spirt gatini atib ¢okintinid az
migdar su ile hall edirik. Hall olmayan hissani sentrifuga ve ya siizmae yolu ile ayirmaq lazimdir.
Su hissadan isa, 4 M NaCl ila bilavasite yiksakpolimerli RNT-ni temiz halda ¢okdartrik. Bunun
dcin su mehluluna ikigat hacmda 4 M NaCl tékub an azi 2,5-3 saat soyuducuda saxlayiriq. Bu
marhalads isi saxlaylb mahlulu soyuducuda sahare gader saxlamaq olar. Ylksakpolimer RNT
¢Okuntisini asagipolimer ¢okintisindan ayirib (10 dagige 3000 g) onu suda hall edir va bu
vaziyystda sonraki analizlar Ggun isladilir. RNT-ni kristallik halda almaq zsrursti meydana
cixdigda onu mahluldan ikigat hacmda etanol vasitasile ¢okdirir, tam ¢dkmasi Ugln 1 saat
soyuducuda saxlayir, sonra sentrifugadan kegirib spirtden azad edir, ¢cokuntind durulasdiriimis
(85%) spirtla, ardinca susuz spirt va efirle yuyur (har yudugdan sonra 10 daqgige 3000 g-da
sentrifuqalasdirmagla) ve sonra ¢okiintl eksikatorda kalsium xlorid tGzarinda qurudulur. Cokintu
soyuducuda saxlanilir. RNT-nin su mahlulunu da bir nega gun soyuducuda bir nege damla toluol
tokmakla saxlamaq olar.

¢) DNT preparatini almaq Ug¢ln aralig marhalada alinmis su qatindan istifade olunur.
Burada DNT proteinlesmis veziyyatda toplanmisdir. Zilal hissadan artiq bize malum olan usulla
- terkibine paraaminosalisil tursusu daxil olan ve pH-1 8,3 olan su ile doymus fenolla
calxalamagla azad olmaq mimkundir. Fenolu 80-100 ml miqdarinda slave edib qarisidi eyni



migdar su ila durulasdirir va 30-50 daqige middatinda ehtiyatla ¢alxalayirlar. Zilal hisse ayrilir,
DNT isa suya kegir. Burada isi dayandirib preparati soyuducuda sahara qadar saxlamagq olar.

DNT-ni ayirmagq Ugun qarisiq sentrifuqalasdirilir (6000 g-de 60 daqigaye gadar). Naticada
Uc gat alinir. DNT yi1gilmis yuxari su qatini ehtiyatla sorub soyuq yere yerlasdiririk. Qalan iki gat
30 daqige 80-100 ml 0,14 M NaCl mehlulu vasitesile ekstraksiya edib mahlulu hamin saraitde
sentrifugadan kegiririk. Yena su hissa ayrilir ki, onu birinci ila birlesdiririk. pH-1 8,3 olan fenolla
tokrar islomakle tam deproteinloesma alda edilir. Fenolu daha sonra 100 ml efir Gzerine 5-10
damla buzlu sirke tursusu tGkmekla alinan tursulasdiriimis mahlulun ikigat hacmi vasitasila
ayirirlar. Efir gatini bolicu qif vasitasile ayirib atirlar (qarisiq qatlara pis ayrilirsa yenidan onu
sentrifugadan kegirmak olar). Efirle is 2-3 dafa takrar olunur.

Su mahlulundan DNT-ni spirtle saplar halinda ayirirlar. Spirti opalessensiya - (mshlulda
sayrisma) itena qadar davam edirlor. Qarisigi bir saatdan ¢ox olmamagqgla soyuducuda saxlayib
sentrifuqadan kegirir, ¢okintind ardicil olaraq 85%-li etanol, susuz etanol, dietil efiri ila islayib
onu eksikatorda kalsium xlorid Gzarinde qurudub soyuducuya yerlagdirirlar. Cox temiz preparat
almaq zsrursti oldugda onu 0,14 M natrium xlor mahlulunda tekrar ¢okdirma yolu ile ayirmaq
lazimdir. Bu ig boyuk hacmina gbra va telabaden kifayat gader ylksak ixtisas gabiliyyeti telab
etdiyindan bdyuk ixtisas tacribasi derslarinds ve ya sarbast is saklinda yerina yetirila bilor.

is 37
NT-loarin MARMURA USULU IL3 AYRILMASI
VO TOMIZLONMBSSI
(DNT va RNT-ni bir-birinden ayirma)

ovvalki isde oldugu kimi burada da NT ile zengin olan heyvan toxumalari (garaciyar,
dalag, beyin) istifads olunur. igladilen qab va reaktivler maksimum soyudulmalidir.

Reaktivlor: Lavazimat:

1  Duz mehlulu 0,15 M 1. Cini havang ve ya slisa
NacCl, 0,015 M natrium- stekanli homogenizator
sitrat, 0,01 M EDTA .
(natrium-etilendiamino- ) 37° C-do termostat

tetraasetat) (elavelar, 33) Sentrifuqa (sinaq siiseli)

3.

2 Xloroform:izoamil spirti 4. Sentrifugati sormaq Ggun
24:1 (slaveler, 34) inca rezin borulu glanq

3  Etil spirti:efir 1:1 5. Suge stakanlar, slige
(slavaler, 35) tixacla baglanan kolbalar,

susa gubuglar, pipetkalar

4  Etil spirti 96 % va 70% 6. 57 %, 2%-li xlor tursusu

(slavaler, 36) HCIO, (elavaler, 37)

5 Efir 7. 0,5 N NaOH (elavaler, 38)



8. 1,0 ve 5N KOH (slavalar,
39)

9. 20 % natrium
dodesisulfat (slavalar, 40)

10. 5 M natrium xlorid
(elavaler, 41)

isin gedisi

Soyuq seraitde dogranmis toxumani ¢ini havengs ve ya homogenizatorun sise stakanina
yerlagdirib oraya tokulen 30-50 ml duz mahlulunda eyni cinsli 6zlU kutle alinana qadar azirik
(homogen vaziyyate saliriq). Homogenlasdirma prosesinde soyudulmus duz mahlulunu stekana
avvalki hacmi nazars almagla cami 100 ml-a ¢catana gadar alave edirik. Alinmis 6zli homogenat
Uzarina 10-12 ml 20 %-li natrium dodesilsulfat alave edilir. Natrium dodesilsulfatin homogenatda
son qgatiigi 2% olmalidir. Haveng ve ya homogenati stekanla birlikde temperaturu 37°C olan
termostata yerlosdiririk. 25-30 dagiqeden sonra NT-leri ayirmaq olar.

NP (nukleoproteid) kompleksinin dissosiasiyasi Ugin homogenati 0,5 M NaCl mahlulu ila
asagidaki yolla islemak lazimdir. Homogenat olan gaba son qatiliq haddi 1 M olan 20-25 ml 0,5
M NaCl olave edib qarisigi bir ne¢ca deqgige orzinde yaxsi qarisdirib NT-lerin ekstraksiya
amaliyyatina baslayirlar. Homogenati suse tixacli Erflenmeyer kolbasina (0,5 I) kegirib Gzarina
24:1 nisbetinda olan xloroform : izoamil spirtinin 2,5 hacmi olmagla (330-340 ml) mahlulunu
tokdikdan sonra NT-leri ayirmaq Ugln galxalayiciya 15-20 degige muddetinds yerlasdiririk. Bu
muddat kecdikden sonra garisigi suse stekanlarda 30-40 daqige 2500 ddvr/degige rejiminda
sentrifugalasdiririg. Bu zaman sentrifuqga sinaq susslerinde ¢ékintli (zerindeki mahlul
tebagelera ayrilir. Yuxarida NT, ortada zilallar, asagi xloroform qatinda isa lipidler ve diger agir
komponentlor yer tutur. Sentrifugatin yuxari qatini ehtiyatla inca rezin borulu spris vasitesila
sorub kolbaya kecirir va orada xloroform : izoamil spirti qarisiginda saffaf mehlul alinana qadar
daha 2-3 defe amaliyyati tekrar edirik.

NT-larin soffaf mahlulu yavas-yavas 96%-li soyudulmus etil spirtinin ikigat hacmina tokulur,
spirt dairevi harakatle siise ¢cubuq vasitasile qarisdirilir. NT-lar inca spirallar saklinde ¢okur ki,
onlari stse ¢ubuq vasitasile soyudulmus 70 %-li etil spirti ilo stokana kegiririk (butlin gablar da
soyudulmalidir). NT 2-3 defe teze spirte kegirilir va naticede 1:1 nisbatindaki spirt : efir garisigi
ilo yuyulub, havada otaq temperaturunda qurudulur. NT-larin quru preparatini bagli qabda
soyuducuda uzun muddat saxlamaq olar.

DNT va RNT-ni bir-birinden ayirmaq tdg¢tin 20-30 mq quru NT preparatini 10-15 ml 0,5 N
NaOH -da hall edib 37°C-de 18-20 saat saxlayirig. Mahlulu soyudur, soyudulmus 57%-li xlor
tursusu ile neytrallagsdirir ve sonuncunun qatiidini  2%-a qgader artiring  (0,5-1 ml
neytrallasmaya +0,5 ml 2% qatiliq almaq Gglin). DNT bu zaman ¢okir, RNT mahlulda galir.
DNT-ni sentrifuqa vasitasile ayirirlar (15-20 daqige 3000 dévr/daqgige rejiminda). Cokuntu ardicll
olaraq 2% HCIO, (2-3 dafa), 7%-li spirt (2-3 dafa), 1:1 nisbatindaki spirt:efir va efirlo yuyulur. Hor
dafe DNT ¢odkUntlsunu sentrifuqa vasitesile yigmaq lazimdir. Batin meshlullar soyudulmalidir.
DNT-nin tamiz preparatini havada qurudub soyuducuda saxlayiriq.



i 38
NUKLEIN TURSULARI UGUN XARAKTERIK OLAN KEYFiYY®T REAKSIYALARI

Bu ve ya digar obyektda NT-larin mévcud olmasini rangli reaksiyalar vasitasile miayyan
etmak olar. ©n ¢cox NT-lerin karbohidrat komponentine maxsus rangli reaksiyalardan istifade
olunur. Karbohidrat komponenti NT-larde pentoza (riboza ve dezoksiriboza) oldugundan
karbohidratlar G¢ln saciyyavi olan reaksiyalarla yanasi (Felling, Trommer va s.), pentozalar
Ucln saciyyavi rongli reaksiyalardan istifads olunur. Xidsusan onlardan en genis yayilani

difenilamin reaksiyasidir:

difenilamin

Reaksiya riboza ve dezoksiriboza Ug¢ln muxtslif rangler verdiyinden alverislidir. Riboza
vo RNT ile yasil, dezoksiriboza ve DNT ile gby rang alinir.

Reaksiya qizdirildigda qavvatli tursu mahitinde gedsrek karbohidrat komponentinin azad
olmasi ile naticalanir. Turs muhitde qizdirilma zamani riboza ve dezoksiriboza furfurolu, furfurol
spirtini, oksilevulin aldehidi ve ona yaxin olan xromogenlari amale gaetirir ki, onlar da
difenilaminle kondensasiya olunaraq rangli birlegsmaler emale gatirir.

Reaksiya NT-lari migdarca tayin etmak Ugtn de yararlidir.
Reaktivlor:

1. DNT ve RNT preparatlari (avvalki islare bax);

2. Difenilamin reaktivi

3. 0,01N NaOH

Isin gedisi:

iki sinaq slisesine az miqdarda DNT ve RNT preparati gétiiriib ¢okiintiiniin hall olunmasi
magsadila har birine 2 ml 0,01N NaOH slave edirik. Coklntl tam hall olmasa galavini bir gader
de olave etmak olar. Alinan mahlullarin har birine 2 ml difenilamin reaktivini tékib sinaq
stsalerini 25-30 daqige gaynayan su hamamina yerlasdiririk. Vaxt kegdikdan sonra sinaq
susalarini ¢ixardib RNT ile yasil, DNT ile géy rengin amala galdiyini musahids edirik.

RNT ve DNT-nin temiz preparatlari olmadigda, reaksiyani aparmaqg dc¢ln
nukleoproteidlar preparatindan da istifade etmak olar.

iS 39
DISENIN KOLORIMETRIK USULU iL® DNT-nin

MiIQDARCA TOYiNi



NT-lerin migdarca tayini Usullari ya karbohidrat komponenti, ya da fosfat qaligi tgin
aparilan spesifik reaksiyalar zamani alinan rengli mehsullarin kollorimetriyasina, ya da
mahlullarin ultrabenévsayi sahade udma spektrlarinin dyranilmasina asaslanir.

Asagida artiq bize malum olan difenilaminle rengli reaksiya vasitesiloe DNT-nin migdarca
toyini Usullarindan biri teqdim olunur.

Reativlar vo lavazimat:

Kristallik DNT preparati;

Dise reaktivi (alavaler, 42);

0,01 N NaOH;

5%-li xlor tursusu (4,3 ml qati HCIO, 93 ml su ile qarisdirilir);
5%-li Ugxlorsirka tursusu;

FEK;

Su hamami;

Kimyavi sinaq susalari;

Pipetkalar

©CONOORWN =

isin gedigi:

Bu ve ya diger kollorimetrik Usulun istifade olunmasi avvalceden mahlullarin optiki
sixhginin DNT gatiligindan asilihgi standart ayrisinin qurulmasini nazards tutur. Bunun Ggln
DNT-nin gati mahlulu hazirlanir, mahlulda DNT-nin daqgiq migdari udma spektrina asasan
muayyen edilir, sonra gatiliglari 50 mkg/ml-den 500 mkg/ml-a gader DNT mahlullari seriyasi
hazirlanir, gatihdr malum olan har bir mahlulla difenilamin rengli reaksiyasi aparilir, onlarda
optiki sixhgin giymati tayin edilir va, nahayat, mkq DNT:optik sixliq asilihdginin ayrisi qurulur. Bu
ayrini qurduqdan sonra bilavasits obyektlorde DNT-nin migdarinin tayin olunmasina ke¢gmak
olar.

DNT qgatiligi malum olan mahlul hazirlamaq tgin 20 mq kristallik DNT preparatini 10 ml
0,01N NaOH-da hall edir, bu mahluldan 30 ml 5%-li xlor turgusu olan kobaya 3 ml gétirub
garisigl su hamaminda yarim saat middatinda hidroliz edirler. Hidrolizat soyuduldugdan sonra
optiki aktivlik 270 va 290 nm-da spektrofotometrik tayin olunur. 1 ml ilkin mahlulda DNT qatihgi
asagidaki tenlikle muayyen edilir:

(Es0— Erop)-10
Conr = 270019290 A

burada A — ilkin mahlulun durulasdirma dearacesidir (bizim halda A=10).

Aldigimiz standart mahluldan gatiliglari 50 — 500 mkg/ml DNT olan mahlullar seriyasi,
har qatilig Gglin Gmumi hacmi 10 ml olmagla hazirlanir. Har sinaq sutsasine 5 ml 5%-li
Ucxlorsirka tursusu goéturib, onlari su hamami ve ya temperaturu 90°C olan termostata
yerlasdiririk. 15-20 daqiqgalik qizdirmadan sonra bulanig amals geldiyi halda hidrolizatlar stzuldr.
Seffaf mehlullardan pipetka vasitasile 2,5 ml hidrolizat goétirib temiz sinaqg siselerina kegirir va
har birine 5 ml difenilamin reaktivi slave edilir. Sinaq sitgelarini 10-15 dagige middstine gdy
rengin tam sakilde amala galmasi Ug¢lin gaynayan su hamamina yerlasdiririk. Soyuduldugdan
sonra har mahlul lGglin optiki sixliq deracasi geyd olunur (5,08 mm-lik kivet; 9 sayll gqirmizi isiq



filtri). Kalibrlema qrafiki tartib etmak Ug¢ln, absis oxunda DNT qatiliglarini, ordinat oxunda ise
optiki sixliq qiymatlerini geyd etmak lazimdir.

Qatiliglarin hesablanmasi niimunssi. Tutaq ki, 1 ml standart mahlulda 1,05 mq DNT var.
Maehlulun her 0,048 ml-de 50 mkq DNT mdvcuddur. Qatiligi 50 mkg/ml DNT olan 10 ml-lik
mahlul almaq Uglin deracealenmis sinaq slsasina 0,48 ml DNT-nin standart mahlulunu gétirib
0,01 N NaOH-la hacmi 10 ml-e ¢atdirmagq lazimdir.

Muvafiq olaraq ndvbati 100 mkg/ml gatihgli mahlul almaq tg¢in 0,96 ml standart mahlulu
0,01 N NaOH vasitasila 10 ml-a ¢atdirmaq lazimdir ve s.

Kontrol gisminda 0,01N NaOH-in tamiz mahlulu istifade olunur. Hemin mahlulla da
difenilamin reasiyasi aparilir. Kalibrlema oyrisi quruldugdan sonra tadqgiq olunan obyektlerda
DNT-nin migdarini teyin etmaya baslamaq olar. Bunun Ug¢un tadqiq olunan materialdan alinmis
gosqu saplari saklinde olan DNT-proteid 6-10 mq migdarinda gubuga sarinmis veziyystds aciq
torafi genis olan sinaqg stsasine (soyuducu rolunu oynayan suse boru ile birlasdirilmis sinaq
stisasinin istifade olunmasi daha yaxsidir) kegirildikden sonra, oraya 10 ml Ug¢xlorsirka tursusu
alave edilir. Yuxaridaki gayda ile islayib, qgiymetleri alib grafikin kdmayi ile gatiliq hesablanir.
Alinan naticani 100 g nativ toxuma Ug¢in giymatle ifade edirler.

Bu isin birinci hissasi xUsusi digqget teleb etdiyinden, grafikin hazirlanmasini yuxari kurs
telabalarina tapsirmaq ve hazir grafikden istifade etmak olar.

iS 40
ORLOV V& ORLOVA USULU iL8 DNT-nin
TOXUMALARDA MiQDARCA TYiINi

Bu modifikasiya DNT-nin migdarinin DNT ve RNT-ni nuklein turgularinin kompleksindan
gabaqcadan ayirmadan teyinini mumkin edir. Zilallarin sonradan kanarlasdiriimasi DNT-nin
migdarinin birbasa mahlulda kollorimetrik Gsulla tayin olunmasina imkan verir. Bu modifikasiya
Smidt-Tannhauzer tsuluna asaslanir.

Reaktiv ve lavazimat:

1N NaOH;

20%-li sirka turgsusunda NaCl-un doymus mahlulu (alavaeler, 43);
0,5N HCIOy;

Etil spirti;

Sentnrifuga;

Termostat;

Buz, buz hamami;

FEK;

Stekanlar, kolbalar, pipetkalar, stise gubuglari.

©CoOoNOoORrWN =~

isin gedisgi:

0,5-1,0 q toxumani dograyib kicik kolbaya kegirir, Gzarina 10 ml 1N NaOH tékib 37°C-de
18-20 saat muddetine termostata yerlogdiririk. Termostatda inkubasiyani, daha suratli
amaliyyatla, yani 5-7 deqige gaynayan su hamaminda qizdirmagla, avez etmak olar. Hidrolizi
basa catdirib, zulallari ¢dékdurUrler. Bunun tgln hidrolizati avvelce otaqg temperaturuna gader va



sonra buz hamaminda soyuduruq. Hidrolizatda zilallari 5 ml 20%-li sirke tursusunda NaCl-un
doymus mahlulu vasitasile ¢okdururler. 5-7 dagigaden sonra mahlulu 10 deqige 3 000
dovr/daqige rejiminda sentrifuqalasdirirlar, seffaf sentrifuqat kolbaya kegirilib, ¢ékint 10 ml 1N
NaOH-da hall edilir, zllallar yena g¢okdurular, sentrifugalasdirihir, ¢okintind atib sentrifugatin
ikinci payini birinci ile birlesdirereak heamin hacmda DNT-ni 50-60 ml soyudulmus etil spirti ilo
daim qgarisdirmaqgla ¢ékdirdrik. DNT-nin sonradan 3 000 ddvr/daqige rejiminds 10 daqige
sentrifugalasdirmagla ayrilmasini tamin etmak tglin mehlulu 2 saat saxlamagla tam ¢okmasina
nail olurug. DNT ¢okintisind 50 ml 0,5N HCIO, vasitesile hava soyuducusu ils tachiz olunmus
kolbaya kecirib 15-20 daqige gaynayan su hamainda saxlayiriq. Alinmis mahlul soyuduldugdan
sonra, DNT-nin migdari Dige Usulu ils kolorimetrik yolla difenilamin reaktivi vasitasila tayin edilir.

iS 41
MEYBAUM USULU IL® RNT- nin
MIQDARCA TaYiINi

RNT miqgdarinin kolorimetrik Usulla tayini ribozanin orsinle emala gatirdiyi rangli mahsulu
mahlulunun optiki sixliginin dlctiimasine asaslanir. Riboza va digar pentozalar G¢ln saciyyavi
olan reaksiya, onlarin gucli mineral tursularla (sulfat, xlorid) qizdirildiqda furfurola g¢evrilma
gabiliyyatine esaslanir. Mihitde demir xloridin izi oldugda furfurolun orsinle yasil rang veran
kondensasiya mahsulunu amala galmasi reaksiyasi bas verir.

o CH,
HOCH, § K +HC| I 0
| A -c \ / H + Yasil rangli
H on -3H,0 ||-| kondensat
OH OH H H OH OH
riboza Sfurfurol orsin

Reaktiv va lavazimatlar:

Orsin reaktivi (alaveler, 44);
RNT mahlulu;
Fotoelektrokolorimetr;
Sinaq stisaleri;

Pipetkalar;

Si hamami.

ok wN =

isin gedisi.

Tadqiqg olunan obyektlorde RNT miqdarini misyyan etmak Ugln kalibrlema ayrisi
qurulmalidir. Bu amaliyyat bundan gabagki isde atrafli verildiyinden, biz burada bazi mihim
cohatler Uzarindse dayanacagiq. 10 sinaq susesinin har birine 5 ml orsin reaktivi slave edarak
onlari 30 degige muddatina, reaksiyanin getmasi va yasil rongin emala galmasi G¢ln, qaynayan
su hamamina yerlosdiririk. Bundan sonra sinaq susalarini soyudur ve har mahlul qirmizi filtr
5,08 mm-lik kiivetle 670 nm-da fotometr amaliyyatindan muvafiq giymatler almaq Ugln kegirilir.
Optiki sixliq giymatlarini aldigdan sonra kalibr ayrisi qurulur. RNT-nin temiz preparati olmadiqda,



ayrini hamin Gsulu istifade etmakls ribozanin standart mahlullar seriyasi esasinda qurmagq olar.
RNT ve ya ribozanin su mahlullarini yoxlama gisminds istifade etdikds, hemin miqdar distilla
suyu gotaralir, oraya orsin reaktivi alave edilir va tecriba numunalari ilo paralel
fotoelektrokolorimetrda ragamler alinir. Yiksak daereceds daqiq ayri almaq zarursti olduqda,
rongli mahsulu eyni miqdar izoamil spirti vasitesile ekstraksiya edirler (amaliyyat yoxlama
varianti ile de aparilir). Spirt fraksiyasini siziir ve ya sentrifuqalasdirilir va hamin seraitde soffaf
spirt mahlulunun optiki sixhgi olgullr.

Tadqgiq olunan obyektlardan, RNT-nin miqdarini muayyan etmakdan avval, ribonuklein
tursulari fraksiyasini ayirib, alinan mahlulda RNT miqdari tayin olunur va sonra onu 100 q nativ
toxuma Ggln hesablayirlar. Tedqgiq olunan odyektdean RNT-proteid preparati alindigi halda RNT-
nin migdarini tayin etmazdan evval preparati hidroliz etmak olar (sulfat tursusu mahitinde
aparmagq olar). Alinan seffaf mehlulda bundan sonra rengli reaksiyani aparmaq olar.

isin birinci hissesini bundan gadagki isde oldugu kimi serbast is seklinde ayrica yeins
yetirmak olar.

iS 42
DEZOKSIRIBONUKLEOPROTEIDLSRIN (DNP) AYRILMASI

NT-ler prostetik qrupp seklinde mirekkab zilallarin tarkibine daxil olurlar. ®male galan
konglomerat artiq diger mihim bioloji, kimyavi xassaler dasiyir ve onlar nukleoproteidler (NP
adlanirlar. NP-ler butin hdceyrslerda, xidsusan nlvada ¢ox miqdarda movcuddurlar. NR-ler
garaciyar, boyrok, dalaq, galxanabanzar vazi, timus, madaalti vazi toxumalarinda, viruslarda,
gObalaklerds, bakterilarde, birhlceyrali yosunlarda, aktiv boélinan va boy proseslari aktiv gedan
bitki toxumalarinda ve s. ¢ox miqdardadilar. Ona gére de NP-lari ayirmaq Uugun bels
toxumalardan istifada olunur.

Kimyavi noqgteyi nezerden NP-lar zeif turg xassesi dagiyir, galavilarde yaxsi hall olurlar.
Suda hall olmurlar.

DNP huceyra nlvesinda ¢ox oldugundan, niive membran gatini mexaniki dagitmaq, gati
duz meahlullari va ya galevi mehlullari ile onlari ekstraksiya etmak olar. DNP mahlullari
tursulasdirdigda ve ya su ila gox durulasdirdigda onlar uzun saplar saklinde ¢okurlar.

Reaktivlar vo lovazimat:

Taza ve ya donmus dalaq, qaraciyer ve ya bdyrak;
Cini havang-dests;

5%-li NaCl;

Kimyavi stekanlar;

1%-li natrium sitrat;

Olgu silindrlori;

Pipetkalar;

Sentrifuga.

ONoOORWN =~

isin gedisi:

Yuxarida gdsterilen toxumalarin birindan 1-3 gram ¢akib onu soyudula bilen ¢ini havange
kegirib, kvars qummu va ya slsa tozu ile homogen vaziyyste gader azib Uzerine 5-15 ml 5%-li
NaCl olave edirik. DNP, nukleazalar tasirinden dagila bildiyinden homogen miuhite ingibitor



alave olunmalidir. Bizim halda ingibitor rolunu 1%-li natrium sitrat oynayir. Onu, materiali
azmakdan avval NaCl har 100 ml-e 1,5 ml migdarinda slave edirler.

Toxumani, NaCl mahlulunu hisse-hissa alave etmokla texminan 10-12 daqiqe azarok
homogen veziyyete gaetirirlor. Sentrifugalagdirdigdan avval homogenatin Umumi hacmi 90-100
ml olmalidir. Homogenati sentrifuga sinaq slselarine paylayib, onlari barabarlesdirib ve 3 000
g-de 15-20 deqiga sentrifugalasdiririq. Sonra ¢okintilarin Gzerindaki mahlullari butlin sentrifuqa
sinaq susslerinden olgu silindrine ve ya stakana tokub, c¢okuntileri atiriq. Mehlulun hacmi
Olculir ve diger stekana hamin hacmindoan 5 dafe ¢ox su tokurik. Sonra suya yavas-yavas ince
sirnagla daima garisdirmaqla DNP olan sentrifuqati tékirik. DNP ince ag saplar seklinda ayrilir.
Cokme basa catdigdan sonra saplari taxta cubuga dolayib temiz, quru sinaq sltisesine kegiririk.
Preparat sonraki isler tgin istifada oluna bilar.

Lazim oldugda onu soyuqda bir ne¢ga gin saxlamaq olar. Sentrifugatda DNP ayrildigini
tosdig etmak Uclin difenilaminle DNT-a keyfiyyat reaksiyasini apaririq. Bunun dg¢in 2 ml
sentrifugati eyni miqdar difenilaminle garisdirib 15 dagige gaynayan su hamaminda gy rengin
amale gelib galmadiyini muisahide etmak lazimdir. Bu reaksiya hamginin DNP-nin temiz
ayrilmasi ugln test rolunu oynaya bilar. Cinki difenilaminle yasil rongin amals galmasi, kifayat
gadar RNP-nin (ribonukleoproteid) oldugunu goéstarir.

iS 43
RNP-nin AYRILMASI

RNP-lerin DNP-dan fargi onlarin hiiceyranin sitoplazmasinda toplanmasindadir. RNP-ler
galevi mahlullarda yaxsi hall olur vo muhiti tursulasdirdiqgda ¢ékintd alinir. RNP manbayi kimi
xamir mayasini g.tirmak olar.

Reaktivlar ve lovazimat:

Quru va ya teze maya;

Suse cubuglarla temin olunmus kimyavi stakanlar;
Dietil efiri;

0,4%-li NaOH;

4%-li sirka tursusu (120 ml su + 5 ml gati tursu);
Sentrifuqa;

Hevang-dests.

Nookwh =

isin gedisi:

Havanga 5-10 g maya goéturib az migdar su ile (2-5 ml) onu nemlasdirib Gzarina eyni
miqdarda dietil efiri alave edirik. Materiali zarken va ya garisdirarkan dietil efiri hliceyra qilafini
dagidacaq. Sitoplazmanin moéhtaviyyat, o climleden RNP-lor mahlula daxil olacaglar. ©zma
amaliyyati zamani muhite 5-10 ml 0,4%-li NaOH da slave olunur (materialin ¢akisindan asili
olarag gelavinin Gmumi migdari 50-100 ml ola biler). Mahlulu 20 daqige sakit qoyub, sonra
stzurik. Cox 6zlu ¢etin sUzulen kitle alinarsa, onu gslavi ile durulasdirmaq olar. Stzmani
sentrifuqalasdirmaqla avaz etmak olar (10-15 daqige 3 000 g-da).



Sonuncu halda seffaf filtrati bir gaba yi1gib hacmini élcirik. Filtrata daima garisdirmaqla
oraya kicik paylarla 4%-li sirke turgusu alave edilir. Tursunun miqdari filtratin 1 ve ya 2 hacmini
toskil edir va onun alava olunmasi RNP-nin tam ¢ékmasindan asilidir. Mahlul ¢okinti ile birlikda
sentrifuqanin sinaq suselerine kegirilir vo 20 daqige 3 000 g rejiminda ayrilma amaliyyati
aparilir. emaliyyat basa catdigdan sonra ¢okintd Usti msahlulu ehtiyyatla, ¢okintind
dagitmadan bosaldirig. Sinaq stsslerine 7-10 ml 45-li sirke tursusu tdkib slse cubugla
¢cokuntind qarisdirib ve yena da 15 dagige 3 000 g-da sentrifugalasdiririq. Yuma amaliyyati 2
defs tekrar olunur. Nahayst, ¢okintl Uzerindeki mahlul atildigdan sonra, RNP ¢oékiuntisu
sonraki iglerds istifade olunur. Preparat darhal istifade olunmursa, onu soyuducuda 10-12 glin
4%-li sirka tursusunda saxlamagq olar.

is 44
NP-larin HIDROLIZi VO TORKIB HiSSOLORININ TaDQiQi

NP-ler murakkab, c¢oxfunksiyali, zilal hisse (protaminler ve histonlar) ve prostetik
gruplardan (DNT ve RNT) teskil olunmus birlesmalardir. Oz névbasinds bu hissalerin har biri
mirakkab qurulusludur. Zilal hisse ayri-ayri amin tursularindan teskil olunmus polipeptid
zancirlarinden, nuklein tursulari ise 3 komponentden — tsiklik azot asaslari, karbohidratlar ve
fosfat tursusunun galiglarindan teskil olunmuslar.

Hal-hazirda ¢oxlu Usullar ND-lerin (nukleotidlarin) tarkibine saydigimiz komponentlarin
daxil oldugunu géstarir. Genis yayllmis va asan yerina yetirila bilan tsullardan biri hidrolizdir.

ND-larin hidrolizini tursu mihitde qizdirilma seraitinde aparirlar. Yumsaq ve gismi hidroliz
NP-larin zilal ve nukleotidlara par¢alanmasi ile naticalenir. Darin ve ya tam hidroliz isa, NP-larin
tam parcalanmasi va bultin terkib hissalerinin azad olmasina gsatirib c¢ixarir ki, onlarin
movecudlugu mivafiq spesifik reaksiyalar vasitasile stbut olunur.

Reaktivlar va loavazimat:

NP-larin ¢okintusu (svvalki islara bax);

10 %-li (89,6 ml su + 5,7 ml qati tursu) ve gati H.SOq;
10%-li NaOH,;

1%-li mis-2-sulfat;

Felling reaktivi (alavaler, 23);

Molibden reaktivi (elavaler, 16);

Orsin reaktivi (elaveler, 44);

Difenilamin reaktivi (slavelar, 42);

Timolun spirtda 1%-li mahlulu (12 q timol + 124 ml 96%-li etanol);
10. 1%-li AgNOs; (garanliqgda saxlamali);

11. 20-25%-li NH4,OH

12. Su hamami;

13. Soyuducu borulu hidroliz Ggun kolba;

14. Sinaq sussleri;

15. Pipetkalar.

CoOoNOORrWN =~

isin gedisi:

Ovvalki islerde alinmis NP ¢oklntlsu (dalag ve ya qaraciyardan alinmig DNP ve ya
maya RNP) hidroliz tigiin kolbaya 10%-li sulfat tursusu ile yumagla kegirilir. ilkin ¢oki ve



¢oklntinin migdarindan asili olarag serf olunan tursunun Umumi miqgdari 20-30 ml ola biler.
Kolbani soyuducu borunun tixaci il baglayib 15-20 daqgiga su hamamina yerlasdiririk.

Bu muddat kegdikdan sonra kolbadan 10 ml hidrolizat goéturib harasi 5 ml olmagla iki
sinaq slsesine kecirik. Mahlulun galan hissasi 1-1,5 saat tam hidroliz G¢ln su hamaminda
saxlanilir. Gétiralan iki mahlulda zilal ve nukleotidlerin olmasini yoxlamaq Ggln 2 reaksiya
apaririq. Bunun Ugtin 1-ci sinaq susasina 1 ml 1%-li mis-2-sulfat va damla-damla 10 ml 10%-li
NaOH tékardk. Hidroliz derecasindan asili olarag, mahlul ¢gehrayidan goéu-bandvsayi rengadak
boyanir. Nukleotidin oldugunu difenilamin (DNP), orsin (RNP) reaksiyalarini apaririq. Bunun
Ucln sinaq susalerine mlvafiq olaraq 5 ml difenilamin va 5 ml orsin slave olunur. Har iki sinaq
susasini yeniden 15-30 daqige gaynayan su hamamina yerlasdirir vo goy va ya yasil rangjin
amale geldiyini misahids edirik.

Tam hidrolizden sonra hidrolizat soyudulur vae orada:

1. amin tursulari;
2. karbohidrat komponentlori;
3. fosfat qaliglart;
4. azot esaslarinin
oldugu subut edilir (sxema bax).

1. Sinaqg susasine 5 ml hidrolizat goétlrib biuret reaksiyasini apaririq (5-ci ise bax).
Mahlulun rangine esasan amin tursularinin mévcudlugu haqda natica ¢ixaririq.
2. 5 ml hidrolizati sinaq slisesine gotirib Gzarina 2 ml Felling reaktivi alave edib, gaz

Uzerinde ehtiyyatla qizdiririq. Sinaq sigasinde narinci-qirmizi ve ya Sari rongli ¢okuntinin
alinmasini musahide edirik. Felling reaktivi olmadiqda, difenilamin (orsin) ve ya pentozalara
moaxsus Molis reaksiyasini (53-ci ise bax) aparmaq olar. Bunun Ugln sinaq susasine
g6turdlmis 5 ml hidrolizat Gzerine 1 ml 1%-li timolun spirtde mahlulunu ve sinaqg sisasinin
divarlari ile ehtiyyatla 5-7 ml qati H,SO, toklrik. Agir sulfat tursusu sinaqg susasinin dibina kegir
va bir middatdan sonra tursu va muhlulun serhaddinda qirmizi rangli halga amala galir.

3. Mdihitde fosfat tursusunun galiginin mdvcudlugunu sibut etmak (g¢lin Molibden
ndmunasini aparmaq olar. Bu reaksiyanin mahiyyati ondan ibaretdir ki, fosfat ve azot tursusu
mubhitinde sari-limon rengli kompleks birlegma asagdidaki reaksiya Uzra emale galir:

HsPO, + 12 (NH4)2M0oO4 + 21 HNO3 — (NH4)sPO4:12MoO; + 21 NHsNOs + 12 H.0

sari-limon rengli kompleks

Reaksiyani aparmagq ticin 5 ml hidrolizata 5 ml Molibden reaktivi tékiib sinaq susasini bir
neca dagige gaynatmagla mehlulun Sari-limon renge buirindiyini musahide edirik. Sinaq
susasini soyutduqgca Sari rangli kompleksin kristallik ¢okulintlisi amals galir.

4. Azot asaslarini agkar etmak Ugln alverigli Gsul giimis nimunasidir (58-ci ise bax).
Bunun 5 ml hidrolizati 2-3 ml gati ammonyakla neytrallagdirib Gzarina 2 ml 1%-li gimus nitrat
mahlulu tékirik. Sinaq sussesini stativde saxlayib, 5-7 daqigadan sonra azot asaslarinin gimus
duzlarina maxsus az migdarda gonur rangli amorf ¢okintliini misahide edirik. Reaksiya adenin
misalinda asagidaki kimi gedir:
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Belalikla, aparilan is NP-larin amale gatirdiyi butin tarkib hissalerini misahide etmays
imkan verir.

Naticaleri daha aydin gérmak Ugun hidroliz mahsullarinin 6z temiz mahlullari (zllal, amin
tursulari, pentozalar, fosfat tursusu ve ya onun duzlari, azot asaslari) ile hemin reaksiyalari
hidrolizatla paralel aparmagq olar.

I BOLM®Y® AiD SUALLAR

Nuklein tursulari nadir, onlarin elementar tarkibi neden ibarstdir?

Hansi ndv nuklein tursulari var ve onlar bir-birinden na ile farglenirler?

Hlceyrade harada DNT va RNT toplanir? Onlarin asas bioloji xtisusiyyatlarini sadalayin.

Nuklein tursularini nativ veziyyatda ayirmanin hansi xisusiyyatleri var?

Hansi saciyyoavi reaksiyalar vasitasile, bu va ya diger obyektde DNT ve RNT-ni musahida

etmak olar?

Nuklein tursularini migdarca teyin etmak Ugulin hansi kimyavi reaksiyalar ve qaydalari istifade

etmak olar?

Bitki obyektlarinden nuklein tursularini ayirmanin hansi xtususiyystlari mévcuddur?

8. Mononukleotidlar va polinukleotidlerin nadir? Polinukleotidlarin qurulmasinda hansi tip slage
asasdir?

9. Hidroliz nadir (yumsagq va darin hidroliz)? NT ve NP-lerin elementar tarkibinin dyranilmasinde
hidroliz prosesi ne kimi imkanlara malikdir?

10. Hansi xarakter reaksiyalar NT ve NP-larde onun terkib hissalarinin (karbohidart, fosfat
tursusu qalidi, azot esaslari, zilal hissenin) mévcud oldugu subut edir?

11. Nuklein tursularinin hansi qurulus xtsusiyyatleri (birinci, ikinci, G¢linci qurulus) mévcuddur?
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I BOLM®
FERMENTLOR

BUtin canli alema maxsus va kimyavi tebiatine gora Uzvi maddsaler sirasina daxil olan
fermentlor — bioloji katalizatorlardir. Onlarin bir gismi (100-den ¢ox) yalniz zilal molekulundan
ibarat oldugundan sads fermentlar, galan minlarle fermentlor zulal hisse (apoferment, feron) ve
geyri zllal tabistli maddslarden (prostetik qrup, apon) teskil olundugundan muirsekksb fermentlar
adlanirlar. Prostetik qrup kimi burada zUlalla birlesen vitaminlar, metallar, mineral maddaler va s.
ola biler. Prostetik qrup suda asanligla dissosiasiya edearak ayrila bilirsa, onlar fransiz bio-
kimyagi Qabriel Bertranin taklifi ile koferment adlandiriimisdir.

Canli organizmlarde bas veran els bir biokimyavi proses yoxdur ki, orada fermentler istirak
etmasin. Tabiidir ki, zllallara maxsus bitlin xassaler fermentlora de aiddir. Onlarin katalitik
aktivliyi zllal molekulunun nativ qurulusunu saxlamaq daracesindan ve bazi diger amillarden
asihdir. Kulli migdarda arzaq meahsullarinin, igkilarin, muasir biotexnoloji proseslarin, bioisteh-
salin teskili fermentloersiz mimkin deyil. ©n inca, daqiq kimyevi analiz metodlari, gen
muhandisliyi, immobilize olunmus fermentlari tatbiq etmakle ferment elektrodlari, stni ferment
glclendiricileri, reagentsiz arasikesilmaz analiz, tibbi diagnostika, gimugsuz fotografiya ve
onlarla belsa diger proseslerds fermentlar totbiq olunur.

Fermentlarin termolabil olmasi, bazi amillora qgarsi hassasligi onlarin dyrenilmasi ve
totbiqini ¢atinlasdirsa de muasir fermentologiya (enzimologiya) bir cox sahalarde mihim nailiy-
yotlor alda etmisdir.

Her bir ferment Ugln temperatur optimumu mdvcuddur. Bu temperaturda onlar maksimal
aktivlik gostarirlar. Fermentlarin goxu 40-50°C intervalinda maksimal aktivliye malikdir. Lakin ela
fermentlor var ki, intakt hiiceyrada 80°C-da belo aktivlik gdsterirler. Fermentlarin diger xassasi
onlarin muvafig pH-da maksimal aktivliya malik olmalaridir. Optimal pH deyisdikca aktivlik
zoiflayir va ya dayanir (inaktivliesma).

Fermentlarin spesifikliyi onlarin diger bir xassasidir. Spesifiklik mutlaq, grup spesifikliyi,
stereospesifiklik va s. névlara bolinr.

Fermentlarin katalitik aktivliyi muxtslif amillerin tesirinden gliclena va ya zsifloya biler.
Katalitik aktivliyi artiran maddaler aktivator, azaldanlar ise ingibitor adlanir. Beloliklo fermentin
aktivliyi deyiskan kamiyyet olub muixtalif amilloerden asilidir.

Fermentlarin ham tesiri, ham da aktivliyinin Oyranilmasi dolay! yolla: masalen, vahid
zaman arzinds tasire meruz qalan substrat (S) azalmasina ve ya toplanan reaksiya mahsulunun
miqdarina qadar aparilir. Basga bir yanasmada, toxumalardan alinmis mahlul halindaki
stzuntlysa 0Ozllliylin deyismasinin daracasi, polyarizasiya mdustavisinin firlanmasi, elektrik
oturaciliyd, isiIgin sinma daracasi, sathi gerilma va s. gostariciloer asasinda aktivlik hagda natice
cixarilir. Bele yanasma fiziki metodlardir. ©ksar hallarda stzintl aldigda toxumanin batovidyd



pozuldugundan, alinan reqemlar nisbi oldugundan, muasir tsullarin tetbigi daha deqiq naticaler
verir. Bu Usullara misal vakuum-infiltrasiya metodudur ki, burada toxumanin bitoévliyt pozulmur.

Fermentin aktivliyi muxtelif vahidlerle ifade olunur. Reaksiyanin surati (V) zaman
vahidinda reaksiyaya daxil olan molekullarin sayi ila dlguls bilar.

Diger bir gostarici standart vahiddir (optimal temperatur, pH, substratin gatiligi seraitinds
bir mikromol (mkM) S-1 1 deqigada ¢evira bilon fermentin (E) migdari). Standart vahid az tetbiq
olunur. Fermentin aktivliyi 1 mq zulalla ils dlgUle bilar.

Fermentin aktivliyi mlasir dovrde Katal adlanan vahidle 6lgulir. 1 katal 6°107 standart
vahiddir. Yeni aktivlik mivafiq seraitde substrati 1 mol/saniya surati ile ¢eviran fermentin
migdari ile ifada olunur.

Adi laboratoriya seraitinda yerine yetiriimasi ¢ox ¢etin olan daha muiasir metodlar
movcuddur. Onlar fermenti kristallik halda tamizlayib almaq Ugtn tatbiq olunur. Buraya fraksiya-
lagdirma, gel-filtrasiya, affin xromatoqrafiya, xromatoqgrafiyanin diger muasir tsullari ve onlarin
kombinasiyasli, immobiliza olunmus fermentlaere asaslanan metodlar aiddir.

FERMENTLORIN XASSOLORI

Fermentlarin hamisina maxsus olan termolabillik, tasir spesifikliyi, muvafig pH-da optimal
tosir gostarmesi, bdylk slretle reaksiyalari aparmaq qgabiliyysti ve s. xassalarini misahida
etmak Ug¢ln asagidaki reaksiyalarla tanis olaq.

iS 45
AMILAZA V8 PEPSIN FERMENTLARININ
TEMPERATUR OPTIMUMUNUN MUSAHID®
EDILMaSI

Fermentoe tasir gosteran istilik amilinin middati, fermentin gatihdi, onun muahiti (in vitro
yoxsa in vivo) va diger amillerdan asili olarag onun aktivliyi arta ve ya azala biler ve onun dena-
turasiyaya ugramasi da miuvafiq temperatur intervalinda bas vere biler. Vant-Hoff ganununa
tabe olaraq reaksion muhit temperaturunun 10-C artmasi reaksiya suratini iki-dord defe artirir.
insan organizmi Ugin normal temperatur 35-37°C haddinde oldugundan burada okser
fermentlorin optimumu ele hamin ragama uygdun gelir. Temperaturun 40-42°C-a qoader
yuksalmasi fermentativ reaksiyalarin surstini artirir. Reaksiya surstinin artma effektini
organizmdan kanar reaksion muhitde de misahide etmak olar. Lakin temperaturun sonraki
artimi fermentin denaturasiyasina sebab olur ve reaksiya slrati kaskin asagi disarok dayanir.
Temperaturun asagi dismasi ise reaksiya slratini azaltsa da, hetta 0°C-ds bele denaturasiya
bas vermir.

Reaktiv va lavazimat:

1. Teza hazirlanmis agiz suyu (kimyavi stekana yigiimis agiz suyunun qatiligini 5-10 dafa
su ile azaldaraq tenzifden stizmali)

2. 1%-li nisasta (elavaler, 17)

3. Luqol reaktivi (slavalar, 18)



4. Sud-asetat qarisigi (slavaler, 19)
5. Hazir mada sirasi preparati

6. Qaynayan su hamami

7. Temperaturu 40°C olan su hamami
8. Buz

9. Termometr

isin gedigi

iki stativin har birine 4 adad (izerinds sira ile reqemlar yaziimis sinaq susalerini yerlasdirib
1-ci iki sinaq stsesine 4 ml 1%-li nisasta, o birina sld-asetat mahlulu gotiririk. Sinaq
suigelerini gaynayan su hamamina yerlosdiririk. iki diger sinaq siisesine eyni migdarda hemin
maddaleri tokiib bu defe temperaturu 40°C olan su hamamina qoyuruqg. Uglincii cit sinaq
suisalerini hamin reaktivlerle stativde otaq temperaturunda (20-23°C), dérdlincl nisasta ve sld-
asetat mahlullu 2 sinaq slgesini isa igerisinde buz olan gabda saxlayirig. Batin 4 cit sinaq
stsesi 10-15 daqgige mdovcud oldugu seraitds galir ve hamin temperaturu gabul edir. Sonra
nisasta olan sinaq stsalerine 1 ml adiz suyu (har seraitdoki bir-bir 4 sinaq slisesi) stid-asetat
mahlulu olan o biri sinag susslerine ise 0,3 ml meds siresi preparatli tokib hamin
temperaturlarda 20-30 daqiga saxlayiriq. Nisasta olan birinci sinaq susasinde amilaza tesirinin
gedisini liqgol reaktiv vasitasila izlayirik. Bunun Ugln filtr kadizi zolag Gzrs sira ile ndqgtalera 1
damla her sinag sugesinden mahlul damlayib hemin ndqtalere 1 damla Iuqgol reaktivi
mikropipetka ile ehtiyatla yerlagdirilir. Lakalarin rengine asasen nisastanin amilaza tesirinden
hidroliz derecasi haqda natice ¢ixarmaq olar. Nezerdse tutmaq lazimdir ki, nisasta terkib
hissalerina pargalandiqca ltiqol reaktivi onunla reng amale gatirmayacak (karbohidratlar behsina
bax). Stud-asetat mehlulu olan sinaq susalerinde pepsinin tesirini misahids etmak Uglin hamin
ferment vasitesilo kazeinogenin kazeina c¢evrilmasi naticesinde onun amala galmasi va
toplanmasini migahida etmak olar.

iS 46
FERMENTLORIN SPESIFIKLIYI

Fermentlarin esas xasselarinden biri onlarin yuksek deracede spesifikliyidir. Fermentlor
kataliz etdikleri reaksiyanin tipine va substrata gora spesifikdirlor. Bazi fermentlor miitlaq
spesifikdirler, yani yalniz bir substratin ¢evrilmasini kataliz edirlor. Fermentlarin bu deracads
spesifikliyi, fermentlarin tarkibina daxil olan yalniz bazi qruplarin ferment substrat kompleksi
amale gatirmasi ile slagadardir.

Fermentlarin aktiv markazlerini teskil eden amin tursulari, fezada muayyen vaziyyatde
olurlar ki, bu da ferment substrat kompleksinin emale gelmasinds bilavasite rol oynayir.

Agiz suyunun terkibinde olan amilaza yalniz nigastani hidroliz edir, disaxaridlers ise heg
bir tasir géstermir.

Maltaza maltozanin hidroliz olunmasini slratlendirdiyi halda, basga disaxarid -
saxarozaya tesir gostarmir.

Saxarozanin terkibinde sarbast aldehid ve keton qrupu va ya serbast glikozid hidroksili
olmadigina gére Trommer reaksiyasini vermir. Saxaroza 6zinun terkib hissalerine glikoza ve
fruktozaya parcgalandigdan sonra Trommer reaksiyasini verir (karbohidratlar behsina bax).



Reaktiv vo lavazimat:
1. Durulasdiriimis agiz suyu (5 defa)
1%-li saxaroza mahlulu

1%-li nisasta mahlulu

2.

3.

4. 10%-li NaOH
5. 1%-li CuSO,

6. Termostat ve ya su hamami (38°C)
7. 10 ml-lik silindr

isin gedisi

iki sinaq slisesinin her birine 5 damla durulasdiriimis ag§iz suyu tékiilir. Birinciye 10 damla
1%-li nisasta, ikinciye ise 10 damla 1%-li saxaroza slave olunur. Her iki kolba 10 daqige
termostatda ve ya su hamaminda saxlanilir va sonra Trommer reaksiyasi aparilir. Yuxaridaki
gayda Uzre cadval tertib olunur va naticelar orada geyd olunur.

is 47
MUHIT REAKSIYASININ (pH) FERMENTIN
AKTIVLIYIN® TOSIRI

Fermentlarin aktivliyi, muhitdaki hidrogen ionlarinin gatiigindan keskin asilidir. Her bir
ferment pH-in ¢ox az haddinda nisbatan aktivdir. Bu giymet fermentin optimum pH-1 adlanir
(cedval 6). pH giymatinin optimum giymatden hansi istiqgameatde dayismasindan asili olmayaraq
fermentin aktivliyi kaskin azalir. Optimum pH-in deyismasi, fermentin zilal ve prostetik gruplari
arasindaki rabitanin qiriimasina ve hamginin fermentle substrat arasindaki rabitays da ta’sir
gbstermasina sabab olur.

Reaktiv va lavazimat:

1. 100 defe durulasdirilimis adiz suyu

. 0,5%-li nisasta

. 0,2 M Na;HPO,

. 0,1 M limon tursusu mahlulu

. 0,2% KJ mahlulunda 0,1% yod mahlulu
. 1%-li NaCl mahlulu

N O o0 A~ W N

. Mikropipetka

8. Termostat vo ya su hamami (38°C), 1 ml-lik pipetkalar



Cadval 6

Boazi fermentlar (i¢iin optimum pH-in hiidudu

Ferment PH
pepsin 1,5-2,5
tripsin 8,0-9,0
tUpurcak amilazasi 6,9-7,0
bagirsaq saxarazasi 6,3
mada sirasinin lipazasi 6,0
pankreatik lipaza 7,0-8,5
katalaza 7,0

isin gedigi

Yeddi sinaq slisesina cedvalda gostarilon (1-7) nisbatda 0,2 M Na,HPO, va 0,1 M limon
tursusu tokalur. Bununla 5,6—-8,0 pH-larla bufer mahlullari alinir. Har sinaq stisaesine 10 damla
1%-li NaCl, 10 damla 0,5%-li nisasta ve 10 damla adiz suyu alava olu-nur. Sinaq susaleri 5-10
daqige muddatinda termostatda ve ya su hamaminda 38°C-de saxlanilir.

Cadval 7

Muhitin pH-nin amilazanin aktivliyina tasiri

Sinaq | 0,2M 0,1M 0,5M Agiz Yodla
| menhl | limon tur- nigasta rang-
$USSS! | ylunun susu PH | ve 1%-li | suyunun | |gnme
Nesi | Miada mah- meh- | Miqdari,
sl r, lulunun lulunun mi-ls
miqdari,
mi-le miqgdari, mi-la
mi-la
1 0,58 0,42 55 10 10 damla
damla
2 0,63 0,37 6,0 10 damla
10
3 0,69 0,31 6,4 | damla | 10 damla
4 0,77 0,23 6,8 10 10 damla




5 0,87 0,13 7,2 | damla | 10 damla

6 0,94 0,06 7,6 10 10 damla

damla
7 0,97 0,03 8,0 10 damla

10
damla

10
damla

10
damla

Bundan sonra sinaq susslerinin haresine 1 damla yod mahlulu (0,2%-li kalium yod
mahlulunda 1%-li yod mahlulu) slave olunur, garisdirilir ve rangler musahida olunur. Rangas
asasan amilazanin aktivliyine uygun gelen pH muayyan olunur.

iS 48
KATALAZANIN AKTIVLIYININ TOYINI

Katalaza murakkab ferment olub, zilal hisseden ve tarkibinde demir atomu olan prostetik
grupdan ibaretdir. Katalaza hidrogen-peroksidi suya ve molekulyar oksigena parcalayir ve
organizmin zaharlanmasinin garsisini alir.

2H;0; 2H,0 + O;
kaTanasa

Reaktiv va lavazimat:
1. 100 ml-lik kolbalar

. 100 ml &l¢l kolbalari
. Pipetkalar

. Byuretka

. Cini havengdesta

. CaCOs

. 10%-li H.SO.

o N o o b~ W N

. 0,1 N KMnQO;4

Usulun prinsipi. Katalazanin aktivliyinin teyini ferment preparatinin tesiri neticasinde
parcalanan H,O.-nin migdarinin hesablamasina asaslanir vo KMnOs-le titrlemakle tapilir.

isin gedigi

Teza bitki materialindan 5 g g6tlrib ¢ini hevaengdasteda slsa qirintilarinin ve 0,3 q
CaCOs-Un istiraki ile azilir, Gzarine 20 ml su alave olunur, 6lcl kolbasina kegirilib, distille edilmis



su il cizgiye qeder doldurulur. 30-40 dagiqge sonra qarisiq filtr kagizi ile sOzulir ve ya
sentrifugada ayrilir. Temiz filtratdan ve ya supernatantdan iki hissa (20 ml) géttrib 100 ml-lik
kolbaya kegirilir. Kolbalardan birindeki mahlulu inaktivliesdirmak tglin o, 2-3 dagige gaynadilir,
soyudulur. Her iki kolbaya 20 ml su ve ya 3 ml 1%-li hidrogen-peroksid alave olunur va 20-30
degige middstinds inkubasiya olunur. inkubasiya qurtardigdan sonra her iki kolbaya 4-5 ml
10%-li H.SO, elava olunur ve 0,1 N KMnOs-la zeif-gehray reng alinana gader (reng 1 daqige
muddatinda itmamalidir) titrlanir. Kontrol ve tacribe variantlari arasindaki titr forgine asasan
inkubasiya dévru erzinds parcalanan H,O.-nin miqdari (1 q bitki materialina géra) asagidaki
tonlikle tapilir.

L_la=b)-T-1
N

burada: x — inkubasiya dévrinds katalazanin tesirinden parcalanan 1 g bitki materialinda
milligramla miqdari

a — inaktivlasdirilmis Ggtin 0,1 N sarf olunan KMnQy,,
ml-ls,
b — tecriibs variantina searf olunan 0,1 N KMnQO,, ml-ls,
T — titre dizalis, 1,7—1 ml 0,1 N KMnOs-a uygun galan H.O2-nin milligramlarla migdari,
N — bitki nimunasinin migdari, g-la.
Oyrandiyimiz isde asagdidaki reaksiya gedir:
5H.0; + 2KMnO4 + 3H2SO4 = 2MnSO, + KzSO4 + 50, + 8H.0

iS 49
PEROKSIDAZANIN AKTIVLIYININ TOYINI

Peroksidaza Uzvi birlegsmalerin hidrogen peroksidi vasitesile oksidlagsmasini kataliz edan
murakkab ikikomponentli fermentdir. Bu fermentin prostetik gruppu gisminde damir ¢ixis edir.
peroksidaza demak olar ki, bdatin bitki hiceyrolerinde mdvcuddur. heyvan mangali
hiceyralerinde isa, hemoglobin, mioglobin ve sitoxromlar da zaif proksidaza ffaalligi ile
xarakteriza olunurlar.

Usulun prinsipi. Peroksidazanin fealligi bitkilerden alinmis ferment ekstraktinin tesiri ilo
benzidinin oksidlagmasi sliratine asasan tayin olunur.

Reaktiv va lovazimat:

Bitki materiali (gqirmizi turp, kdkimeyvaliler ve s.)
Asetat buferi (pH 4,7)

Asetat 6uferinde benzidin mahlulu

3 %-li H.O,

e

isin gedisi



Bitki materialindan 1 q géturib, tGzsrine 3-5 ml asetat buferini alave edib havang-dastades
azirik, ainmis qarisigi 50 ml-lik kolbaya (silindra) kegirib hacmi asetat buferi ila cizgiya qader
catdirinig. 10-15 daqigsa keg¢dikdan sonra mahlulu stzuruk, ya da 15 deqige arzinds 3000-4000
dovr/daqiqgada sentrifugalasdiririq ve naticads alinmis seffaf mahlulu peroksidaza fealligini teyin
etmak maqgsadils istifade edirik. Bu maqgsadls fotoelektrokolorimetr (FEK) hazirlanir, dlcimaler 8
Ne-li isiq filtri ile aparilir. Agig ortUk ve klvetsiz seraitde galvanometrin aqrebi sifr veziyyatine
qurulur. Sonra sol barabani firlatmaqla, aqrebi sag terefe haroket edecak, ve belaliklo
gabaqcadan optik sixhigin giymaeti misyysnlasdirilir (ekstinksiya E 0,250-a gader ola biler). iki
kivet goturib (gatin galinhdr 2 sm olmagla) har birine 2 ml su, 2 ml benzidin ve 2 ml ferment
mahlulu alave edirik. Kivetlarin birina (kontrol variant) yena de 2 ml sutacruba klvetins isa — 2
ml H;O, elave edirik. hidrogen peroksidin ilk damlalari ile saniyadlgen isa salinir. Reaksiya
getdikca benzidin gdy rangli oksidlasma mahsulu toplanacaq, tecriba mahlulunun optik sixligi
artacaq ve galvanometrin agrabi sifr istigamatinda heraket edacak. Tacriiba mahlulunun optik
sixh@i sol baraban vasitasile gabaqgcadan miayyenlasdirilmis giymats. ©qrab ise sifra ¢atdigda
saniyadl¢can dayandirilir. Reaksiya 20-60 saniye orzinds getmsalidir. ©ger reaksiyanin surati
coxdursa (10-15 saniyeden az zaman arzinde gedirsa), bu hala ferment preparatini
durulasdirmaq lazimdir, ager reaksiyanin sireti xeyli asagidirsa, bu halda tedgiq olunan
materialdan 1 q deyil, daha artiq miqdarda géturmek magsadauygundur. Peroksidazanin faalligi
(A) 1 q tedqiq olunan materiala gére serti vahiddes ifads olunur:

A=E(V'a)
2n-t

burada, E- FEK-da qagaqcadan miayyanlasdirilon ekstin
ksiyadir;
V - ekstraktin hacmi (bizim halda 50 ml);
a — ekstraktin kiivetds durulasdiriimasi daracesi;
n — bitki materialin gakisi;
t — reaksiya muddati (san);

2 — kivetda maye gatinin galinhdi (bizim halda 2 sm)

iS 50
ASKORBINATOKSIDAZANIN AKTIVLIYININ
TOYINI

Bu ferment oksidoreduktazalar sinfine aid olub, askorbin tursusunun dehidroaskorbin
tursusuna cevrilmasini kataliz edir. Askorbinatoksidazanin terkibina mis elementi daxil olur (vita-
minler bahsina bax). Balgabaq, kahi, lobya bitkileri nisbaten askorbinatoksidaza ile zengindir.

Reaktiv vo lavazimat:
1. Termostat

2. Gini havangdesta



. 25 voa 30 ml-lik él¢l kolbalari
. 100 ml konusvari kolba

. 0,01 N KJOs

. 10%-li KJ,

. 0,001 N Na:S.0;

. 1%-li nisasta

© 0o N o o »~ W

. Fosfat buferi (0,015 M, pH-7,0)

10. Askorbin tursusu (1 ml-de 1 mq askorbin tursusu olan mahlul)

Usulun prinsipi. Askorbinatoksidazanin aktivliyi askorbin tursusunun migdarinin
yodometrik Usulla tayinina asaslanir.

isin gedisi

20 q balgabaq bitkisi ¢ini havengds 10-15 ml pH=7 olan 0,15 M fosfat buferi
mahlulununun istiraki ile azilir. 50 ml-lik enlibogaz kolbaya kegirilir ve fosfat bufern mehlulu ile
cizgiya ¢atdirilir. Sonra mahlul filtrle stzulir ve filtratdan ferment preparati kimi istifads olunur.

Preparatdan iki 50 ml-lik 6l¢t kolbasinin har birine 10-ml tokdllr ve bunlardan biri bir-iki
daqige gaynadilir (fermentin inaktivlasdiriimasi tglin) ve sonra soyudulur. Her iki kolbaya 10 ml
askorbin tursusu alave edib termostatda 37°C temperaturda 30 daqgige muddatinde inkubasiya
olunur. Sonra her iki kolba gaynama temperaturuna gader qizdirilir. Soyuduldugdan sonra su ile
cizgiya gadar doldurulur. S$affaf mahluldan iki 100 ml-lik konusvari kolbanin har birina 10-ml
tokalir ve Gzerine 5 ml 10% KJ, 10 ml 5%-li HCI, 10 damla 1%-li nisasta ve 10 ml 0,01 N KJO3;
mahlullari slave olunur. 5 dagigadan sonra mahlullar 0,001 N Na,S.0; mahlulu ile gby reng
itena qadar titrlonir.

Naticonin hesablanmasi. Natice asagidaki tenliya asasan hesablanir:

._(a=b)-T-0,1088
N

burada: x — askorbinatoksidazanin aktivliyi
a — tacrliba varianti tGg¢in sarf olunmus 0,001 N Na,S,0; migdari, mi-ls,
b — kontrol Ggun sarf olunmus 0,001 N Na,S,03; migdari, ml-ls,
T — titre dlizalis,
0,088 — 0,001 N Na>S0s-a2 mlvafiq olan askorbin tursu- sunun ml-la migdari,

N — nimunanin gr-la miqgdari.

iS 51
LIPAZANIN AKTIVLIYININ TOYINI



Lipaza gliserinle yag tursulari arasindaki mirakkab efir rabitasinin parcalanmasini kataliz

edir:
Y (0]
CH,-0-C =R
CH, - OH R, — COOH
/° |
cH-0-C-R, 3 CH-OH 1 R,—COOH
lipaza \
’ o CH, - OH R, — COOH
Va

CH,-0-C -R,

R1; Rz; Rs yUksak molekullu yag tursularinin radikallarini gostarir.

Lipaza fermenti bltin bitki organizmlerinde yayillmisdir. Yagla zangin olan bitkilerds
lipazanin migdari nisbaten ¢ox olur. Mixtalif bitkilerden alinmis lipazalar bir-birindan aktivliklori
ile, pH-In ve temperaturun optimumlarina ve digar xassalarine goéra farglenirler. Lipaza unu,
yarmani saxlayarkan (xisusen yuksak ritubstde ve ylksak temperaturda) onun tarkibinde olan
yaglari parcalayir va naticeds onlarin tursulugu artir ki, bu da unun ve yarmanin tez xarab
olmasina, keyfiyystin asagi dismasina sabab olur.

Reaktiv va lavazimat:

1. 10 sm diametrda havang-dasta

. 100 ml-lik ve agzi kip tixac ile baglanan konusvari kolba
. Temiz glinabaxan yagi

. Asetat buferi mahlulu, pH 4,7 (alavalar, 20)

. Etil spirti

. Efir

. Toluol

. Timolftaleinin ve ya fenolftaleinin 1%-li spirt mahlulu

© oo N oo o b~ w N

. 0,1 N NaOH

isin prinsipi. Lipazanin aktivliyinin teyini, onun tesiri naticesinde yaglarin
parcalanmasindan alinan yag tursularini galevi ils titrlemays asaslanir.

isin gedisi

iki nimuna gotirib (3 q) havengdestade kvars qumunun istiraki ile azilir ve 100 mi-lik
agzi kip ortulan konusvari kolbaya kegirilir. Hovangdasts 2-3 dafe az miqdar (2-3 ml) su ile
yuyulur va kolbaya 1 ml temiz giinabaxan yagi slave olunur. Lipazalarin goxunun optimum pH-
nin 4,5-5,0 oldugunu nazers alaraq kolbaya 5 ml pH=4,7 olan asetat buferi mahlulu ve bir nege
damci toluol slave olunur. Kolbadaki mahlul mexaniki qarisdiricida garisdirilir va 20-24 saat
middatinds termostatda 30°C-de ve ya otaq temperaturunda saxlanilir. Bu middat arzinds
lipazanin tasiri naticesinda yaglar parcgalanir.

Tacribi variantla yanasi olaraq, kontrol variant da goétiarilir. Lakin termostata
goymamisdan avval fermentin inaktivlesdiriimasi G¢in 3-5 deqige muddatinde gaynadilir. 20-24



saatdan sonra konusvari kolbalara 25 ml spirt va 15-25 ml efir alave olunub qarisdirilir. Mahlul
stikunat halini aldigdan sonra 0,1 N NaOH-la 0,5 ml 1%-li timolftaleinin spirtdeki mahlulunun
istiraki ile titrlanir.

Temiz yadin hazirlanmasi — 300 gr gunabaxan yagi qifda 2%-li NaOH mahlulu ils
garisdirihr vo sakitlesdikdan sonra gelevi mahlul tékilir. Qifda distille edilmis su ile bir nego
dafa yuyulur (fenolftaleinle manfi reaksiya alinana kimi) ve qifdan CaCl, buraxilaraq qurudulur.

Neticonin hesablanmasi. Lipazanin aktivliyi 10 q toxumaya gore 0,1 N NaOH-la ifade
olunur. Hesablama asagidaki tanlikle aparilir:

__(a-T=b-7)-10
N

burada: x — lipazanin aktivliyi
a — tacrlbi variant G¢lin serf olunmus 0,1 N NaOH-in migdari, ml-ls,
b - kontrola serf olunan 0,1 N NaOH-in migdari, ml-ls,

N — nimunanin ¢akisi, gramla

I BOLM@Y® AID SUALLAR
1. Fermentlar nadan teskil olunmuslar?
. Koferment ve prostetik qrup na demakdir?
. Fermentlarin hansi mihim xassalerini bilirsiniz?
. Fermentlari materialdan ayirarkan hansi qaydalara amal edilmalidir?
. Amilazanin istiraki ile nisastanin pargalanmasi reaksiyasini yazin.

. Fermentlarin spesifikliyini hansi tacriba ile muayyanlasdirmak olar?
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. pH fermentin faalliina necs tssir gostarir?

8. Katalaza ve peroksidaza fermentlerine aid tacriibalari tasvir edin.
9. Askorbinatoksidaza fermentinin feallijini tayin etmak Ug¢lin tecriibe neco aparilir?

10. Lipaza fermenti na kimi tasire malikdir?



Iv BOLM®
KARBOHIDRATLAR

Karbohidratlar tebietde, xlUsusen bitkiler aleminde an genis yayllmigs maddalerdir.
"Karbohidrat” termininin meydana ¢ixmasi bu sinfin nimayandalarinin dyrenilmasi zamani ilkin
tadqgiqatlarda C, H va O elementlari nisbatlerinin C ve suyun (H,0) birlegsmasina uygun galmasi
ile slagadardir va Cn(H:O)n formulu ile ifade oluna biler. Sonradan mealum oldu Kki,
karbohidratlarin hamisi bu formulaya uygun galmir. Buna misal ramnoza (CesH120s), 2-dezoksi-
D-riboza (CsH10.), D-digitoksoza (CsH:204), nadir ve saxelonmis sokilde olan streptoza
(CeH100s) va s. ola bilar. Sonuncu sakar molekuluna 2 aldehid ve bir metil gqrupu daxildir. Metil
grupu digitoksozada da var. Bundan basqa karbohidratlara aid olmayan sirkae tursusu (C.H.O,)
yuxaridaki formulaya uygun galir. Belalikle karbohidrat mefhumu tarixi ad kimi saxlaniimisdir.

Coxatomlu spirtlarin aldehid ve ketonlari va onlarin polimerlari olan karbohidratlar
energetik, plastik, mudafie, dayaq, tanzimlayici, ehtiyat va s. kimi muhum funksiyalar dagiyan
maddaler olmaqgla yanasi, organizmlarin hayat fealiyyatini temin etmakda ahamiyystina gbre
hec da zllallardan geri galmirlar.

Sada soakerler ve ya monosaxaridler (Cs—C1o aldo- va keto sakerler) hidroliz olunmurlar.
Onlardan °-D(+)qlUkopiranoza tebistde serbast halda rast galan an davamli saker kimi istisna
olmagla, galanlari maddeler mubadilesi proseslarinde | va |l dareceli murekkab gekerlarden
amala galir. Fotosintez prosesi tebiatde mdvcud olan karbohidratlarin esas menbayidir. Bundan
basqa coxlu diger biosintez yollart mdévcuddur. Onlardan yaglar ve zulallardan baslayan
glikoneogenezler muhim vyer tutur. | deracali poliozalar (oligogekarler) ve ondan ¢ox
monozadan ibarat Il daracali poliozalar (haqiqi glikanlar, homo ve heteropolisaxaridler) hidrolize
(geyri fermentativ va fermentativ yolla) maruz qalaraq monomerlori olan mixtslif sade sakarlori
amalo gatirirlor. Karbohidratlar xtisusen monozalar labil birlegsmalerdir ve U¢ osas tip
cevrilmalera mearuz gala bilirler.

. /0 . |
1. Karbonil (-c -aldehid va $=0 - keton) qru-
H
punun istiraki ile gedan oksidlasma-reduksiya, avazolunma reaksiyalari, aldon tursularinin
alinmasi va s.

2. Hidroksil (spirt—OH) gruplarinin istiraki ile gedan reaksiyalar. Buraya miuixtalif efirlarin
karbonil téramalerinin, uron tursularinin, glikozidlerin, anhidridlarin, dezoksisakarlarin alinmasi
ilo alagadar olan reaksiyalar aiddir.

3. Karbon skeletinin dayismaesi ile alagadar olan reaksiyalar. Buraya monoza skeletinin
uzanmasil, qisalmasi, izomerlar emala gatirmasi, muxtslif téramaler ve Uzvi maddslerin diger
siniflerine mansub olan nimayendslarinin amale galmasi ve s. misaldir. Monosakarlerin
reaksion qabiliyyati funksional qruplardan, konformasiyalardan, reaksion muhitden ve s. asilidir.
Asagida nazerdan kegiracayimiz keyfiyyat reaksiyalari asasen karbon skeletinin deayismasi
karbonil grupunun istiraki ve bazi digar spesifik xassealara asaslanir.



iS 52
MONOZALARA AID REAKSIYALAR
PODOBEDOV-MOLIS REAKSIYASI

(a-NAFTOLLA REAKSIYA)

Bu reaksiya sekarlari misahide etmak Ugln hassas reaksiyalar sirasina daxildir. Onun
vasitasile mirekkeb maddalarin, masalen zilallarin tarkibinde olan saker komponentlerini da
askar etmok olur. Reaksiyanin mahiyyati ondan ibaratdir ki, seker komponenti, masalen
glikoza, mineral tursu (bizim halda sulfat tursusu) tesirinden 3 molekul su itirerok
oksimetilfurfurola, ksiloza ve ya arabinoza furfurola gevrilirler. Oz ndvbasindse o-naftol sulfat

tursusu muhitinda sulfolagir ve furfurol ve ya oksimetilfurfurolla xinoid tebiatli rangli mahsullar
amale gatirir

7
C—C<
2 ()'H

o - D - glikopiranoza oksimetilfurfurol

Yuxarida a-D-glikopiranoza an davamli konformer soklinde (C-1 konformasiya - Chair
ingilisca "klirsi” s6zinin bas harfi) yaziimisdir.

OH OH OH
+ H,SO, SO,H
-H,0

SO,H SOH
o - naftol 4 - sulfo - a - naftol (1 2,4 - sulfo - a - naftol (1
— oksi—4 - oksi - 2,4 sulfonaftalin)
(1- oksinaftalin) sulfonaftalin)
Reaktivlor:

1. 5%-li monosaxarid (glikoza, fruktoza, mannoza,



galaktoza, ramnoza, arabinoza, ksiloza va s.)
2. 1%-li a-naftol (spirtda)
3. Qati H,SO,
4. Timolun 1%-li spirtli mahlulu
isin gedisi

iki sinaq siisesinin birine 5 ml yoxlanilan monosaxarid mehlulu digerine eyni miqdarda
distille suyu (yoxlama varianti) gétirib har iki sinaq sisasina 1 ml a-naftol va sisanin divari ile
ehtiyatla 3 ml gati H.SO, slave etmali. Calismagq lazimdir ki, sinaq susalari silkalenmasin. Onlar
stativda bir gader galir, tursu diba kegir ve bir nega dagigaden sonra iki mahlulun serhaddinda
girmizi-bandvsayi rengli halqga aydin gorunar. Yoxlama variantinda bela rang amala galmir.

Sinaq slUsesina saxaroza (0,1%), zulal mehlulu gétirib tecribani bu dafs timolla takrar
edin va naticelari daftare geyd edin.

iS 53
TOLLENS NUMUN®SI

Naftorezorsinle karbohidratlarin emaele gatirdiyi ranglerin xarakterine gore onlari biri-
birindan ayirmag mimkundur. Adatan Tollens nimunasini uron tursularini misahida etmak tgln
totbiq edirler. Sonuncu spirt grupunun karboksil qrupuna geder oksidlagsmasi naticasinda
muvafiq monozadan amale gelan uron tursusu adaten naftorezorsinle bandvsayi rengli mahlul
amala gatirir.

OH OH
‘ ©/
|
OH

o - naftol rezorsin

OH HO
(X 1®
-
|

(HC - OH),
|
COOH

Dinaftolgliikuzonat

Adaten sakarlar oksidlagdiricilare garsi galavi muhitde hassasdirlar. Clnki galavi mihitde
sokar molekulasi asanligla enollagir. Karbon skeleti izomerlage ve ya pargalana bilir. Aldon
tursulari (aldehid qrupunun karboksile gadar oksidlagsmasi zamani alinan tursular) va poliollar da
sokarlare aid olan bazi xarakterik reaksiyalari verir.



Sakarlarin hamginin aromatik sistemlarle kondensasiya reaksiyasina daxil olmasi ve rangli
mohsullar emale gatirmasi artiq bize mealumdur. Ele glukuron tursusu da naftorezorsinla
kondensasiya olunub dinaftilglikuronat emala gatirir.

Qlidkuron tursusu naftorezorsinle bandvsayi, maltoza ve qalaktoza goy-yasil rangleri
amals gatirirlar.

Reaktivlor:

1. 5%-li qglikoza, fruktoza, mannoza, qalaktoza, ramnoza, arabinoza, ksiloza,
dezoksiriboza mahlullari

2. Etanolda 2%-li natorezorsin (slavaler 21)
3. Qati xlorid turgusu (HCI)

4. Benzol

isin gedisi

7 sinaq susasine ndvba ile berabar migdarda (5 ml) glikoza, fruktoza, mannoza,
galaktoza, ramnoza, arabinoza, ksiloza mahlullarini gétirib har birine 0,5 ml naftorezorsin va 1
ml gati xlorid tursusu alave ederak onlari qizdirir ve 1-2 daqiga gaynadiriq. Sinaq susalarini
soyudub onlara eyni migdar mévcud hacm gadar benzol slave edir ve qarisdiririq. Mahlullar
tadricen ayrilarkean amala gealan ranglari misahida etmali va defterds qeyd etmali. 2-ci, fruktoza
olan stsads rang amala galmir. Qlikoza, mannoza, galaktoza gdy-yasil, ramnoza bandvsayi,
arabinoza va ksiloza ise tiind goy reng verir.

Tollens sinagini apararkan benzol avazina efir de gétirmak olar.

Bu nimunas vasitasila ayrica goétlrilmis monoza mahlullarindan basqga, terkibina har
hansi bir monoza daxil olan madds ve ya onun su ekstraktinda monozalari da migsahide etmak
olar.

Diger bir tecriibe vasitesile qarisigda reduksiya qabiliyystine malik olan sakerleri askar
etmak muimkindir. Bunun Ggln avvelceden terezide 0,005 q dinitrobenzol ¢akib (analitik
torozide ¢okmek daha megsadsuydundur) onu sinaq sltsesine kegirir vo 5-6 damla efir
vasitasila hall edirik. Sinaq susasini mantar tixacla baglamaq olar. Sonra hamin sinaq sigasine
tedqgiq olunan maddadan narin halda az miqdar ve ya ekstrakdan 1-2 ml tékib qgarisiga 2 ml su
va 2-3 damla 1,0 N NaOH mahlulu slave edarak slseni qizdiririq.

Sinaq slsesinda asagidaki quruluslu muvafiq rengli birlesmanin emela gelmasi (adatan
tiind-bandvsayi) mihitde reduksiya gabiliyyatina malik sekarin oldugunu gdsterir.

CHNH = —C ‘ ‘ _CH, —
| (0]

CH,NH C H,
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KETOHEKSOZALARA M9XSUS
SELIVANOV REAKSIYASI

Fruktoza va diger ketoheksoza mahlullarini xlorid tursusunda hall edilmis rezorsin mahlulu
ilo birlikde qizdirdigda qirmizi-albali rangli birlegsma alinir. Kondensasiya mahsulunun amale
galmasi Ggln fruktoza turs muhitde 3 molekul su itirerek oksimetilfurfurola gevrilmalidir (44 sayli
ise bax).

Xususi muhit yaradildigda (mivafiqg temperatur ve pH mduhitinda) aldoheksozalar da bu
reaksiyani verirlar

Reaktivior:
1. 5%-li fruktoza va gliikoza

2. Selivanov reaktivi (elavaler, 22)

/o HO

%

HO - CH, O\ CHOH + 2@
H CH, -HO J ’

3H,0
H

HO
OH

C
\ \ O\ cH,0H
H
HO H
OH H H

Guman olunan alizarin tipli rengli kompleks

isin gedisi

iki sinaq siisesinin har birine 5 ml Selivanov reaktivi, birine 1 ml fruktoza, ikinciye hamin
migdarda qlikoza slave edib onlari temperaturu 70-80aC olan su hamaminda 3-5 deqigs
saxlayirig. Birinci sinaq stisesinda xarakterik rang amals galir.

iS 55
KARBOHIDRATLARIN KARBAMIDL®
KEYFIYYST REAKSIYASI

Aldoza va ketozalar gati xlorid tursusu muhitinde karbamidls (sidik cévhari) reaksiyaya
girarak onlari ayirmaga imkan veran muxtelif ranglar amala gatirirlor. Aldoheksozalar qirmizi,
fruktoza ise firuzayi-goy rangli maddelerin emala galmasina sabab olur.



Reaktivlor:
1. 5%-li fruktoza ve gliikoza
2. Kristallik karbamid

3. Qati xlorid tursusu

isin gedisi

2 ¢ini (oda davamli) qaba 1,5-2 q kristallik sidik covhaeri kristallari yerlaesdirib onu 2,5-3 ml
xlorid tursusu vasitasils islatmali. Birinci gaba 2 ml gliikoza, ikinciye hamin miqgdarda fruktoza
tokub slsa cubuq vasitasile qarisdirmaqgla karbamid kristallarinin hall olunmasina nail olmali.
Qablari gaynayan su hamamina yerlesdirib vaxti geyd edirik. indi mahlulu garisdirmadan 5-10
daqige erzinde qablarda rangli halganin amale gelmasini muisahide edirik. Qirmizi halqa
glikozaya, ikinci gabdaki firuzayi-géy reng ise fruktozaya maxsusdur.

IS 56
PENTOZALARIN MUSAHID® EDILM3SI
(Bial reaksiyasi)

Canli organizmlerda pentozalar adatan birlesmis formada olur. Birlesmalarin bu sinfinin iki
nimayandasi — riboza va dezoksiriboza ¢ox muhim bioloji ehamiyyste malikdirler, ¢lnki bu
pentozalar nuklein tursularinin (RNT, DNT), elsce da, NAD, FAD ve NADF kimi vacib
kofermentlarin terkib hissesidir. Bitki hliceyralorin qilaflari ksiloza ve arabinozadan teskil
olunmus polisaxaridlerden qurulublar. Ribuloza fotosintez prosesinde bdylik rola malikdir, ¢tinki
fosfat efiri seklinda karbon qazini birlesdirir:
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Y
AN C 74
| HOCH, 9y
HO—C—H -
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HO_$_H OH OH
HO—C—H
|
CH,OH

a-D-ribofuranoza
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a-arabinoza a-D-arabinopiranoza

Pentozalarin  askarlanmasi  reaksiyalari esasen  karbohidratlarin  furfurol ve
oksimetilfurfurola tsiklizasiyasina asaslanir. Bele ki, pentolazalar gtcli turs muhitds furfurol
amale gatirirlar ki, sonuncu, 6z névbasinda, mivafiq reaktivlerle muxtslif rengli birlegsmaler verir.
Riboza va diger aldopentozalar, elece de aldoheksozalar, qati xlorid ve sulfat tursusu mahitinde
sidik covhari ile sari rongli birlegsmalar verirlor.

Reaktivlor:

5%-li riboza (arabinoza, ksiloza, ribuloza)
Anilin

0,5%-li floroglUsin (gati xlorid turgusu)
Orsin reaktivi

0,5%-li a-naftol

Sidik cévhari

Buzlu sirke tursusu

Qati HCI

NGO RWN =

isin gedigi

4 adad sinaqg slsasinin har birine 3 ml pentoza mahlulu slave olunur (eder muqayise
maqgsadila bir nega pentozadan istifada olunacagsa, bu halda har pentoza mahlulu gln 4 sinaq
stsesi hazirlanir). 1-ci sinaq susesine 3 ml gati xlorid tursusu alave olunur, gaynaya gadar
qizdinlir vo soyudulur. Ayrica géturiimis sinaq susasinde bilavasite isdan avval anilinin sirke
tursusu ile garisigi (1:1 hacmda) hazirlanir. Tedqgiq olunan soyudulmus mahlulun Gzserina bu
garisigdan 3 ml alava olunur va qirmizi rangin amale galmasi misahide olunur.

2-ci sinaq susasindaki pentoza mahlulunun zarine 5-6 ml floroglisinin xlorid tursusunda
mahlulu alava olunur ve qaynaya qadar qizdirilir. Qizdirilma zamani qirmizi-albal reng amala
galir (anilinle gedan reaksiyanin mahlullarinin rangi ile miqayise etmak lazimdir).

3-cl sinaq slsesina 5-6 ml isti orsin reaktivi (ayrica sinaq stisada qizdirilir), 4-cliys ise —
yavag-yavas qarisdirmadan 3-5 ml a-naftol mahlulu slave olunur. Orsinle gedan reaksiyada
yasil a-naftolla ise gdy (iki mayenin sarhadinds tlind-gdy halga) rengli mahsullar smals galir.c

Ayrica, yalniz aldopentolazalari agkar etmak imkanini veren, sidik cdvheri ilo reaksiya
aparilir. Bu magsadls iki farfor (¢ini) caskalarin har birine 2 q kristallik sidik covheri ve 3 ml gati
HCI salava olunur. Sidik coévhari hall olundugdan sonra g¢askalardan birina 2 ml riboza (ve ya
diger aldopentoza), digerine ise 2 ml ribuloza (ve ya digar pentoza) mahlulu slava olunur.



Caskalar su hamamina yerlagdirilir, 1-ci caskada sari halganin eamale galmasi misahida olunur,
2-cide ise reaksiya manfi olmalidir.

Batun migahidaler va naticaler is daftarine yazilmalidir.

KARBONIL QRUPU UZR® KARBOHIDRATLARA
MBXSUS REAKSIYALAR

Sade sokerlorde karbonil qrupu (serbast aldehid ve keton gruplari) ylksak reaksion
gabiliyyats malik oldugundan onlar an muxtelif kimyavi g¢evrilma reaksiyalarina maruz qala
bilirler. Sade sakarlerin mahlullarda tsiklik vaziyyste (99%) dismasini nazars alsaq, yarimasetal
vo ya tautamer formada mdévcud olan sakerda karbonil qrupunun anomer karbonu (iki oksigen
atomu ile birlesan yegana "C’- atomu) izafi manfi yuke (- ° ylk) malik olaraqg daha ¢ox
aktivlesmis olur.

Karbonil grupunun daxil ola bildiyi reaksiyalarina, avez olunma, oksidlesma-reduksiya
reaksiyalari, aldon tursulari téremalerinin alinmasi, lakton halgasinin agiilmasi va s. misaldir.

C < anomer
H-C-O0OH OH ©)

qlikkoza o - D(+) glikkopiranoza

Mduhitdan asili olaraq geds bilen bu proseslerdan, oksidlesma reaksiyalari galevi mihitde
asanligla geds bilir. Bu zaman karbonil grupu karboksile gader oksidlasir ve muvafiq aldon tur-
susu amale galir. Monosaxaridlerin bir sira zaif oksidlagdiriciler vasitesile galevi muhitde ve
yuksek temperaturda asanligla oksidlesmasi onlarin migdarca tayin olunmasi reaksiyalarinda
genis tatbiq olunur. Bela oksidlagdiricilera 2-valentli misin, vismut ve gimusin duzlari misaldir.
Mis 2-sulfatin (CuSO,) gelevide Feling | adlanan msahlulu miqgdari analizds tetbig olunan
maddalardan biridir. Eyni zamanda Feling Il mayesi da genis istifads olunur.
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SOKORLORIN REDUKSIYAETM® QABILIYYSTI

Tearkibinde sarbast karbonil (aldehid va keton) ve ya sarbast glikozid hidroksili olan batin
monosgakarler, hamginin gisman muirekkab sakarlar gelavi muhitde mis, bismut, gimis ve s.
metal ionlarini reduksiya etma qabiliyyatina malikdirler.
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aldehid formasi

Qlikozid, basga s6zla, yarimasetal hidroksil sekarlerin tsiklik formasinda aldehid ve keton
gruplarinin yerinde amals galen hidroksila deyilir.

Yuxarida gostarilan tsiklik formalarda 1-ci karbondaki, OH-

0
7 : : :
grupu, -C < grupunun yerinds amala galir va sarbastdir,
H

disaxarid maltozaya diqgat yetirsok iss, burada 2 molekul qlikoza birlesarken glukozid
hidroksillarindan biri serbast qalir.

Qlukoza ve fruktozadan emala gelmis saxaroza ise 2 heksoza glukozanin aldehid va
fruktozanin keton qrupu hesabina birlosmis oldujundan burada serbast glikozid hidroksili
yoxdur. Demali saxaroza reduksiyaetma qabiliyyatina malik deyildir.

Reduksiyaetma prosesinin nece getdiyini mis duzu misalinda gostarak.
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Saxaroza

Trommerin toklif etdiyi bu tacriibade CuSO,4 duzu galevi muhitde temperaturun tesirinden
sakarlarin igtiraki ile mis 1 okside (Cu.0O) gadar reduksiya olunur. Reaksiya asagdidaki kimi gedir:

1) CuSO,+ 2NaOH B Cu(OH),+ Na,SO,

2) H O
N4
C OH COOH
| Cu’ |
H-C-O0OH OH H-C-OH
| \
HO-C-H  + — + HO-C-H +2CuOH+H,0
| \ VAN
H—C‘—OH /OH H-C-OH Cu,0| H,0
|
H-C-0oH "< H-C-OH
| OH |
H,C — OH H,C — OH
qlitkkoza mis-2-hidroksidi qlikkon tursusu

Qirmizi kerpici rangli mis 1 oksidin amale galmasi, yoxlanilan sekarin reduksiyaetma
gabiliyyatine malik oldugunu gostarir. Trommer reaksiyasinin ¢atigsmayan cehati ondadir ki, mis
duzunun artiq olmasi, qizdirarken mis 2 oksidin amale galmasina ve muhitin bezen gara raengs
boyanmasina sabab olur.

3) Cu(OH), — CuO— + H,0

gara rongda

Bu hal gelavi catismadiqda da bas verir vo ya gelevi ¢ox gotirildikda ise sari rengli
CuOH alinir.

Xarakterik girmizi karpici rengin, yani Cu,O alinmasi lgln CuSO.-le yanasi Feling-2
mayesi adlanan stabilizatordan istifade edirlor. Feling-2 mayesi segnet duzunun gelavide
mehluludur. Stabilizatorun muhite daxil olmasi ile reaksiya asagidaki seokilde gedir. 1-Ci
reaksiyada amala galan Cu(OH), ¢okintl vere bilmir va seqgnet duzu ile birlagsib kompleks
madda amale gatirir. Reaksiya asagidaki kimi gedir.

OH  HO=CH-COONa 0 - CH = COONa
e : J/
; b —— Cu | +2H,0
OH  HO-CH-COOK 0 = CH - COOK

seqnet duzu seqnet duzunun mis alkoqolyati

Bu zaman amale gelan seqnet duzunun mis alkoqolyati sakerla birlesarak asagidaki kimi
reaksiyanin getmasina sabab olur ve naticada seqnet duzu ayrilir.



0 O — CH — COONa
7 %
R_C< +2Cu | +2H0 ——

H h 0 —CH-COOK
sakor

HO — CH — COONa
—— R —-COOH +2 ‘ +Cu,0}
HO - CH - COOK

seqnet duzu
Reaktiv va lavazimat:
1. Stativ, sinaq siiseleri va su hamami
2. Pipetkalar
3. 5-104-li gliikoza
4. 5-10%-li maltoza
5. 5-10%-li saxaroza
6. 10%-li NaOH
7.1-5 %-li CuSO,
8. Feling-2 mayesi (alavelar, 23)
9. 10%-li NH4 OH
10. Nilander reaktivi (elavaler, 24)
11. 5 %-li AgNO3
12. 5 %-li mis asetat ((CH;COO),Cu )
13. 5 %-li natrium asetat

14. 1 %-li sirke tursusu (CH; COOH)

isin gedisi
A. Trommer sinagi

Tamiz quru sinaq susasine 1-2 ml yoxlanilan sekar mahlulu, sakar mahlulu hacminin
yarisi gader NaOH va 4-5 damla CuSO, mehlulu tdékiib gaz Uzerinde gaynayana qgadaer
qizdiririq. ©mala galen rangi ayani gérmak Ucln sinaq susasini maili tutub mahlulun Gst sathi
qizdinlir. Nazarda tutmagq lazimdir ki, haddan ¢ox qizdirma ve uzun muiddatli gaynatma zamani
reduksiyaetma qabiliyystine malik olmayan sekarlor do gismen hidrolize ugraylb musbat
reaksiya vera biler. ©mala galen rangi ve onun sabablerini izah etmali.

B. Felinq sinagi

Sinaq slsasina 1 ml yoxlanilan saekar mahlulu, 1 ml Feling 2 mayesi ve 4-5 damla CuSO,
mahlulu tokdb maili veziyyetde mahlulun st sathini qizdiririq.



Bu dafs amala galan rengin na tgln xarakterik oldugunu izah edin.
C. Nilander sinagi

Bu sinaq bismut duzlarindan bismutun metallik formaya gedar reduksiya olundugunu
gosterir. Sinaq sltsasine 1-2 ml yoxlanilan sekar mahlulu goétirib Uzerine bir nega damla
Nilander reaktivi alave edib gizdirdigda gara rengli metalinin bismut ¢okmasi mugahide edilir.
Reaksiya asagidaki sakilde gedir.

3 CsH1206 + ZB|(OH)2 NQO;+ 5NaOH =
= 3C¢H1107Na + 2Bi% + 2NaNOs+ 6H,0O

C. Gimis glizgl sinagi
Bu sinagda gumuas metalinin reduksiya olunmasi gésterilir.

Sinaq susesine 1-2 ml teze hazirlanmis AgNO; mahlulu gétirib, UGzerine damla-damla
ammonium hidroksid slava edilir vo boz rangli ¢okintl alinir. Cokuntl hall olana qader galavini
alave etmali. Daha sonra sinaq siisesine 2-3 ml 51-li glilkoza slave edib gaynar su hamamina
yerlosdiririk. Bir middstden sonra sinaq slUsesinin divarlarinda gumusin ¢okdlyl misahide
edilir. Bunu daha aydin gérmak Ugln sinaq stsasi soyudulub i¢arisindeki mahlul atilir.

Bu zaman reaksiya asagidaki sokilde gedir.
1. AgNO; + 3NH,OH = [Ag(NH3)2]JOH + NH4sNO; + 2H,0
2. CsH1206 +2[Ag(NH3) 2]OH = CeH11O7NH4 +2Ag% +3NH; +H,0

Gorduyumuz kimi burada heksozadan, glukon turgusunun ammonium duzu amals galir va
gumus metall saerbast olaraq ayrilir.
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Onlar birinci deracali murakkeb sokarlere aid olub, oligo-sakarler sirasina daxildirler.
“Oligos” yunanca bir gadar demakdir. 2, 3 ve 4 monoza qaligindan amsala galen oliqosakarlar
muvafiq olaraq di-, tri-, tetrasaxaridlaer adlanir. Disaxaridler, 4 monozanin glikozid hidroksili, o
birinin hidroksil grupu hesabina amala geldiyinden, 6z mahiyyati etibarile glikozidlardir.

Reduksiyaetma gabiliyyatine gore disaxaridler 2 tipa: maltoza va treqaloza tiplerine ayrilir.
Treqgaloza tipli disaxaridlarde monozalarin birlesmasi glikozid hidroksilleri hesabina oldugundan
onlar reduksiyaetma qabiliyyatine malik olmur. Buraya saxaroza va treqaloza aiddir.

saxaroza



treqaloza

Gorindlyu kimi saxaroza glukoza ve fruktozadan, treqaloza ise, 2 molekul glikozadan
amale gelmisdir. Maltoza tipli sekarlerds ise 2 monozanin birlesmaesi glikozid hidroksili hesabina
olmadigindan onlar reduksiyaetme gabiliyystine malikdir.

CH,~OH CH,~OH
L AT
H ) @ H )
H OH
HON. —o0— OH
H OH maltoza H OH

Disaxaridlerin diger nUmayandalari - maltoza, melibioza, sellobioza maltoza tipli sekerlera
aiddir.

Disaxaridler fermentativ yolla ve ya mineral tursular vasitesile, onlari teskil edan
monozalara qadar pargalanir. Daha dogrusu, hidrolize ugrayirlar. Bu zaman saxaroza, qlikoza
vo fruktozaya; treqaloza ise 2 molekul gliikozaya parcalanaraq diger disaxaridler kimi Feling
mayesi ilo mlsbaet reaksiya verirlor.

Reaktiv va lavazimat:

1. 5 I-li maltoza, laktoza ve saxaroza
2.5 %-li NaOH

. 5 %-li CuSO4

. Qati HCI

. Qati H2SO,

. 250 ml-lik Erlenmeyer kolbalari

. Hava soyuduculari

. Su hamami

© o0 N o O @~ W

. Sinaq susaleri
10. Qirmizi lakmus kagizi

isin gedisi



a) sinaq susasina eyni migdarda (2-3 ml) maltoza, laktoza ve saxaroza mahlullari tokib
tzerine 1 ml NaOH ve 4-5 damla CuSO, slave edib Trommer sinaginda oldugu kimi mahlulun
Ust sathi qaynayana qadar qizdirilir.

b) Hemin tecriibeni Feling 1 ve 2 mayelerinin qarisigi ile tekrar etmali.

¢) Mineral tursularla saxarozanin hidrolizi. Saxaroza goéturilmis sinaq slsesinde mis-1-
oksidin emala gelmadiyini misahida etdikden sonar, 2 aded Erlenmeyer kolbasinin birina 4-5
ml gati HCI va digerine qati sulfat tursusu gotirib har ikisine 10-15 ml saxaroza slave edirik.
Kolbalara mivafiq hava soyuducusu kegirib su hamamina yerlasdiririk. 25-30 daqgigadan sonra
hidrolizin basa catdidini yoxlamaq d¢ln avvalce sulfat turgusu goétirilmus kolbadan, sonra ise
digerinden 1-2 ml mehlul sinaq susalerina kegirilir. Sinaq susalerini avvelca soyudur ve girmizi
lakmus kagizinin istiraki ile NaOH vasitesile mahlullar neytrallasdirilir. Sonra her 2 sinaq
stsasinde Trommer ve ya Feling sinagi aparilir. Qirmizi karpici rangin amala galmasi hidrolizin
basa ¢atdigini gostarir. ©ks halda kolbalari hamamda bir gadar de saxlamagq olar.

Qeyd etmak lazimdir ki, hadden ¢ox ve uzun muddet saxarozanin tursularla birlikda
gizdiriimasi yaxsi natice vermir. Clnki bu halda emale galan monogakarler da yana biler.
Xususila bu sulfat tursusu ile tacribays aiddir. Bu tecriibede kolbalara tdkilen saxarozanin
migdarinin azaldilmasi mimkunddir.
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MUROKKSB SOKORLAOR
(ikinci daracali poliozalar)

Buraya asasen iri molekul kutlaleri olan ve su ile kolloid mahlullari emale gatira bilen
sokarler aiddir. Nisasta, inulin, glikogen, selliloza, hemisellilozalar, pektin maddasleri,
galaktanlar aqar-aqar, bir grup selikli maddalar, ksilanlar, gisman az rast galen kalloza, lixenin,
dekstranlar va digar sakar tipli maddaler Il deracali poliozalara aiddirler.

Bu soekarlarin aksariyyati bitkilerde ehtiyat qida maddesinin boyuk hissasini toskil edir.
Yuksak mollekullu karbohidratlar bitki va heyvan organizminde geden maddaler mibadilesinds,
gidalanmada, bir c¢ox senaye sahslerinde mihim rol oynayir. Onlarin xarakterik
nimayandslerinden nisastani gdstermak olar. Qeyd etmaliyik ki, nisastanin sekear hissasi 2
mirakkab sekarden, amiloza va amilopektinden teskil edilmisdir.

Nisasta bir cinsli madda olmayib terkibinde fosfat tursusu, mixtslif yag tursular ve s.
maddalara rast galinir. Nisastanin mihim xassalarindan biri, onun kalium yodid mehlulunda hall
edilmis yodla gby reng amale gatirmasidir. Géy rangin amala galmasi, gorindr nisastanin yodla
adsorbsion va kimyavi birlegsmaler vermasils izah edilir. Soyuq suda nisasta yalniz sisir, lakin
hall olmur. Tursu ils hidroliz zamani 96,1-97,6% glikoza amala gatirir. Aralig mahsullar olaraq
avvelce muxtalif molekul kutleli dekstrin adlanan murakkeb sakarlar amala galir. Hidrolizin ilk
mahsullari 6z xassaleri etibarile nisastadan az ferglenir. Sonraki mahsullarin molekul kutlalari
get-gedos azalir. Reduksiyaetma qabiliyysti artir. Bu dekstrinler asagidakilardir.

1) Amilodekstrinloer - 25%-li spirtde hall olan ag rengli maddaeler olub yodla bandvsayi goy
reng amale gatirirlar.

2) Eritrodekstrinlar - mulayim etil spirtinde sferik gokilli kristallar gaklinde ¢okuntli amala
gatirir. Yodla girmizi gonur rang verirler.

3) Axroodekstrinlar - isti 70%-li etil spirtinda hall olur ve buxarlandirildiqda sferik kristallar
soklinde spirt mahlulundan ayrilir. Yodla rang amala gatirmirlor.



4) Maltodekstrinler - spirt vasitesile ¢Okmir ve yodla reng amala gatirmirler.
Maltodekstrinlerden sonra hidroliz davam etdirildikde maltoza ve nahayst glikoza molekullari
amals galir.

Reaktiv vo lavazimat:

5 va 10%-li NaOH
1%-li CuSO,

Felling reaktivi

gati ve 25%-li HCI
gati v 10%-li H.SO,
1 va 0,1%-li nisasta
Liqol reaktivi (slavelar 25)
7.0,1%-li glikogen

. Erlenmeyer kolbalari
10. Hava soyuducusu
11.Qirmizi lakmus kagizi

©e NGO A WN =

12.Sinaq sugelari

13. Su hamami

isin gedigi

a) Sinaq susasina 5 ml 1%-li nisasta mahlulu goétlrib Gzarine 2 ml 5%-li NaOH, 4-5 damla
CuSO, slava edib su hamamina yerlosdiririk. Mis bir oksidin emala gealib gelmadiyini migahida
edirik.

b) Sinaq stisesine 5 ml 1%-li nisasta, 2-3 damla gati HCI ve ya H,SO, tékiib 10-15 daqige
miaddastine su hamaminda vyerlosdiririk. Sonra sinaq slUsesi soyudulur, neytrallasdirilir va
Trommer sinagi vasitasile hidrolizin qurtarmasini yoxlayiriq.

c) Nigsastanin hidrolizini saxaroza ile oldugu kimi Erlenmeyr kolbasinda aparib hidrolizin
qurtarmasini Trommer sinagi ile yoxlayiriq.

Nisastanin hidroliz mehsullarinin
miisahids edilmasi.

¢) Malum oldugu kimi nisasta ve onun hidroliz mahsullari yodla muxtslif rengler amala
gatirir. Hidrolizin sonuna yaxin ve son mahsullari reng vermirlar. Hidroliz naticesinda dekstrinler,
maltoza va nahayat glikoza alinir.

Mikrokimyavi sinaq susesine 15 damla nisasta ve eyni miqdar sulfat tursusu tokaruk.
Msahlulu garisdirib oradan digar sinaq stsasine 2 damla mahlul kegiririk. Hamin sinaq stsasinda
nigsasta agkar edilir. Birinci sinaq stsasini gaynar su hamamina hidroliz Ggun yerlagdiririk. Har
daqigeden bir sinaq slsesindan numune goéturib bos sinaq susesine kegiririk. NUmuna
géturdlmesi o vaxta gadar davam etdirilir ki, nehayat he¢ bir rang emela galmasin. Sonra
hidrolizi basa c¢atmis mahlulda glikozanin olub-olmadigini Trommer ve ya Feling sinagi
vasitasile yoxlamagq olar.



Sinaq susasina 2-3 ml 0,1%-li nisasta ve 1 damla liqol mahlulu slave edib amale galan
rong musahide edilir. Sinag susesi qizdirildigda (gqaz (zerinde) mahlul yenidan seffaflasir.
Soyutduqgda rang barpa olunur.

d) nisastani misahide etmak Ugln bitki mahsullarindan istifade etmak olar. Bunun Gg¢ln
danli bitkilerden taxillar, paxlali bitkilarin toxumlari, kartof yumrusu ve tarkibinde nisasta olan
basga materiallar istifade edile biler.

Masalen, kartof yumrusundan kasikler gétlrib agya slsesinde va ya farfor gabda
yerlagdirilir. Kasiklarin Gzarine 1 damla Iiqgol reaktivi elave etdikda gdy reng amale galir.

Bitki toxumalarinda digar sekarlarin olmasini da misahida etmak olar.

Maesalan, inulini mugahide etmak Ucln yer armudu yumrusunu avvelcaden 14 gun
muddastine 50%-li etanolda saxladigdan sonra, ondan kasiklar hazirlayib mikroskopla baxmaq
olar. Huceyre divarlarinda sferik formada inulin kristallarinin ayrildigini gérmak olar.

e) sinaq susasina 2-3 ml glikogen ve 1-2 damla ltqol reaktivi alave edib garisdirdigda boz
rong alinir.

8) inulin fruktofuranoza ve az miqgdar glikopiranoza galiglarindan teskil olundugundan,
Selivanov sinagini vers bilir. Sinaq susasine 5 ml 0,1 %-li inulin, 1 ml 25 %-li HCI ve bir ne¢s
rezorsin kristallari slave edib qizdiring. Mahlul girmizi rangs boyanir (fruktoza ile reaksiyaya
bax, is 46).

iS 60
SADO $OKORLORIN FENILHIDRAZIN
SINAGI IL® ASKAR EDILM®SI

Fenilhidrazin sinagi serbast karbonil (aldehid va keton) grupuna malik olan sekarlar gin
hassas sinaqg olub ctiz%i miqdarda reduksiya gabiliyyatine malik sekarlari askar etmays imkan
verir. Reaksiya zamani suda hall olmayan ozazonlar alinir ki, bu zaman kristallarin formasina
asasan miuhitde hansi saker oldugunu misayyenlasdirmak mumkinddr. Masalan, fenilhidrazin
va sirka tursusunun natrium duzu muhitinde glikoza ince saplaglardan amale galmis sipirgs,
ulduz ve basqga formalarda toplasmis iynavari kristallar amale gatirir. Reaksiya asagidaki 3
marhalada gedir.

Birinci mearhale

0  N=NH-CH,
c. C
| H | H
H-C-oOH +; i N=-NH=-CH, —— y_c_oHn
| L HY |
HO-C-H e HO-C—-H
| fenilhidrazin | + H,0
H-C—-OH H-C-OH
\ \
H-C-OH H—?—OH
\
CH,0H CH,OH

qliikozo - fenilhidrazon



Burada fenilhidrazin gliikoza ila birlesib gliikozo- fenilhidrazon amale gatirir.

Ikinci merhaleds fenilhidrazin emale gelon qlilkkozo-fenilhidrazonu  oksidlesdirir.
Qlukozofenilhidrazon 2-ci karbon atomunun yanindaki 2 H atomunu itirir vo hamin yerda yeni
karbonil grupu, yani ketoqrup amale galir.

N-NH-CH, W-NH—Q&
I

O IR » NH, |

H-C-OH + | Cc=0
|  tesNH- CH, — | + NH,+ C;H,— NH,

HO-C-H HO-C-H
| |

H-C-OH H-C-OH
| |

H-C-OH H-C-OH
| |
CH,OH CH,0H

Ugiincii merhaleda smale gslen ketogrup yeniden fenilhidrazinls reaksiyaya girerak
glukozo-ozazon kristallarini verir.

N —NH - C,H, Tl‘l"NH'CGH*
l
C-H c-H
| H |
C+o + UN-NH-CH, — (|::N—NH—C6H5 +H,0
| e  HY
HO-C-H HO-C-H

| |

HeC—OH H-C-OH
| |

HeC—OH H-C-OH
| |
CH,OH CH,0H

qliikozo - ozazon

Reaktiv va lavazimat:

Stativ ve sinaq susaleri

Su hamami

Buzlu su

Mikroskop

Osya slsasi

Pipetka

Fenilhidrazin

Sirke tursusunun natrium duzu (CH;COONa)
0,5 %-li gliikoza mahlulu

©CoNOOR~WN =

isin gedigi

Sinaq susesine 100-150 mq fenilhidrazin, 200-300 mq CHs;COONa kristallari géturib
Uzerine 2-3 ml glikoza mahlulu tokilir. Sinaq stsasini qarisdirib 30-40 dagige muddatine
gaynar su hamamina yerlasdiririk. Arabir sinaq susasini garisdirmaill.



Sinaq susesinde sarimtil
¢okinti alindigda onlari buzlu
suya yerlosdiririk. Cox vaxt sari
¢cokuntl soyuq suya kegirildikdan
sonra alinir. Kristallarin formasini
misahide etmak Ugln pipetka
vasitesile 1 damla mahluldan
gotlrib egya slgesi Uzerine
kegirib ve mikroskopla baxiriq
(sokil 5).

~ Kk

a * -
S
< ~

O

Sekil 5

Tacrubani digar sokerlerle aparib kristallari misahide etmali. Bu defe hansi madde amala
geldiyini reaksiya tanliyi vasitasilo muayyanlesdirmali.

iS 61
QICQIRMA NUMUN®SI

Canli organizmdae ssas tenafflis materiali olan glikoza anaerob yolla par¢alanarken amals
golen pirolzim va ya sud tursusu, sonraki parcalanma va c¢evrilmalar zamani an miuxtalif
mahsullar amale gatire bilar. Masalen, bitki orqanizminde amala gealan piroizim tursusunun
hansi mahsullar emales gatire bildiyini agsagidaki sxemdan gormak olar.

2CH, - CO - COOH

J

C,H,OH va CO, + H,O + 686 kkal
CO, + 28.8 kkal

Belslikla, organizmda pirolizim tursusu fermentativ yolla muixtalif mahsullar amale gatirir.
Qeyd etmaliyik ki, sxemda gicgirmanin yalniz 2 névu gosterilir. Lakin qicqirma prosesinda digar
son msahsullar da alinir. Qicqirma prosesi mikroorqanizmlarin tesirile de gede bilar. Bu
proseslerdan sarabgiliqda, ¢orak bisirma, piva, sirka istehsall va s. sanayelerinde genis istifade
edilir. Adi maya (xemir mayasi) vasitesile glikozanin etil spirti vo karbon gqazi amala galena
gadar pargcalanmasini Eynhorn cihazinda misahida etmak olar (sok.6).



Sokil 6

ayrildigini migahida ederik.

yuxari tarafinda toplanir.

Xususi daracslenmis ¢

Prosesin cam tenliyi beladir:

Boruda etil spirti alindi

Gostermak lazimdir ki, spirt
gicqirmasina heksoza, trioza va
monozalar ugraya bilerler. Qicqirma
gabiliyyati monosakerlerin konfiqura-
siyasi ve izomer formalarindan da
asilidir. Mesealen, tebietde an c¢ox
yayllmis glikozanin D formasi daha
asanligla qicqirir. Qicqirmani misa-
hide etmoak lG¢ln burada da Eynhorn
cihazindan istifade etmak olar.

Cihazin igerisine gakar mahlu-
lunda qarisdiriimis maya halmasgiyi
tokib 30-35°C temperatur mdahitine
yerlasdirildikde mayanin faalligindan
asili olarag 1-3 saatdan sonra CO;
gazinin képiuk seklinde mahluldan

Proses tadrican getdikde CO. borunun nazik (bagh) hissasinin

ihazlarda toplanmis CO.-nin hacmca miqdarina asasan gotirulmus
sokerin faizini muayyanlasdirmak olar. Qicqirma zamani hamginin etil spirti amala galir.

CsH1206 ' 2C,HsOH+2CO, +28,8 kkal.

gini, yodoform alinmasi reaksiyasi ila, CO.-ni isa gelevi tarafindan

onun udulmasi ile muayyanlegdirmak olar.

C;HsOH+4J, +6NaOH—CHJ;+5NaJ+HCOONa+5H;0

Reaktiv va lavazimat:

5 %-li glikoza

10 %-li NaOH

Hevang-doasta
Olgu silindri
9. Termostat

10. Termometr

i S e ol

CO,+2NaOH — Na,COs3+H,0

Toeza ve ya quru maya
«Caxir dasi» turgsusunun 1 %-li mahlulu

J-un KJ -da hazirlanmis mehlulu (Luqol reaktivi, 25)
2 adad Eynhorn cihazi

11. Sinaq susaleri ve stativ

12. Kigik qif

isin gedigi

is asagidaki marhalolarle aparilir:



1. 1 q teze maya, 5 ml distille suyu ile birlikds farfor havangda azilir ve garisdirib 30 ml su
ile kimyavi stekana kegirilir.

Stekana 1 ml «gaxirdasi» tursusunun mahlulu tékildr. Bu zaman pH-1 taxminan 5-6 olan
mubhit yaranir (lakmus kagizi ile yoxlamali). Beles muhitde qicqirma daha yaxsi gedir. Zaif Gzvi
tursu aveazinae mineral tursu isladilse pH ¢ox asagi dise biler. Stekandaki mahlulu Eynhorn
cihazina maili veziyyetda ele bosaldiriq ki, baglh hisse tamamile dolsun ve orada qabarciq
galmasin. Cihazi tamamile doldurmaq lazim deyil. Cihazda olan mahlul yoxlama mahluludur (su
ile). Nazerde tutmali ki, maye terkibinde miayyen gader glikoza ola bilar.

2. Paralel olaraq gotirtulmus 1 g maya 5 ml 5 %-li glikoza mahlulu ile havangda azilib 30
ml hamin glikoza mahlulu ve 1 ml Uzvi tursu istiraki ile kimyavi stekana, oradan da yuxaridaki
gayda Uzre Eynhorn cihazina kegirilir. Her iki cihaz 30-37°C temperaturda termostata
yerlasdirilir. Qicqirmanin middsti maya gobaleklerinin faalligi, migdari, optimal mihitdse (t° ve
pH) glikozanin migdari, formasi ve diger amillerdan asilidir. Qeyd etmak lazimdir ki, teze maya
olmadiqgda faalligini itirmamis quru mayadan da istifade etmok olar. Bu halda maya havangda
mulayim su ve glukoza mahlulu ile azildikde daha yaxg! natice verir.

3. 30-180 dagigadan sonra har iki cihaz termostatdan ¢ixarilir. Middati muayyanlesdirmak
Ucln arabir qicqirmanin hansi slrstle getdiyine baxmaq olar. Kontrol cihazda mahlulun
torkibinde saker olmadigi ve ya cuzi oldugu halda cihazin bagli hissesinde ¢ox az gabarciq
yigilir. Tecriibe variantinda ise ¢oxlu migdarda CO, gazi toplanir.

4. ©male galen gazin CO; oldugunu yoxlamagq ug¢ln cihaza tam dolana gadar 10%
NaOH mahlulu tékib bas barmagqla cihazi baglayiriq. Qarigdirib barmagin emale gelen bosluga
dogru soruldugunu muisahida edirik. Bu zaman CO; galavi vasitesile udulur ve vakuum amale
galir.

5. Haqigatan etil spirti amala galdiyini yoxlamaq tg¢ln cihazdan sinaq susasina 3-4 ml
mahlul stzullr. Mehlula sari rang emale galena gadar Liqol mahlulu tokillir ve sinaq susosi
qizdinlir. Bu zaman yodoformun kaskin iyi hiss edilir.

iS 62
QICQIRMA PROSESININ FLUOR IONLARI
ILS TORMOZLANMASI

Sokerlerin anaerob cevrilmasinin saciyyavi cehatlarindan biri, bu prosesde magnezium
ionu va fosfor tursusunun istirakidir. Spirt qicqirmasi ve bu prosesda Mg ionlarinin igtirakini,
glikozanin misayyan temperatur ve pH-da fosfat buferinde maya ile qgicqirmasi prosesinda
karbon gazinin ayriimasi ile misahide etmak olar. Spirt gicgirmasinin tormozlanmasini muhite
natrium flior alave etmoklo olde etmok olar. Giman olunur ki, tormozlanma yenolazani
inaktiviesdiran magnezium-flior-fosfat kompleksinin eamale galmasi ile slagadardir. Qicqirmani
yenidan barpa etmak lg¢lin kalsium xloridden istifada edilir.

Tacribeni aparmagq lclin U sakilli borulardan qurasdirilmis manometrden istifada olunur.
Borular diametri 1 sm, hiinduarliyi 55-60 sm olub bir ucu agiq, ikinci ucu ise hacmi 80-100 ml-lik
iki eded harlenan retortlu stise qaba barkidilir. Manometrlar metilen abisi mahlulu ile doldurulur
va taxta stative barkidilir. Xsusi manometrlar olmadigda tecriiba diametri 0,5-0,6 sm olan adi U
sokilli borularla aparila bilar. U sakilli i¢ aded boru metilen abisi ile doldurulur va har biri rezin
borular vasitasilo sinaq suseleri ilo birlesdirilir. Sinaq susaleri ise kauguk tixac ile méhkam
baglanir.



Manometrla igledikde onun borulari arasinda millimetrli kadiz zolagi yapisdirmaqgla
hesablama aparilir. Qeyd etmoak lazimdir ki, yuxaridaki qayda uzre qurulmus manometrin is
prinsipi Varburqg cihazina uydundur.

Reaktiv:

pH-1 6,0 olan fosfat buferi (M/15)

25 %-li gliikoza

1 %-li NaF

10 %-li kalsium xlorid (mahlul doymus CaCl.-den hazirlanir)
Teza maya

abhoonN=

isin gedigi

Tacribadan gabaq cihazin qabini ve retortunu asagidaki gayda ile doldururuq. Fosfat
buferinda suspenziya halina salinmis maya stzintisi gabin markazi hissasine tokulur. Qlikoza
mahlulunu yan retortlardan birina tékiib lazim geldikde oraya natrium fliior alave edilir. CaCl,
mahlulu mivafig gablarin retortuna (ikinci retort) alava edilir. Beloalikle, asagidaki terkibli garisig-
lar alirq.

Coadval 8
Reaksion qarigiglarin terkibi
Qabin ssas 1-ci yan retorta 2-ci yan retorta
tutumu
maya | pH-16,0 25%-li 1 %-li | fosfat | 10%- | fosfat
olan qglukoza _ li buferi
(a-1a) | fosfat NaF | buferi oH-6,0
(ml-la) (mHo) | pPHE0 |, | (mllo)
(ml-I8) | (mi-
Ia)
1. 2 6 2 - 1 - 1
2. 2 6 2 0,5 0,5 0,5 0,5
3. 2 6 2 1 - 1 -
4. 2 6 2 1 - - 1

Qablar dolduruldugdan sonra onlari manometrlare birlesdirib Varburq cihazinin vannasina
yerlosdiririk. Cihaz temperaturun barabarlegsmasi tcln (agiq kranla) 10 dagiqge saxlanilir. Sonra
birinci retortdaki mahlul (glikoza ve NaF) qabin markezi hissesine bosaldilir. Qablardaki
maohlullar 5 daqige garigdirilir va monometrin kranlari baglanilir. 15 daqgigadan sonra birinci
hesabat geyd edilir. Kranlar agilir, ikinci retortdan CaCl; slave edilir. Yena kranlari baglayib 15
daqigedan sonra ikinci hesabat geyd olunur. Tacriibe 30 ve 37° C-de aparila biler. Sonuncu
halda proses daha intensiv gedir ve tacribs tez basa catir. Her hesablamadan sonra
manometrlerde mahlullarin saviyyasinin barabarlagdiriimasi ondan irali gelir ki, hemin seraitde
spirt gicqirmasi kifayaet qader suratlonir ve har 15 dagigadan bir saviyyalerin dayismasi demak
olar ki, manometrin batln golunu tutur.



Tacribanin naticesini asagidaki gayda ile geyde alirlar: tacribanin middsti qicqirmanin
CaCl, slave edildikden sonra barpa olunma surati ile muisyyan edilir. Natica gostarir ki, birinci
gabda gedan normal qicqirma fonunda diger (2, 3 ve 4 s-li) gablarda NaF ionunu 6ziina
birlesdirerek gicqirmani tormozlayir. ikinci ve Uglincii gaba CaCl, slave edilmasi qicqirmani
avvalki giymetina gadar berpa edir. Tormozlamanin gicl ve barpanin sursti alave olunan NaF
va CaCl,-nin qatiligindan asilidir.

Adi U sakilli borularla igledikde U¢ sinaq sidsasinin har birins terkibinda 2 q teze maya olan
6 ml fosfat buferi, 2 ml glikoza ve sinaq slsalarinin ikisine 1 ml NaF mahlulu tékilir. Sinaq
stisalarinda mahlullar gqarisdirilir ve taxminan 20 dagigadan sonra U sakilli borulara birlagdirilir.
15-20 daqgigadan sonra birinci sinaq stsasinde qicqirma getdiyi, qalan iki sinaq stsasinds isa
gicqirmanin tormozlanmasi aydin goérinur. Sonra her U¢ sinaq susesini agib ikinci sinaq
stsasine 1 ml CaCl, mahlulu tékib yeniden U sakilli borularla birlesdiririk. 20-30 daqigadan
sonra birinci ve Uguncu sinaq susesinda avvalki (kontrol) gader gicqirma getdiyi musahide edilir.
ikinci stisede qicqirma dayanir. Ugiincli sinaq stiselerinde qicqirma Ca ionlarinin kémayile
barpa olunur.

$SOKORLARIN MUBADILSSI

Cox hallarda maddaler muibadilasinde sakerlerin funksiyasinin onun vyalniz kimyavi
reaksiyalari enerji ilo temin etmasi ilo alagelendirirlor. Lakin bu tamamila bele deyil. Slbatte
gokarlerin oksidlesmasi zamani organizmda ¢oxlu migdarda enerji alinir ki, bu enerji ATF
molekulunun makroerqik alagslarinds toplanir ve bu enerji kimyavi reaksiyalarin getmasina sarf
olunur. Lakin maddalar mubadilasinde gakarlar daha mihim bir vazifeni yerina yetirir. $Sakarlar
¢oxsayl Uzvi maddalerin manbayidir. Hemin maddalar lipidlerin, zilallarin ve nuklein tursularinin
va diger miihiim maddslerin sintezinde istirak edirlor. ik (izvi maddsler kimi bitkilorde sintez
olunan sakerlerds «C» bir element kimi daxil olur va onlarda enerji toplanir. Demak olar ki,
butln diger maddaleri «C» (karbon) ve eneriji ils temin eden gakarlerin parcalanmasi prosesidir.

Sokerlerin  organizmlerds sintezi ve pargalanma mexanizmlari ¢ox murekkabdir ve
muhazirs materiallarinda bu proses qisa sarh edilir. Bunu nazere alaraq biz burada gekarlarin
yalniz pargalanmasinin Umumi sxemini veracayik.

Gorindiyu kimi, qlikozo-6-fosfat bu proseslerde markazi yer tutur. Sonradan amals galen
aralig mahsullarindan maerkazi yer tutanlari piroizim tursusu vae ribulozo-5-fosfatdir. Sekarlarin
parcalanma yollari gicqirma, glikoliz, tensfflis ve s. arasinda mirekkab asililiq mévcuddur. Bu
asililig ndévun bioloji xUsusiyyatleri va orqanizmlerin hayat seraiti ile six alagadardir. Nainki név
daxilinde, hatta eyni organizmin muxtalif toxuma ve organlarinda sakarlerin parcalanma
yollarinin bir-birine nisbati mixtelifdir. Buna baxmayaraq, bltin organizmlera muiayyen
derecada Umumi ganunauydunluq xasdir. Masalan, aksar organizmlerds sekarlarin aerob
parcalanma yolu Ustunlik teskil edir, tenaffius, glikoliz ve qicqirmani yavasidir, sekarlorin
dixotomik parcalanma yolu apotomik yola nisbeten daha mihim yer tutur ve s. Sakerlerin par-
¢alanmasi zamani amale gelan aralig msahsullardan an muhidmleri fosfogliserin tursusu,
fosfoenolpirolizim tursusu, pirotzim tursusu, asetil-koenzim A, eritrozo-4-fosfat, ribulozo-5-
fosfat, tri- ve dikarbon tursulan tsiklinde amale gelean quzuqulagi sirka, ketoglitar ve s.
tursulardir. Bu mahsullar amin tursulari, yag tursulari, gliserin, nukleotidler ve digar c¢oxlu
monomerlarin amala galmasina sarf olunur. Hemin maddalarden sonra zdlallar, lipidlar, nuklein
tursulari ve digar biopolimerlar sintez olunur.
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Sekerlerin mibadilesina aid bir nega laboratoriya isini nezarden kegirok.

iS 63
MODOALTI SIRONIN AMILAZASI VASITOSILD
NISASTANIN HOZMi

Nisasta ve diger murekkab sakearlar gida ile birlikde agiz boslugunda agiz siresinin
amilazasinin tesirinden gisman parcalanir. Lakin meade sirasinde amilaza olmadigindan,
sokarloer tam parcalana bilmayib onikibarmaq bagirsaga daxil olur ve yalniz orada bagirsaq
sirasinin amilazasinin tasirinden tam hidrolize ugrayir. Nisasta ve diger murekkab gakarlar
burada araliq mehsullarina ve sonra monozalara gadar pargalanaraq qana sorulur. Nisastanin
bu yolla hazmini gdstermak Ug¢ln asadidaki qaydada isleyirik.

Reaktiv va lavazimat:

Stativle birlikde sinaq susaleri

Termostat

Termometr

Torkibinda 0,3 % NaCl olan suda 0,1 %-li nisasta

Mada sirasinden alinmig suzinti ve ya 0,1 %-li Na,CO; mehlulundan hazirlanmis
0,2%-li pankreatin mahlulu

Mada sirasi va ya 0,2 %-li HCI-da hazirlanmis 0,1% pepsin (alavalar, 26)

10 %-li NaOH

8. 5 %-li CuSO,

abrowd =

No



9. 10 %-li HCI
10. Lidgol reaktivi

isin gedisi
1. 3 adad sinaq siisesina taxminan 1 m/ nisasta mahlulu tokular.
2. Birinci sinaq slsasine 2-3 m/ mada siresinden alinmis stzintl ve ya pankreatin mahlulu,

ikinci sinaq sltsesina 2-3 ml madsa sirasi vo ya NaOH-la avvelca neytrallasdiriimis pepsin
mahlulu tokalar.

3. Her 3 sinaq slisesi 37-40—C temperaturda 1,5-2 saat muddaetina termostata yerlosdirilir.

4. Har sinaq susasindan bir gadar goéturtib bir ve Gg¢linci mahlulu HCI-la turs muhite gader
catdiririq (aks halda galevi muhitde yod rangini itirir), Gzerine damla lliqol reaktivi slave edilir.
Birinci sinaq susasinda goy rong amals galmir. Clinki burada nisasta parcgalanir. Lakin birinci
sinaq susesinda bandvsayi qirmizi rang amale gale bilar. Bu ise mehlulda dekstrinlar oldu-
Junu gdsterir. ikinci ve iglincl sinaq sliselerinde ise nisasta pargalanmadigindan goy reng
musahide olunur.

5. Her ¢ sinaq stsesinde Trommer sinagi aparilir. Pankreatin olan sinaq sisasinds amilaza
tosir gostardiyinden musbat natice alinir. Neytrallasdiriimis ve neytrallagdiriimamis mada si-
roesi olan sinaq susslerinda isa qirmizi kerpici rang misahide olunmur ki, bu da made
siresinda amilaza olmadigdini gdstarir.

iS 64
$SOK8R MUBADIL8SININ ARALIQ
VO SON MOHSULLARININ TOYiNi
(azale ekstraktinda siid tursusunun miisahidea edilmasi)
Uffelman niimunasi
Reaktivlar:

1. ©zalo ekstrakti - 30-50 ¢ sicovul ve ya adadovsaninin azslasini avvalce qay¢l vasitasile
dograyib sonra ¢ini havengde 60-100 m/ su ile tam garisiq halina diigsena gadar azirik. ©zalani
at masinindan da kecgirmoak olar. Alinan stzintlinU kolbaya kegirib, 10 daqgiqe garisdirir va bir
necoe qat tonzifden stzlruk.

2. 1 ° -li fenol mahlulu.
3. 1 %- li xlorlu demir mahlulu.
isin gedisi

is zamani iki adad silindre 50-80 ml/ fenol va 1-2 ml xlorlu demir tokiriik. Demirin fenollu
birlegsmasinin amala galmasi, mahlullarin bandvsayi range boyanmasina sabab olur. Sonra
silidrlerden birine ozele ekstraktini alave edirik. Homin silindrde yasilimtil sari rangin amala
gelmesi, miihitde siid tursusunun demir duzunun alinmasi ile slagedardir. ikinci silindrde banév-
sayi rang dayismir.



iS 65
QLIKOLiZ ZAMANI SUD TURSUSUNUN
ML GOLMaSI

Malum oldugu kimi anaerob muhitde fosfotriozalardan amsale galmis pirolizim tursusu
insan va heyvan orqanizminde sid tursusuna gevrilir.
CH, CH,

\ \
C=0 +NAD-H+H  —— CHOH +NAD

\ \
COOH COOH

Qlikoliz zamani amala galmis sud turgusunu, onu sirke aldehidina sulfat turgusu vasitesile
cevirmakle misahide etmak olar.

(|?H3 (‘3H3
H,SO s 20
cuonp WSO 77 Ly 7
| “H “OH
COOH
siid sirka garisqa
tursusu aldehidi tursusu

Omale galen sirka aldehidi veratrolla rangli birlesma amale gatirir. Sid tursusunun amala
galmasini dyrenmak Ugln ferment manbayi, pirolzim tursusu ve reduksiya olunmus NAD
olmalidir. Lakin bahali giymatli NAD tapmaq avezine asagidaki qaydaya asasen iglamak olar.
Ozale halmasiyina nisasta mahlulu slava etsak, halmasikda olan fermentloer nisastann pirolizim
tursusuna qgeder parcalayar. Bu zaman paralel olaraq azeladaki NAD*. NADH (+H*)-a gader
reduksiya olunur. Sonuncu pirotzim tursusunu sid tursusuna cevirir. Reaksiya asagidaki
sxemda gedir.

NISASTA amilaza QLUKOZA
g
= ATF
S
:g k; ADF

glitkozo - 1 - fosfat — > qliikozo - 6 - fosfat

v sud

3 fosfoqliserin
aldehidi

l

1, 3 difosfoqliserin
tursusu

NAD ﬁ
C» NAD-H' +H"

tursusu

piroiiziim
tursusu

Reaktiv va lavazimat:

1. Termometrle su hamami



. Buz
. Spatel
. Qif

. Filtrler

o O b~ wWwN

. Bufer mahlulunda hazirlanmis 0,5 %-li nisasta (0,5 M natrium bikarbonatda)
7. 20 %- li Ggxlor sirka tursusu

8. 20%- li mis sulfat

9. Kalsium hidroksid toz saklinde

10. Qati sulfat tursusu

11. Etil spirtinde hazirlanmig 0,2%-li* veratrol (pirokatexinin dimetil efiri)

12. ©zaloe halmasiyi (100 q ada dovsaninin azalssi st masinindan kegirilir, tonzifde yuyulur
vo sixilir. Yuyulmus azelaya fizioloji mahlul tokuldr.

Isin gedisi

iki sinaq siisesine Umumi kiitlesi noxuddan béyiik olmayan miqdarda ozele halmasiyi
g6turab sinaq susslerini ndmralayirik. Kontrol rolunu oynayan birinci sinaq susasina fermentlori
inaktivlesdirmek lclin 5 damla 3- xlorsirka tursusu alave edirik. Sonra har iki sinaq stisasina
stise hacminin yarisi gadar nisasta mahlulu va anaerob muhit yaratmaq tgln 7 damla vazelin
yagi gotirib onlari 37%C-da 1 saat muddstine su hamamina yerlagdiririk. Middet ke¢dikden
sonra ikinci sinaq slsesine 5 damla 3-xlorsirke tursusu alave edirik. Sinaq susalerindaki
mahlullar mivafiq nédmralenmis temiz sinaq stselarine stzlllr. Sud tursusunun misahidasina
mane ola bilen sakerleri ¢okdirmak dclin, sinaq stssalerine 0,25 g kalsium hidroksid ve 10
damla mis sulfat tokirik. 15 dagige muddstinda slsalar arabir ¢alxalanir. Mahlullar yenidan
némralenmis besinci va altinci sinaq susasina suzllir. 5-6 damla suzintld yigildigda sinaq
susaleri buza yerlasdirilib har birinin Gzarine 15 damla gati sulfat tursusu alave edilir. Sinaq
stsaleri 5 deqgiga gqaynar su hamamina yerlasdirilir. Nahayat sinaq susslerini buzda soyudub
har ikisina iki damla veratrol slava edirik. Tedrican tocriiba sinaq slisesinda qirmizi rang emala
golir. Kontrol sinaq susesinde isa tecribadan avval azealada olan sid tursusunun istiraki ile
alagadar zaif gehrayi rong alinir.

iS 66
SiDIKD® PIROUZUM TURSUSUNUN
MIQDARCA TaYiNi

Pirolizim tursusu insan organizminda saker mubadilesinin aralig mahsulu kimi amale
golir. Anaerob seraitde pirolzim tursusu yuxarida gostarildiyi kimi sid turgusuna cevrilorak
reduksiya olunmus NAD-H-nin oksidlesmasina sabab olur. Aerob saraitds ise pirolzim turgusu
CO; va H,O-ya gadar oksidlasir. Bu proses ATF tarkibinda enerji toplanmasi ile slagadardir.

2 Veratrolu 0,2%-Im qvayakolla (pirokatexinin monometil efiri) avaz etmak olar



Normal halda qan plazmasinda 0,8-1,5 mq ° pirolizim tursusu olur. Bir sutkada sidik
vasitesile 10-25 mq pirotzim turgusu ixrac olunur. B4 avitaminozu ve hipovitaminozu zamani
ganda, digar toxumalarda va xUsusile beyinda ¢oxlu migdarda pirotzim tursusu toplanir ki, bu
da tarkibinda tiamin pirofosfat olan koenzim A-nin sintezinin pozulmasi ile slagadardir. Koenzim
A aerob pargalanmanin ilk marhalalerinds igtirak edir. O, pantoten tursusu, tioetanolamin fosfat
tursusu va adenindan ibaratdir.

Pirotuzim tursusunun miqdarca teyini onun turgs muhitde NaHSO; ve ya KHSO; da bisulfit
birlesmaesini amala gatirmasina asaslanir.

CH, CH,

| |  OH
CO + NaHSO; C

| | N SO,Na
COOH COOH

NaHSOs-0n artiqg migdarini J;ile birlesdirmakla reaksiya muhitindan ¢ixarmagq olar.

NaHSO; + J, + H,O % NaHSO3;+ 2HJ

Bu zaman sidiyin Uzvi birlegsmaleri da oksidlagir. Mehlula NaHSO; slave etmakle galovi
mahit yaratmaq dgln pirolzim tursusunun bisulfit birlesmasi pargalanir. Belslikle serbast
ayrilan bisulfitin migdari pirotGzim tursusunun migdarina ekvivalentdir. Bisulfit isa J; ile titrlanir.
Sarf olunan yoda goéra pirotzim tursusunun miqdari hesablanir.

Reaktiv va lavazimat:

1. 1>-li NaHSO; ve ya KHSO;

2. 0,1 N J2 mahlulu

3.0,01 HJ mahlulu

4. NaHSO; (doymus mahlul)

5. 0,1 hiposulfit (KNOs-la yoxlamali, alavelar 27, 27A)
6. Doymus NaCl mahlulunda hazirlanmis 1%-li nisasta
7. 0,1 N quzuqulagi tursusu

8. Mikroburetka

9. 1 ml-lik pipetka

10. 10 ml-lik silindr

11. Konusvari kolbalar

12. 200 ml-lik kimyavi stakanlar

isin gedigi

1 ml sidik Uzerina 1 ml 0,1 N quzuqulagi tursusu ve 9 ml su tokurik (sidikde olan kalsiumu
¢cOkdurmak ugun).



Alinan mahlula 10 damla tezs hazirlanmis NaHSO; alave edib qarisdirir ve garanligda 15
daqige saxlayiriq. Bisulfitin artig migdarini nisasta istiraki ile géy rang itena gqader 0,1 N Jo-la, Jo-
un artiginin isa reng itena gader 0,1 N hiposulfitle lagv edirik. Axirda daha dagiq natice almaq
Ucln mahlula 0,01 N J, mahlulu zaif géy rang barpa olunana gader damla-damla slave edilir.
Hiposulfit muhitden kenar edildikdan sonra kolbaya 10 damla doymus NaHSO; mahlulu tékrik
(bu zaman gody reng itir). Kolbadaki mahlul 10-20 saniya arzinds itmayan gdy reng alinana
gader 0,01 N J-la titrlenir. Sarf olunan 0,01 N J.-un miqdari pirotizim turgusunun miqdari ile
ekvivalentdir.

Hesablama asagidaki tanlikla aparilir.

_CH,-CO-COOH -0,01-4 sidiyin giindalik miqdari
1,0

X

0,01 J2-un gatihgi

A-0,01 N J-un ml-le migdar (titrlenmayae sarf olunan);

1,0 - analiz Ggln goéturilmis sidiyin migdari. PiroGzim tursusunun gram ekvivalenti va
sutka arzinds amsale gelan sidiyin migdari nazars alindigda bir sutkada amala galen piroizim
tursusu mgq-la ifada olunur.

iS 67
QANDA S9KORIN MIQDARCA TaYiINi

Qeyd etmak lazimdir ki, insan orqanizmina sakarler asasan bitki mahsullar vasitesile
daxil olurlar. Organizma har glin yaglardan texminan 10 dafs ¢ox, 500 g-dan az olmamagq sartile
sokar daxil olur. Yuxarida qgeyd etdiyimiz kimi sekarlarin hazmi asasan onikibarmaq bagirsagda
va xususan nazik bagirsaqda bas verir. Disaxaridler - maltoza, saxaroza, laktoza va digarlarinin
parcalanmasi nazik bagirsaqda ifraz olunan glikozidaza (maltaza), %-fruktofuranozidaza
(saxaraza) va ya invertaza-qalaktozidaza (laktaza) ve digar muvafiq fermentloer vasitesile basa
catir. Alinan monosgekarlar muxtslif siretle (glikoza ve qalaktoza daha tez) qana sorulur. Qapi
venasi vasitailo sekarler gara ciyara galir. Qlikozanin bir hissasi qara ciyardan kegarak butin
organizma yayilir. ©sas kutle ise glikogen saklinde qaraciyards toplanir. Qanda sekarin migdari
azaldigda glikogen pargalanir, yenidan gliikoza amala galir vo qana daxil olur. Organizmin butin
hiceyraleri tarefinden glikozanin serf olunmasina baxmayaraq, ganda sakerin migdari eyni
saviyyada (80-120 mq /) qalir.

Xagedorn-Yensen lsulu

Bu Usul ile sakerin migdarca tayini asagidaki prinsipa asaslanir. ©vvelca galavi (NaOH)
mahlulu ile sink sulfat (ZnSO4) garisdirilir.

2NaOH + ZnS0O4 % Zn(OH)z + Na,SO,

Alinan garisiga muayyan miqdar tayin olunan gan tékiltr. Bu zaman sakar mahlulda qalir.
Qeyd etmak lazimdir ki, mahlulda digar reduksiya etma gabiliyyatine malik olan maddaler da var
(masalan, glitation, sidik tursusu, kreatinin). 9slinde ganda gliikozanin migdari bir gader azdir.
istifade olunan bu (sulun els ¢atismayan cehsti de burasindadir. Lakin gliikoza miqdarca diger



reduksiyaedici maddalarden dafalerle ¢oxdur. Mehz buna gdére alinan naticani glikoza kimi
gabul edirlar.

Mahlulda ¢dékmus zulali sizmakle, ayirib stzintiys misyysn miqdar titrlenmis qirmizi
gan duzu mahlulu slave edib qizdirirlar. Bu zaman qanin reduksiyaedici maddasleri ekvivalent
miqdarda qirmizi gan duzunu sari gan duzuna gadar reduksiya edir.

Soker + K;[Fe(CN)s] — Sakerin oksidlasmis mahsullari +
+ K4[Fe(CN)s] + Ks[Fe(CN)s] qaligi

Bundan sonra maye icarisina sirke tursusu va sink sulfat (ZnSO,), kalium yod (KJ) ve natrium
xlor (NaCl)-dan ibarat qarisiq slave edilir. Sink ionu avvelcadan emala galmis sari gan duzunu
cokdurar.

2K4[Fe(CN)s] + 3ZnSO4 — KoZns[Fe(CN)el. + K-S0

Belalikla, sari gan duzu sonraki reaksiyalarda istirak etmir. Sari gan duzu ¢okdurilmeass, o
oksidlasib qirmizi gan duzuna cevrile bilar va natice dizgun olmaz. Paralel olaraq KJ reaksiyaya
daxil olmayan qirmizi gan duzu ile reaksiyaya girir, bu zaman qirmizi gan duzunun miqdarina
ekvivalent olaraq J. ayrilir.

2Ks[Fe(CN)g] + 2KJ — 2K, [Fe(CN)] + Js

Nahayat ayrilan yod nisastanin istiraki ils (indikator gisminda) hiposulfitls titrlanir.

2Na,S,0; + J, —» 2Nad + Na,S.06

Titrlenmaya sarf olunmus hiposulfitin migdari ganin sakeri ile reduksiya edilmamis qirmizi
gan duzu ila ekvivalentdir. Serf olunan hiposulfitin migdarini bilerek xisusi cedvalden ganda
sokarin migdarini hesablamaq olar.

Qeyd etmok lazimdir ki, sekerin tayininde istifade olunan reaktivler reduksiyaedici
gabiliyyats malikdir. Hamin reaktivlier tersfinden reduksiya olunmus qirmizi gan duzunun
migdarini nazara almaq Ugln kontrol tacriiba qoyulur ve alinan naticeden hamin giymati ¢ixirlar.

Reaktiv va lavazimat:

1. Sinaq susaleri ve kimyavi stekanlar tGg¢ln yuvalari olan su hamami
. Kimyavi stakanlar
. Qiflar
. Iki edad 25-50 mi-lik biretka

2

3

4

5. 2-3 ml-lik mikroburetka

6. Rezin borulu 0,1 va 0,2 ml lik mikropipetka
7. 2-3 mi-lik pipetkalar

8. Qan goéturmak Ggln iyna
9. 0,1 N NaOH

10. 0,45 —-li ZnSO,



11. 0,005 %-li galavi reaksiyali qirmizi gan duzu

12. Uggat mahlul (ZnSO,4 + KJ + NaCl) (slavaler, 27A)

13. 3 %-li sirke tursusu

14. 0,005%-li hiposulfit (alavaeler, 27)

15. Doymus NaCl-da hazirlanmis 1%-li hall olan nisasta

16. Distills suyunda gaynadilmis ve suyu sixilmig pambiq

17. Etil spirti

isin gedisi

1. 4 adad sinaq sltsasini némralayib har birine 5 ml ZnSO, ve 1 ml NaOH tokdldr.

2. Sol alin adsiz barmagini (¢agale yanindaki barmaq) spirtle isladiimis pambigla silib spirt
qurudugdan sonra sterilize edilmis iyne ilo barmag! sancirlar. iyne gisman derine getmalidir.
Qanin birinci damlasini pambigla temizlayib ikinci damlasini mikropipetkaya yigmal.
Mikropipetkani el vaziyyatda tutmaq lazimdir ki, gan 6zl oraya axsin. Bele mimkin olmadiqda
pipetkadan havani sormagla gani yigmali. Lakin bele etmak lazimdir ki, gan icerisine hava
gabarcigi dismasin. 0,1 ml gan toplayib pipetkanin ucunu pambigla sildikden sonra gan birinci
sinaq susesine Ufirmakle bosaldilir. Qan sinaq sisasinden yenidan sorulur va yenidan
bosaldilir. Bunu Ug¢ dafe tokrar etmali (pipetka bu yolla yuyulur). Yuxaridaki gayda Uzre ikinci
sinaq sigasine da 0,1 ml gan géturilir. Sonra spirtle isladilmis pambigla barmagq silinir. Ug ve
doérdlnci sinaq stsaleri kontrol kimi galir.

3. Bltln doérd adad sinaq slsesi U¢ dagige muddeatine su hamamina yerlasdirilir. Bir
azdan zulal ¢okur. Cokuntuna filtratdan ayirmaq ugun dord kicik kimyavi stekani némralayib har
birina igerisina su ile yuyulmus pambiq yerlesdiriimis qif qoyulur, har sinaq slsesinda olan
garisig muvafiq ndmrali stekanlara stzuldr. Sinaq sussleri ve muvafiq qiflar iki defe 3 ml su ile
yaxalanib qifdan stzdlur. Batin stakanlarda filtrat seffaf oldugda pambiglar qiflardan gixarilhr.

4. Her stokana pipetka ile 2 ml gqirmizi gan duzu alave edib onlari 15 daqige muddatina
gaynar su hamamina yerlesdirirlor. 15 dagigaeden sonra stakanlar avval havada, sonra suda
soyudulur.

Hor stekana pipetka ile 3 ml Gg¢gat mehlul ve 2 ml sirke tursusu alava edilir. Bununla J,
ayrilir vo mahlul sari renge boyannr. Bu zaman amals galmis sari gan duzu muhitden ¢ixariimis
olur. Hamginin KJ-da olan va reaksiyaya daxil olmayan qirmizi gan duzuna ekvivalent migdarda
sorbeast J, KJ-dan sixisdirilib ¢ixariimis olur.

5. Mikroburetkani hiposulfitle doldurub stakanlardan biri sari rang itena qoedar titrlanir.
Sonra stekana bir damla nisasta slava etdikde mahlul J;ila géy renga boyanir. Géy rang amale
golerso titrlemani davam etdirirlor. Bu zaman stoekani ag fonda qoymagq lazimdir. Nisasta slave
etmazdon ovvel ve sonra sarf olunan hiposulfitin Gmumi migdarini geyd edib ikinci stakani
titrlayirik. Alinan regamlarden istifade edarek hesablama aparilir. Bir ve ikinci stekana birlikde
sorf olunan hiposulfitin orta giymati ve eyni ile l¢ ve dordincl stekana sarf olunan hiposulfitin
orta giymatini tapib sekarin giymati cedvalinden hesablanir. Tutaq ki, tacriiba variantina (gan
olan variantlara) serf olunan hiposulfitin orta giymati 1,34 ml-dir (1,3+0,04) yoxlama variantininki
ise 1,98-dir (1,9+0,08).



Hipo-
sulfit
Hiposulfitin miqdari, ml-le
miqg- 1
dari, 100
ml-la
0,0 0,000 |00 {0,0{00 |00 |0,0]00 |00
0 |1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9
00 |38 |38 |37 |37 |37 |37 |36 |36 |36 |35
0,1 5 2 9 6 3 0 7 4 1 8
02 |35 |35 |35 [34 |34 |34 |34 |33 |33 |38
03 |5 |2 |0 |8 [5 |3 |1 |8 (6 |3
04 |33 32|32 |32 |32 |32 |31 |31 |31 |31
’ 1 19 |7 |5 |3 |1 [8 |6 |4 |2
0.5 131 130 |30 |30 |30 |30 |20 |28 |29 |29
06 o |8 |8 |4 |2 |o |8 |6 |4 |2
07 |29 |28 |38 |28 |23 |28 |27 |27 |27 |27
08 |o |8 |5 |4 |2 |o |8 |6 |4 |2
09 |27 |26 |26 |26 |26 |26 |25 |25 |25 |25
10 |0 |8 |6 |4 |2 |o |9 |7 |5 |3
1.1 25 |24 |21 |21 |24 |24 |24 |23 |23 |23
12 1 19 |7 |5 |3 |1 |0 |8 |6 |4
13 |23 |23 |22 |22 |22 |22 |22 |21 |21 |21
” 2 |o |8 |6 |4 |2 [1 |9 |7 |5
(s |21 |21 20 |20 |20 |20 |20 |20 |19 |19
- 3 |1 |9 |8 |6 |4 |2 |o |9 |7
1.6 149 |19 |19 |19 |18 |18 |18 |18 |18 |17
1,7 5 |3 |1 |0 |8 |6 [4 |2 [1 |9
1,8 17 |17 |17 |17 |17 |16 |16 |16 |16 |16
19 |7 |5 |3 |2 |o |8 |6 |4 [3 |1
15 |15 [15 |15 |15 |15 [14 |14 |14 |14
9 |7 |5 |4 |2 |o |8 |6 |5 |3
14 (13 [13 [13 [13 [13 [13 |12 [12 |12
1 |9 |8 |6 |4 |2 [1 |9 |7 |5
12 112 [12 |11 |11 |11 |11 |11 |11 |10
4 2 0 9 7 5 3 93 |0 8
10 {10 |10 |10 {99 |97 |95 |75 |92 |90
6 |4 |2 (1 |81 |79 |77 |57 |74 |72
88 |86 |84 |83 |61 |61 |59 |39 |56 |54
70 |68 |66 |65 |45 |43 |41 |00 |38 |36
52 |50 |48 |47 |27 |25 |24 |5 |20 |19
34 (32 [31 |29 |10 |8 7 3 2
17 |15 |14 |12

Cadval 9



Cadvalden 1,3 va 0,04 saquli satirlerinin kesisma noqgtasinds 117 raqamini tapiriq, yeni 117 mq
% kontrol variant Ugln giymat tapilir. Tacribadan kontrol variantin giymatini ¢ixib sekarin
giymatini tapiriq (117-3 = 114 mq/%).

is 68
BERTRAN USULU
(MAKEN-SOORLA GOR® MODIFIKASIYA)

Bertran ¢oki Usulu ile sekarlarin miqdarca teyini seker nimunasini Feling mayesi ila
gaynadarkan mis-1 oksidin (Cu,O) emala galmasi ve hamin ¢okintinin ¢akisinin miayyan
edilmasine asaslanir. Aldozalarin Feling reaktivi ilo oksidlasma reaksiyasi asagidaki sxemla
gedir.

COONa COONa
| |
HCOH HC-0
| + Cu(OH), \ Cu +2H,0
HCOH HC-0
| |
COOK COOH
COONa 0 COONa
\ C \/ COOH |
HC-0 | “H \ HCOH
2 Cu+ (CHOH), — (CHOH), +2 | + Cu,0
HC-0 "~ | | HCOH
\ CH,OH CH,OH |
COOK COOK

Sokerleri toeyin ederken emala gealon mis oksidi, havanin oksigeni ila asanligla
oksidlasdiyinden Bertran Usulunun qaydalarinin azaciq gdézlenilmamasi sahv naticelare sebab
olur. Ona gore da hal-hazirda sekarlari miqdarca tayin etmak Uglin Maken ve Soorlun iglayib
hazirladiglar daha deaqiq ve sade hacmi analiz Usulu tetbiq edilir. Bu Usulda terkibinde misin
migdari daqgiq malum olan Feling mayesindan istifads edilerak yodometrik Gsulla teyin olunmus
sorf olunmayan misin migdarina asasen reduksiya olunmus misin migdari hesablanir.

Maken va Soorl Usulu seraiti glikoza, fruktoza, invert saker (saxaroza), laktoza, maltoza,
galaktoza, pentoza, arabinoza, ksiloza ve ramnoza Ug¢un eynidir.

Reaktivloar:

1. Terkibinde 34,64 q kristallik mis sulfat olan 500 ml hacmda su mahlulu.

2. Terkibinda 173 g seqnet duzu ve 50 g NaOH olan 500 ml hacminda su mahlulu.
isin gedisi

250 ml-lik odadavamli konusvari kolbaya pipetka ile 10 ml 1-ci, sonra 2-ci mahluldan 10 ml
tokub Uzarine tarkibinde 100 mg-dan ¢ox tayin olunacaq maddasi olmayan har hansi bir madde
vo ya sokar 50 ml-a catana gadar distille suyu alave edirik. Mahlul elektroplite va ya qaz lzerina
yerlasdirilmis asbest 16vha Uzerine qoyulur. Lovhade diametri 6 sm-a yaxin daira ¢akilir. Qarisiq
U¢ daqige erzinda qizdirihb daqiq 2 daqiqe aramla gaynadilir ki, kolbada olan mahlulun hacmi
azalmasin. Bunun tg¢un kolbanin agzina kicik qif goymagq olar.



Qaynatma qurtardigdan sonra kolba soyuq su ile 25°C-ya qader soyudulur ve lzarina 10
ml suda ve 10 ml 25%-li sulfat tursusunda (1 hacm tursu, 6 hacm su) 3 q kalium yodid hall
edilmis qarisiq alave edilir (comi 20 ml). Yuxaridaki qarisigdan hamin nisbatde nimunalarin
sayina muivafiq hazirlamagq olar. Qarisiq alava edilan kimi aramsiz garisdira-garisdira kolbadaki
mahlulu 0,1 N Na;S;0s-le (natrium tiosulfit) gahvayi reng sariya kegana qoader titraloyirik.
Kolbaya 10 ml 0,5-11%-li nisasta tokub darhal titrlemani gy reng tam itena gedar davam
etdiririk. Mahlulun rangi mis yodide maxsus sarimtil (krem rongi) qalir.

Tamamile eyni gayda Uzra lakin sakarsiz kontrol tecriibasi aparilir. Yoxlamaya sarf olunan
natrium tiosulfitin migdarindan (ml) birinci tecriiba variantina serf olunan Na,S,0; ¢ixilir. Alinan
naticaya asasan asagidaki cedvelden sakerin miqgdari hesablanir (cedval 10). Saxarozanin
migdarini teyin etmak UGg¢lin mahlul svvalca inversiyaya ugradilir. Bunun dGg¢ln 5 g sakar, 50 ml
HCI-da hall edilir (5%). Mahlul 30 daqige gaynar su hamaminda qizdirilir. Soyuduldugdan sonra
1 ml 1 N NaOH-la neytrallasdirib 500 ml-s gadar qatihdi azaldilir. Sonra lazimi migdar mahlul
g6turab yuxaridaki qayda Gzrs analiz edirik. Alinan natice Umumi hacma hesablanir.

Cadvalde har vertikal siranin saginda (qlikozadan baslayaraq) ikinci sira regamler
verilmisdir. Bu ragamlardan serf olunan natrium tiosulfitin ml-le migdari geyri tam (kasrli) adad
olduqda istifade edilir.

Masalen, glikoza mshluluna titirlema zamani 3,5 ml Na,S;0; sorf edilmisdir. Onda
glikozanin miqdari bele hesablanir: 3 ml Na.S,0; 19,1 mq misa va ya 9,4 ml glikozaya uygun
golir. 9,4-den sonra sagda 3,2 yazilmisdir, ferg 0,5 gadardir. Bu zaman

glikozanin miqdari mq olur.

=94 32 =11
2

Alinan cavab kolbaya gétirilmis nimunada olan sakerin migdaridir. Bu migdara asasan
Umumi ¢gakiye, hacma va s. gora sakari %-la hesablamagq olar.

iS 69
SOKORLARIN MIKROKIMYaVI
USULLA TaYINI

Soker molekullari peryodat-ionla oksidlesarek qarisqa tursusu emale gatirir. Alinan
tursunu titrlemak olar.

Reaktivlor:

1. Monosaxarid (sokar)
2. 0,25 N NaJO,

3. Etilenqlikol

4. 0,01 N NaON

isin gedigi

Hamar, susa tixaci olan 6lglsl 22%3 sm-lik sinaq stsasina 0,2-3 mq sekar goéturib onu 5
ml suda hall etdikden sonra 0,25 N NaJO:-lo oksidlesdiririk (beloe mahlulun 1 ml-i 3,9 mq sokeri
oksidlasdirir).



C 7°
| “H

(CHOH), + 5JO, — 5HCOOH + HCHO + 5JO;
|

CH,OH

Alinan qgarisiq 100xC-de 20-40 deqiga qizdirilir. Soyutdugdan sonra sinaq susasina 0,2
ml NaOH Uzerinde qovulmus etilenglikol tokurik (peryodatin artigini pargalamaq tGgun).

Mahlul girmizi metil indikatorunun istiraki ile 0,01 N NaOH-la titrlenir. Titirlemanin
naticesine esasen sakerin pentoza, metilpentoza, aldoheksoza, 2-ketoheksoza siniflerine aid
olmasi muiayyan edilir. 1 mol. oksidlesen monosakera pentoza ve metilpentozalar 4 mol.,
aldoheksozalar - 5 mol, fruktoza ve sorboza 3 mol. garisga tursusu emala gatirir.

iS 70
VILSTETTER V® SEDER USULU IL®
ALDOZALARIN MIQDARCA TaYINI

Usul hipoyoditin gslevi mahlulun kémayile aldozalarin aldon turgularina gevrilmasine
asaslanir.

o
C</ COONa
| “H I

(H-C—OH), +J,+3NaOH — (H- C| —OH), + 2NaJ +2H,0
|

CH,OH CH,OH

Reaktivlor:

1%-li aldoza mahluluc
0,1 N J,

0,1 N NaOH

1N H.SO,

0,1 N NazS,03

aobrON =

isin gedisgi

Tixach 250 ml-lik kolbaya tarkibinde 1°-den ¢ox aldoza olmayan 10 ml sakar, 25 ml 0,1 N J,
garisdira-garisdira 30 ml 0,1 N NaOH tokulur. Kolbani baglayib 10-15 daqige saxladigdan sonra
4 ml 1 N HySOs-le mahlul tursulasdirilir. Ayrilan J.-ni 0,1 N Na,S;0s-la nisastanin istiraki ile
titrloyirik. Aldozanin miqdari (ve ya aldehid qrupuna ekvivalent miqdar) slave olunan yodla
(bizim misalda 0,1 N 25 ml J;) ayrilan Jo-nin (titlemaya esasan) fargine gbre hesablanir.
Qelavinin artigi cox deyilsa oksidlasmaya daqiq 2 g- ekvivalent J, sarf olunur.



Bu Usulla mixtelif aldozalarin migdarini tez teyin etmak olar. Mahlulda saxaroza ve
fruktozanin olmasi aldozanin teyin olunmasina mane olur. Analizin daqigliyine geyri-Uzvi duzlar
coxatomlu spirtler tesir gdstermirlar.

is 71
SOKORLORIN XROMATOQRAFIYASI
(Analitik Gsullar)

Muxtslif sekerlerin tadqiqi ve sintezi xromatografiyanin tetbiginden sonra genis inkisaf
etmaya baslamisdir.

Asagida tesvir edacayimiz kagiz ve nazik tebeqeli xromotoqrafiya Usullari alinan
maddalerin temizliyini askar etmak ve sakar formalarini muayyenlasdirmak Uc¢ln analitik
kimyada istifade ounan muasir tsullardir.

Sekorlorin kagiz (izerinde xromatoqrafiyasi

Bu Usulda kagiz sellilozada adsorbsiya olunmus geyri mitaherrik faza - suyun dasliyicisi
vazifesini gorur. Muteharrik faza sifatile su ile Uizvi halledicilarin qarisiglari istifada olunur. Saker-
larin ayrilmasi G¢un asagidaki hallediciler tatbiq edilir:

1. Butanol sirka tursusu : su (4:1:5)
. Butantol : etanol : su (45:5:50)

. Su ile doydurulmus fenol

. Su ile doydurulmus butanol

. Piridin : amil spirti : su (35:35:30)
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. Butonal : piridin : su (5:4:3)

7. Etilsirka tursusu : sirks tursusu : su (3:1:3)
8. Etilsirke turgusu : piridin : su (4:2:4)

9. Butonal : etanol : su (4:1:1)

10. Butonal : sirka turgusu : su(4:1:1)

Bazi halledicilarin hazirlanmasi tGsullari.

Butanol : sirke tursusu : su (4:1:5). Bu haelledici yuxariya dogru herakst edan
xromatografiya Ugin tetbig edilir. Halledicini 1,5 litrlik boélict qifda 400 ml n-butanol, 100 ml
buzlu sirke tursusu ve 500 ml distille suyunu yaxsi qarigsdirmagla hazirlayirlar. Bir qader
kecdikden sonra qarisiq 2 fazaya ayrilir ki, fazanin asagi qati kenara bosaldilir. Qalan halledici
bulandigda qifa seffaf reng alinana geder damla-damla sirka tursusu slave etmak lazimdir.
Mahlul ¢ox saxlandigda qifin dibinds su tebaqgasi emals galir ki, onu da bosaltmagq lazimdir.

Etil sirka tursusu : piridin : su (4:2:4). Bolicu qgifda 200 ml etilsirka tursusu, 100 ml
piridin va 200 ml distille edilmis su yaxsica qarisdirihr. Tebagaler ayrildigdan sonra asagi



tebage bosaldilir. Yuxari tebags ise asagiya dogru harakst edan xromatografiya Ugin tatbiq
edilir.

Kagiz. Sakerleri ayirmaq Ggln adsten 1 ve 2 ndmrali xromatoqrafiya kadizi tetbiq edilir.
Dizgln amealiyyat aparmaq Ugun goturilmus kagizda kapilyarlarin veziyyastini teyin etmak
lazimdir. Bunun dg¢un kagizin kanarlarindan baslayaraq garsiligl perpendikulyar istiqamatda eni
4 mm, uzunlugu 70-75 mm zolaq kesilir. ©ger kapilyarlar zolagin uzunluguna, yeni
perpendikulyar vaziyyatde yerlagsmissa kanarindan tutulmus zolaq 6z agirligi naticasinda ayilmir.
Kapilyar horizontal vaziyyatde olduqda zolaq qévs saklinds ayilir.

Xromatografiya zamani maddenin asas saciyyavi xususiyyati matsharriklik emsali Redir.
R¢ maddanin kecdiyi yolun halledicinin kecdiyi yola nisbatini ifade edir. Mutsharriklik amsali,
sokarlarin qurulusu, halledicinin terkibi, kagizin keyfiyyati, muhitin temperaturu ve diger
amillardan asilidir. Muxtslif sekerler G¢lin Rr giymaeti asagidaki cadvelds verilir.

Cadval 11
Muxtslif qatisiglarda monozalar tg¢in Rf-in giymatlari
Qatisiqglar

Mono- etilsirka t: su : butanol : sirke
sokarlar : piridin : su tursusu : su

(2:1:2) (4:1:5)
arabinoza 0,23 0,56
ksiloza 0,28 0,76
riboza 0,33 0,84
ramnoza 0,36 1,0
galaktoza 0,175 0,41
qlukoza 0,195 0,49
mannoza 0,24 0,62
fruktoza 0,24 0,62

Ramnoza ugln 0,37-ya beraber R; vahid gabul edilmisdir. Yarimspirtlar Ggun propanol :
etilsirke tursusu : su (7:1:2) qarnisigi tetbiq edildikde R; 0,11 (inozit), 0,31 (sorbit, dulsit), 0,44
(arabit), 0,34 (mannit), 0,58 (qgliserin) olur. Bir &lclli yuxariya dogru herakset edan
xromatogramma almaq dgin kapilyarlari vertikal veziyystds yerlasmis uzunlugu 40-50 sm olan
xdsusi kagiz goéturilar. Kagizin eni onun Uzarina yerlasdirilmis nimunalarin sayindan asilidir.
Kagizin kenarindan ensiz hissa boyu bir-birinden 2,5-3 sm arali gara karandasla (kimyavi
karandas olmaz) baglangic (start) xatti ¢akilir. Xromatografiya Uc¢ln baslangic xatt Gzarina
gatiligr 0,1-1% olan 0,01 ml sekar mahlulu kapilyar pipetka ile 1 damla yerlesdirilir. Sekar 50-
80% -li etanolda hazirlanir. Damla lekasinin diametri 5-6 mm-dan ¢ox olmamalidir. Lakalar
arasindaki masafe 2-3 sm olur. Bu emsaliyyatdan sonra kagiz qurudulur. Sonra kagiz dibinda
halledici olan (masalen, 60 ml butanol - sirke turgusu - su 40:10:50 nisbatinde) hermetik bagli
gaba yerlosdirilir. Bu zaman zolag gabin divarlarina deymemali va ucu damcilar yerlesan
xattden asagi hsllediciya salinmalidir. Kagizin kenarina qgadar halledicinin qalxmasina yol



vermak olmaz. Proses adaten 15-20 saat davam edir. Sonra kagiz zoladi gabdan gixarilib
qurudulur va sakaerler askar edilir.

Asagl dogru harakst eden xromatogramma almaq Ug¢ln kadiz zolagini horizontal
vaziyyatda yerloasmis kapilyarlar boyu uzununa kasmak lazimdir. NUmunalar Uzarine kenardan
10 sm masafada yerlosdirilir. Kagizin asagdi hissesi halledicinin axmasi tgln discikler seklinde
kasilir (gokil 7).
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Sekil 7

iri 8lgult stse silindr igarisine kicik basqga silindr yerlosdirib lizerine halledicisi olan Petri
gablari qoyulur. Qabin igerisine mahlula ensiz kasikli uclari olan kagiz salib Gzarine saat slusesi
yerlosdirilir (kagizin dismamasi Gg¢ln). NUmuna nisani qoyulmus noégteler hallediciye
gatmamalidir. iri silindrin dibine igerisinde halledici olan stekanlar yerlagdirilir. 1 némrali kagizda
xromatoqrafiya 30-40 saat davam edir. Sonra kagiz qurudulur va muayyen Usulla tedqgiq olunan
maddaler agkar edilir.

Mdirekkab birlesmaleri fraksiyalara ayirmaq ucgln eyni kadiz zolagina analiz olunan
garisigda tapilacagi giman edilan maddsler (misayyanlesdirici maddaler) damci vasitesile
yerlagdirilir. MUayyanlasdirici (basqa sbézle, bu maddsler “sahidler” da adlanir) tadqiq olunan
madda Iakalarinin har iki tarefindan ¢ixis xatti Gzarine damci vasitasils yerlasdirmak maslahatdir.
Bazi hallarda mirekkab madda ¢etin ayrilirsa xromatoqrafiya emaliyyati tekrarlanir. Bunun tgin
birinci emaliyyatdan sonra kagiz qurudulur (maddsler agkar edilmadan), ikinci defe
xromatografiya emaliyyati aparilir va yalniz bundan sonra sokarlar askar edilir.

Reduksiyaedici ve reduksiya etmoayan karbohidratlar
tictin tmumi askarediciler

Ammonium molibdenat: 3 ml gati xlorid tursusu Gzerine qarisdira-qarigsdira 20 ml 10%-li
ammonium molibidenat slave etmakle reaktiv hazirlanir. Sonra reaktive 5 ¢ ammonium xlorid
tokaldr. 70%C-de 20 dagige muddatda qurudulur, naticeds ag fonda abi lakaler alinir.

Sekerlerin qurgusun tetraasetatla askar edilmasi

Benzolda 1 q qurgusun tetraasetat hall edilir. Lazim galdikde mahlul feallagdiriimis agac
komirl vasitesile ksilol, sonra ise hazirlanmis mahlulla cilenir. Bir negca dagigedan sonra
gahvaeyi fonda ag lekaler amale galir.

KMnO,; — NaJO, vasitasile askar edilma.

2°-li NadJO4 va 2%-li natrium karbonatin suda mahlulunda 1%-li KMnO, hazirlayib is
zamani mahlullar (4:1) nisbatinde (KMnO,— 1 hacm, NaJO. — 4 hacm) qarisdirilir. Cilandikden
sonra kagiz otaq tempraturunda 10-15 deaqiqe saxlanilir. Naticada sokarlarin sari-yasil lekalari
amala galir.



Reduksiyaedici gekorlor liglin imumi agkaredicilor

Gumius nitratin amonyakli mahlulu. 5%-li gimls nitrat Gzerine damla-damla qati
NH,OH emala gslen ¢okiuntl hall olana qadar slave edilir. Mahlulu daim is zamani teze
hazirlayib isin sonunda artigini tullamaq lazimdir. ©ks halda mahlul uzun muddst galdigda
partlayici fulminatlar emale gals bilar. Yuxaridaki qarisigla xromatoqrami gileyib kagizi quruducu
skafda 100-110°C-da 10-15 dagiqe saxlayirlar. Naticede zsif gahvayi fonda tind lekalar emala
galir.

Gimiis nitrat vo NaOH mahlulu. Xromatogrammani askar etmak lclin 2 mahlul
hazirlanir:

1 mahlul - 20 ml asetona 0,1 ml gumusun suda doymus msahlulu tékub tzarine hall olana
gader damla-damla su slave edilir.

2 mahlul - 4 ml suda 2 g NaOH hall edilmis mahluluna 100 ml etanol alava edilir.

Qurudulmus xromatogramma birinci mahluldan celd kegirilorek qurudulur va ikinci
mahlulla ¢ilanir. Barpa olunma qurtardiqgdan sonra gismen nam xromatogrammani 15 daqiga
muddatina 15%-li hiposulfit mahluluna salmagla gumus nitratin artigi ¢ixarilir. Sonra axar suda 1
saat muddatinde xromatogramma yuyulur. ®mala galan gehveyi ve ya qgara lekalarin aydin
olmasi dg¢in xromatogrammani H,S mahluluna salmaq olar. Bu usul hamgcinin poliollari
misahide etmak lgln da yarayir.

Trifeniltetrazolxlorid. Usul trifeniltetrazolxloridin rengsiz duzunun rengli hall olmayan
formazana qader asagidaki tenlik Gzra reduksiya olunmasina asaslanir.

N-N-ph oy _N=NHph
7 ph—C\/ + HCL
“N=NZph

ph-C
N =N ph

CL

Har giin 1 N HCI-da tazs 0,5-2%-li trifeniltetrazolxlorid mahlulu hazirlanir. Xromatogramma
cilenir, 5 daqige muddatinds ga-ranligda 100%C-da qizdirilir. Trifeniltetrazolxloridin artigi suda
coxlu yumagla kanar edilir. ®mala gelan rang piridin vasitesile ekstrak-siya olunub intensivliyi
490 nm-da o6lcullr (spektrofotometrda).

Anilinftalat. Su ile doydurulmus 100 ml etanol ve ya butanolda 1,66 q ftal tursusu ve 0,93
g qovulmus anilin hall edilir. Alinmis mahlulla xromatogramma ¢ilanir, 20 daqige arzinds 100°C-
da qizdirilir, naticede aldopentozalar parlag albali-qirmizi, aldoheksozalar ise qirmizi-qgehvayi
rong amale gatirirlor. Reaktiv, ketozalara nisbaten aldozalar Ggin daha hassasdir.

Miixtalif siniflere maxsus sekarloar (i¢lin askarediciler

Rezorsin niimunasi. Etanolda hall edilmis 1°-li rezorsinin 10 ml-i Gzarine 90 ml 2 N HCI
alave edib qarisdiririg. Xromatogramma alinan msahlulla gilenib 85-90%C-de 10 daqiga
qurudulur. Cshray! fonda ksiloza ve arabinoza - gdy, ramnoza - sari, gqalaktoza, qlikoza,
mannoza - boz reng verir.

Anizidin nimunasi. 2 ml gati sulfat tursusuna 0,5 q p-anizidin alava edib 50 ml spirtle
garisdiririg. Alinan qarisigla xromato-grammani ¢ilayib, 3-5 daqige arzinds 95°C-de qizdiririq.
Bu zaman aldopentozalar - tiind gsehvayi, aldoheksozalar - zaif gahvayi, uron tursulari - qirmizi,
heksulozalar - sari limon rengi verir.



° . naftilamin ve demir ionu (Fe*) niimunasi. 50 ml 95B-li etanolda 100 mq % -
naftilamin hall edib Gzarine 50 ml butanol, 0,4 ml 3,8 N HCI va 1 damla 10B-li demir sulfat slave
edilir. Xromatogrammani ¢ilayib, 10 daqige 160-170%C-ds quruduruq. Fruktoza sari, sari-
¢ohrayi, pentozalar - ¢ahrayil-qirmizi, metilpentozalar - zaif sari, heksozalar - agiq gahvayi reng
verir.

p-dimetilaminobenzaldehid nimunasi. 1°-li p-dimetilaminobenzaldehid (etanolda) gati
HCl-da 4:1 nisbatinde qarisdirilir. Alinan qarisigla xromatogramma c¢ilanir va 30 saniye
muddatinda 90%C-da qizdirilir. Dezoksigakarlar ve glikanlar gdy ve ya boz renga boyanir.
Qlikanlar adatan avvalce ¢ahrayi rang verir.

Hidroksilamin niimunasi. 1 N hidroksilamin (turs xassali) metil spirtinde va 1,1 N KOH-
In, hamginin metil spirtinde mahlullarin baraber hacmda gqgarigdirib hamin garisigla
xromatogrammi ¢ileyir ve havada 10 daqigs arzinde qurutdugdan sonra tarkibinde 1° FeCl; va
1% HCI olan qarisigla yenidan gilayirik.

9ger madds serbast tursu halinda olarsa amale gelmazdan avval onu eterifikasiya edirlor.
Bunun Ugun igerisine diazometanin efir mahlulu qoyulmus bagl gabda xromatogramma alinir.
Metil efiri 10-15 daqige erzinde amalsa galir. Laktonlar aldon ve uron tursularinin efirlari goy ve
ya al lakalar amala gatirir.

Orsin niimunasi. Su il doymus 100 ml butil spirtinde 0,5 q orsin (3,5 dioksitoluol) ve 15
q 3-xlorsirka tursusu hall edilir. Reaktiv soyuducuda 1 sutka qala bilar. Xromatogramma alinan
mahlulla gilenib 20 daqige erzinde 105%C-de qurudulur. Heptulozalar - goy, pentulozalar gdy-
yaslil, heksulozalar sari rang amala gaetirir. Aldoheksozalar, uron tursulari ve oksiturgular reng
vermir.

Anilintigxlorsirke tursusu niimunasi. 8,5 N 3-xlorsirka tursusunun suda mahlulundan
32 ml va 50 ml soyudulmus mibbi spirt goétarib qarisdirir va mahlulu buz tzarine yerlasdirib
Uzarine 8 ml soyudulmus rengsiz anilin alava edirik. Qarigigi 100 ml soyudulmus tibbi spirtle
garisdiririg. Alinan mahlulla xromatogramma cilendikda sekarlar rengli lakalar emale gatirir.
Poliollar isa reng vermir. Nimuna poliollari ayirmagq tgun istifada edilir.

is 72
SOKORLORIN NAZIK QATLI
XROMATOQRAFIYASI

Son iller erzinde N.K.Kocetkov ve amakdaslari terafinden taklif olunan bu uUsullar
sokarlarin kimyasinin éyrenilmasinda genis toetbiqg edilir.

Xromatografiya uzunlugu 20 sm olan kanarlari hamarlanmig stise I6vha Uzarinda aparilir.
Lévha Uzerine dérd gat masamali kaprondan slanmis 1 mm qalinliginda aliminium oksidi ¢akilir.
Hamar tebaga (qat) almaq Ugln Uzerlarina lazimi galinligi olan rezin halqa kegirilmis stise boru
v ya lévhaden istifads edilir (sakil 8).



Sokil 8

Xromatoqgrafiya tGg¢lin Brokmana goérs ikinci deracali aktivliiya malik olan aliminium
oksidinden istifada olunur. Maddae |6vha Uzerine asagdi kenarlarindan 3-4 sm, bir-birinden 1,5-2
sm araln vaziyyatda yerlosdirilir. Xromatoqrafiya amsaliyyatini yuxari dogru haraket etma Usulu
ile apaririq. Bunun Uglin hermetik kamerada I6vha 15-20° bucaq altinda qoyulur: halledici bila-
vasito kameraya tokulo bilar ve ya Petri gabinda yerlosdirile bilar (sakil 9).

Sekil 9

Xromatografiya amaliyyati texminan 20 daqiga ¢akir. Sonra pulverizatorun kémayi ila
I6vha qati H.SOs-le gilenib infraqirmizi lampa ile qizdinlir. Aliminium oksidin agiq fonunda
kémurlanmis sakerlerin tiind lakaleri emala galir. Bu Gsulun daqigliyi 10 mkg-a barabardir.

is Uclin asagndaki hallediciler istifads olunur:

A. Petrolein efiri : benzol (1:1)
B. Benzol
C. Xloroform

C. Xloroform : metanol (19:1)
D. Xloroform : etanol (49:1)

E. Benzol : xloroform (2:3)
9. Benzol : metanol (9:1)

F. Etilsirka tursusu

G. Xloroform : metanol (1:1)



Hidroksil gruplari tamamile avez edilmis sekarlar tGg¢lin A ve B halledicileri tetbiq edilir.
Tarkibinds bir (OH) grupu olan sakerler tgun C, C, D, E, 9, 2 ve ¢ox hidroksili olan sekarlar
Ucltin ise C, G, F, G halledicileri tatbiq edilir. Hidroksillari tamam aveaz edilmis ° formalar lgln B,
C, C, D, merkaptanlar tgtin A, B, C halledicileri tetbiq edilir.

Serbast (OH) qrupu olan sakerler ve téraemsaleri Ugln xromatografiya emsaliyyatinda
asagndaki halledicilar sistemi isladilir.

1. Etilsirke : n:propanol : su (10:2:1),
2, Etilsirke : n:propanol : su (20:7:4),
3. Etilsirke : n:propanol : su (10:5:3).

Askaredici - qati sulfat turgusudur.

Selliiloza (izerinds nazik qatli xromatoqrafiya

Ovvalce selliloza tozu hazirlanir. Bunun Gglin 800 g pambiq sellilozu tibbi etanolda
hazirlanmig 5 1 10 %-li HCI meahlulunda 20-25 dagiga gaynadilir, avvalce su il sonra metanolla
yuyulub havada qurudulur.

Alinmig selllloz porogokundan 5 g géturtb, 0,3 q gips ve 15 ml su ile garisdirib pasta
hazirlanir. Ahinmig pasta 6lgclist 13x18 sm olan sligse I6vha Uzerina ¢okilib 5-10 saat erzinds
otaq temperaturunda ve 45 dagige - 104-106°C qurudulur. Bels tabags gilema zamani tokilmdir.
Rf-in kenarlanmasi 5 %-den ¢ox deyildir.

Asagidaki hallediciler sistemi tatbiq edilir:

Tret-butanol : n-propanol : su (8:2:3)
Tret-butanol : etilsirks : su (6:13:3)
Flior-butanol : etilsirks : su (8:12:3)
Propanol : 2-etilsirka : su (25:65:11)
n-butanol : piridin : su (7:2:1)
Aseton : butanol : su (7:2:1)
7. Propanol : etilsirka : su (15:2:3)
Coxatomlu spirtlerin garisigl yuxaridaki sistemlerds ve asagidakilarda yaxsi ayrilirlar:

oaklrLON=

1.  n-butanol : 25 %-li NH,OH : su (15:1:2)
2.  n-butanol : piridin : su (6:4:3)
3.  n-butanol : etanol 25 %-li : NH,OH : su (8:3:1:8).
Aldozalari askar etmak Ug¢tin: 1.Anilinftalat. 2.Anilin-difenilaminfosfor tursusu isladilir.

Silikagel tizerinde nazik qatli xromatoqrafiya

KSK (150-200 Mes) markal silinkagelin 6 g-in 0,35 q gips ve 15 ml su ile garisdirilaraq
pasta hazirlanir. Pasta siuse I6vhaya surtlilib 6-12 saat havada (otaq temperaturunda) ve 40
daqige 104-106°C-ds qurudulur.

Ayirma amaliyyatini agagidaki hallediciler sisteminda aparirlar:

1.  Metanol : xloroform (1:9)
2. Etanol : su (95:5)
3. Etanol : ammonyak : su (15:1:3)



1-ci sistem coxatomlu spirtleri, 2-ci ve 3-cll ise mono- ve disaxaridleri, hamginin
polioksitursulari ayirmagq tgin tatbiq edilir.

Askaredici kimi kagiz xromatografiyasinda tatbiq edilan reagentlar:

1. AgNOs-un ammonyakli mahlulu
2. Kalium permanganat : natrium-peryodat
3. Qurdusun tetrasetat (sonradan rozanilinls islanmis)
4. Kalium peryodat benzidinla (geyds bax)
QEYD: Xromatogramma metaperiodatin suda mahlulu ile iglenir. 6 daqgige saxladigdan
sonra 0,1 M benzidinin 50 %-li metanol : aseton : 0,2 N HCI qarnigiginda (10:2:1) islanilir.

Serbast a-qglikol gruplari birlesmalar xromatogrammada gy fonda ag lekaler amale gatirir.

Sekorlorin gips lizerinds nazik qatli
xromatoqrafiyasi

Cini havengda 10 q kdézardilmis kalsium sulfat ve 20 ml distille edilmis su 5-7 daqiga
arzinde homogen kitle alinana qadar azilir. Alinan pasta 6x18 sm 6lglll sise I6vhaya nazik
gatla sdrtdlur ve otaq temperaturunda 20 saat qurudulur. Bu yolla alinmis gips tebaqgasi
mdhkam olur.

Monosgakerler Gglin xloroform : metanol (19:2), xloroform : metanol (19:3), disaxaridler
Uclin xloroform-metanol (19:5) garisiglari tetbiq edilir.

Siuni yolla hazirlanmis sekar qarisiglari gips lévhalerinde yaxsi ayrilir. Bunun Ggln
sokarlarin spirtda 1%-li mahlullarini 1:1 nisbatinds qarisdirmaq olar.

D-qglikoza : L-ramnoza
L-arabinoza : D-qalaktoza
D-arabinoza : D-qalaktoza
L-ramnoza : D-mannoza

Qarisiglari xloroform : metanol (19:2) halledicisi ile ayirib natrium metaperiodat ve kalium
permanganatin galavi mahlullari vasitesile askar edirlor.

10 ml 2 %-li natrium karbonatin suda mahluluna 40 ml 2%-li natrium metaperyodat tékib
alinan qarigigda 0,5 g kalium permanganat hall edilir. Cilondikdan sonra xromatogramma otaq
temperaturunda 15-20 dagiqe arzinde saxlanilir. Naticede sari fonda sade sokarlarin sari
lakalori amala galir.

Il BOLM®Y® AID SUALLAR

1. Murakkab maddsalerin terkibindeki karbohidratlari hansi reaksiya ile askar etmak olar?
Reaksiyanin tonliyini yazin.

2. Sekarlerin reduksiyaetma qabiliyyati ne demakdir?

3. Hansi gakarler reduksiyaetma qabiliyystine malikdirlar ve na tglin?

4. Trommer sinaginin mahiyyati naden ibaratdir?

5. Segnet duzu va Feling mayelarinin istiraki ile sade sakarlerin reduksiyaetma tonliyini yazin.



24,
25.
26.
27.

28.
29.
30.
31.

32.
33.

Hansi reaksiya ile monosakarleri disaxaridlarden ayirmaq olar?

Nilander ve gumus guizgu reaksiyalarinin tanliyini yazin.

Selivanov reaksiyasi hansi sakarlor Gglin xarakterikdir? Bu reaksiyanin tenliyini yazin.
Pentozalara aid hansi xarakterik reaksiyalari bilirsiniz?

. Na U¢lin saxaroza reduksiya etmir? inversiya noe demakdir?
. Hansi reaksiya yalniz monogakarlar Ugun xarakterikdir?
. Sekerlerin galavi ve téramalarinin turg mihitde kondensa reaksiyalarina misal géstarin.

Tollens va dinitrobenzolda reaksiyalarin mahiyyasti nadir?
ikinci deracali poliozalar hansilardir?
Nisastanin hidroliz mahsullari hansilardir? Bu mahsullari nece misahide etmak olar?

. Qlikogen vae inulini neca agkar etmak olar?

. Fenilhidrozin sinaginin tenliklarini yazin.

. Tindal hadisasini hansi sekarlaerde ve neca miisahide etmak olar?
. Qicqirma nadir ve onu hansi tecrliba ile misahida etmak olar?

. Qicqirmani nece tormozlandirmaq ve barpa etmak olar?

. Optiki aktivlik ne demakdir ve onu nece musahida etmak olar?

. Mutarotasiya nadir? Bu hadiseni géstaran tacribani tasvir edin.

Sekarlerin aralig mubadilesinde amele gelan metabolitlerin bioloji manasi nadir? Bu
metabolitlar hansilardir?

insan organizminda nisasta nece hazm olunur?

Uffelman nimunasi tecribasini tesvir edin.

Sid tursusunun amala galmasini hansi tacriibs ile misahids etmak olar?

Sekarlari migdarca teyin etmak Uguin hansi Usullar size malumdur va bu Gsullarin mahiyyati
nadan ibaratdir? Bertran Gsulunun mahiyysatini izah edin.

Muixtslif saker formalarini mikrolsulla nece askar etmak olar?

Aldozalara aid migdari analizin mahiyyati nadir?

Hansi xromatografiya Usullari mivcuddur ve onlarin mahiyyati nadan ibaratdir?

Reduksiya edan ve reduksiya etmayan karbohidratlar Gg¢ln xarakterik askaredicilera misal
gostarin.

Sakerlerin digar siniflerine aid askar edicilara misal gdstarin.

Sekerlerin nazik qath xromatografiyasna aid analitik Gsullar hansilardir?



V BOLM®
LIPIDLOR

Lipidlar - yaglar ve yagabanzer (lipoid) maddalari bir-lagsdiran termin olsa da, lipidlerin
tesnifati bir cox cehatden ¢atinlik téradir ve muxtslif név tasnifat névinin meydana ¢ixma-
sina sabab olmusdur. Lakin lipidler asagidaki mihim telablara cavab vermalidir. 1. Bioloji
mangali olmali. 2. Qeyri-polyar mayelarda hall olmali, suda isa hall olmamalidir. Basqa
s6zle, lipidler hidrofob maddalardir. 3. Lipidlara ylksak alkil radikallar ve ya karbosikllarin
olmasi saciyyavidir. Eyni zamanda lipidlarin struktur, fiziki-kimyavi ve bioloji ve ya fizioloji
tosnifatlari da mdévcuddur.

Modvzunun genis oldugunu va teqdim olunan praktikumda lipidlare az yer vermali
oldugumuzu nazere alsaq, lipidlerin tasnifati burada muizakire olunmur. Tekce onu geyd
edak ki, lipidlarin muhum terkib hissesi (asil lipidlarin) olan yag turgularinin (200-dan ¢ox)
6z0 osas va ya doymus, iki grupa bdlinen ikinci deracali yag tursulari (monoen va polien) vo
geyri-adi yag tursularina balundar.

Il béyuk qrup neytral lipidlar - gliserol (trihidroksi spirt ve ya gliserin) ve yag
tursularinin efirlori olan asilgliserollardir.

Neytral lipidlere yiksak qeyri-polyar lipidlerin mirakkab garisigindan ibaret olan
mumlar da aiddir. Bu qurulusda ¢ox atomlu spirtler, yiksakmolekullu tGzvi tursular ve yuksak-
molekullu karbohidrogenler, bazan tursular ve sarbast spirtlar da daxildir.

Il béyuk qrup polyar lipidlere fosfolipidler, qglikolipidler daxil edilir. Lipidlar sinfina
steroidler va terpenlari de daxil edirlor. Belalikle, lipidler sinfi gox genis yayilmis hadden
ziyada c¢oxlu birlesmaleri shate edir. Takca, 200-den ¢ox yag tursusunun amala gatirdiyi 600
yag noévinin moéveud oldugunu demak, lipidlerin neca yayildigina sibutdur. Onlardan 420-si
bitki yagi, 80-i quruda yasayan heyvanlarin, 100-0 ise su heyvanlarinin yagi kimi mslumdur.

Lipidlerin bioloji rolu, onlarin hiceyra membraninin matleaq komponentlarindan biri olmasi,
membran strukturuna malik butiin hlceyradaxili quruluslarin tarkibine daxil olmasi, energetik,
ehtiyat, mudafie ve s. funksiyalarin dasinmasi ile muayyan olunur. Tebietde genis yayilmis
trihidroksispirt (qgliserol ve ya qliserin) ve yagd tursularinin efirlerinden ibarat olan neytral
lipidlardan (onlar adaten yaglar adlanir) triasilgliserollarin kimyavi xassalari va bioloji funksiyalari
yadlarin terkibina daxil olan yag tursularinin tebisti ile miayyan olunur.

Yaglarin imumi qurulusunda R:, R. ve Rj radikallari yag tursularinin galiglaridir va onlar

C//O
H,C- O-C=R,
O\C O IC
R,-C-0-C-H
| /O
H,C-0-C-R,

akser hallarda muixtelif olur. Basqa so6zls, triasilgliserollarda maksimal muxtsliflik ganunu
mdvcuddur. Yag tursularinin R1R+R; olmasi az, R1R1R; is& ¢ox nadir haldir.



Yaglar muxtalif amillerin tesirinden tez xarab olur va acilagirlar. Bu amillere havanin
oksigeni, su, isiq, temperatur va s. daxildir. Hemin amillari kenar etmakle yaglari uzun mad-
dat dayismaden va keyfiyyatini itirmaden saxlamaq mumkuindir. Acilasan yaglarda qgliserin
tadrican ayrilaraq toplanir ve eyni zamanda yag turgulari ayrilir. Muvafiq tacrube vasitesila
onlari agkar etmak mumkunddr. Bu reaksiyalardan biri de xarab olmus yadda qliserini
musahide etmak Ugln tatbiq olunan akrolein sinagidir. Diger sinaq vasitasile bitki yaglari
askar edilir.

i$ 73
AKROLEIN SINAGI

Bu tecriiba gliserinin yiksak temperaturda iki molekul su itirib akrolein adlanan doymamis
aldehida cevrilmasina asaslanir. Reaksiya asagidaki kimi gedir.

JH 0
HO-C C\
| \H """" t | "H
HC= 0 ='H CH + 2HOH
| |
H,C —OH CH,
akrolein
(akrolein aldehidi)

Tearkibinde gliserin olmayan lipidler ve digar maddalar (mumlar, steridler, sterinler va s.) bu
sinagi vermir.

Reaktivlor:

1. Yag;

2. KHSO4 (VG ya H3BO:>,, MQSO4, NaHSO4)
isin gedigi

Tamiz quru sinaq susasina azaciq (2-3 damci) yag salinir, zerine 0,5 mq quru kalium
hidrosulfat ve ya KHSO,, HsBO;, MgSO,4, NaHSO, va s. su udan madde alave edib ehmalca
aclq alovda qizdirillir. Bu zaman ag rengli buxarin ayrilmasi va qiciglandirici (g6z yasardici)
goxu, akroleinin amala galdiyini gosterir. Bu tacrlba gliserinle de misbaet olur. Lakin mum va
sairs ile natica alinmir.

GUmuisun ammonyakli mehlulunda isladilmig filtr kagizini buxar Gzerina tutsaq kagizin
garalmasini gorerik.

iS 74
BELYE SINAGI

Bu tecruba ile adatan bitki yaglarinin mansayi bilinir. Bu ise temiz bitki yagdlarinin turg
muhitde (gati HCI tursusu ile birlikda) rezorsinin benzoldaki mahlulu ile birlikde garisdirib
(calxalayib) saxladigda yasil gdy ve ya bandvsayi rang emala gatirmalerinae asaslanir.



Reaktivlor:

Yag;

Qati HCI;
Rezorsin;
Spirt;
Xloroform.

aokronN=~

Isin gedisi

Bir nega temiz quru sinaq sisasinin harasina bir gadar (1-2 ml) yag salinir. Uzerine o
gader da qati xlorid tursusu tokullr, sonra harasina 1-2 ml rezorsin slave edib, bark galxalanir
vo sarbast buraxilir; bu zaman emala galan renglera fikir verilir:

a) pambiq yagi, kiinclit yagi, xas-xas yadi ve s. bandvsayi ve ya goy;
b) zeytun yagdi, kokos yagi ve s. yasil rang verirlor.

Yaglar suda hall olmur. Bunu bela yoxlayirlar: bir ne¢a tamiz sinaq susasina eyni miqdar
heresine 2-3 ml yag gétirilir. Uzarlerine eyni migdar (4-5 ml) mixtslif hslledici: birina su,
digarina spirt, Uglincuya xloroform va saire alave edib ayri-ayri garisdiraraq hall olmalarina fikir
verilir. Yaglar suda hec¢ hall olmadigi halda axirincilarda daha yaxsi hall olur.

IS 75
EMULSIYALASMA TOCRUB®SI

Emulsiya biri-digerina garismayib mahlulda hall olacaq maye madda hissaciklarinin asili
vaziyystda qalaraq dispers sistemi emala getirmasina deyilir. Basqa sodzls, emulsiya - maye
halda olan dispers fazanin maye dispers muhitds asili veziyystde olmasina deyilir. Buna sid
misal ola biler. Emulsiyanin yaxsi ve hissaciklerinin daha da kigik olmasina bir gox tabii
maddaler kdmak edir ki, bunlara emulqator (emulsiyalasdirici) deyilir. Masalan, zllallar, sabun
mahlulu, gelavilar (soda va sair) yaxsl emulqgatorlardir.

Emulqatorlar halledici ile yag kuracikleri arasindaki sathi gerginliyi azaldaraq emulsiyanin
sabitlesmasine kdmak edir.

Rektivloar:

1. Yag;
2. 10 %-li N82003
3. 20 %-li KOH

isin gedigi

Bir ne¢a tamiz sinaq slsasinin harasine 2-3 ml yag ve o gadar da birinci sinaq susasing
soda mahlulu, ikinciya sabun mahlulu, Gglinciys gealavi (KOH) mahlulu alave edib axirinciya isa
yag ve sudan basqa heg bir sey alave etmayib sinaq sigalarinin hamisi bir nega dagiqeys isti
su hamamina qoyulur, sonra sinaq susa-larinde emulsiyanin vaziyystina diqqgst yetirilir ve
naticada hansi sinaq susesinds yaxsi emulsiya amala galdiyi musahida edilir.



Qeydlar: a) emulsiyalasma tacriibasi Ugln goéturilen yaglarin hamisi bitki yagi, yani duru
yag olduqda tecriiba isti su hamamina qoymadan da aparila biler. b) Tacriba aparildigi
middatds, alovdan alisici maddaslarin qorunmasi Gc¢lin o middstde laboratoriyada elektrik
cihazlari ve qaz yanmamalidir (tecriba Ugln isti su, ya diger otaqdan gatiriimali ve ya
gabaqgcadan hazirlanmalidir).
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YAGLARIN SABUNLASMASI VO SORBOST
YAG TURSULARININ ALINMASI

Yaglarin sabunlagsmasi prosesi onlarin galevi muhitda hidrolizi naticesinda bas verir va
gliserinin va ali yad tursularinin natrium ve ya kalium duzlarinin emala galmasi ile musayist
olunur. Bu duzlar sabundurlar. Natrium duzlarn daha genig istifade olnurlar. Kalium sabunlar
daha yumsaq va daha asanligla hall olandirlar. Reaksiya asagidaki tenlik tGzre gedir.

CH,-0-CO-R, CH,-OH + R,COONa
| |
CH-0-CO-R, + 3NaOH — > CH-OH + R,COONa
I |
CH,-0-CO-R, CH,-OH + R,COONa
sabunlar
Rektivlor:

1. Yag;
2. 30 %-li KOH (spirtde mahlulu);
3. HCI (1 : 1 hacminda)

isin gedisi

Hava soyuducusu ile tamin olunmus 50 ml-lik konik kolbaya 5 ml yag ve 100 30 % KOH
alava olunur. Kolba gaynayan su hamamina yerlasdirilir vo 30 deqiga arzinda hidroliz bas verir.
Sonra kolbaya bir gadar isti su alava olunur ki, mahlulun sathinds yerlosmis koaqulyat hall
olunsun.

Sabunu amala gatiran yag tursularini ayirmaq ug¢in, alinmig sabun mahlulundan 5-7 ml
goturub sinaq sussasina kegiririk vo xlorid tursusununu yarim hacmini alave edirik. Bu zaman
yag tursulari gicli xlorid tursusu ile 6z duzlarindan sixigdirilib ve mayenin sathinda toplanirlar.
Bu yag tursulari xosagalm a8z qoxuya malikdirler. Reaksiya asagidaki tanlikle gedir:

RCOOK + HCl oo RCOOH + KCI
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YAG 9DODLORININ TOYINI

Yaglarin atrafli dyrenilmasi, onlarin bir sira xasselerlo baraber konstantlarinin da
oyranilmasini taleb edir. Yaglar bir sira esrima daracesi, donma daracasi, refraksiya vo saira ilo
beraber muhim kimyavi konstantlara da malikdir. Ona gbére de yaglarin bir sira kimyavi
konstantlarinin da dyrenilmasi ¢ox vacibdir.

A.Tursuluq adadi ve ya yadlarin tursulugu

Tursuluq adadi bir gram yagin terkibindeki sarbast tursularin neytrallasmasina lazim olan
galavinin (KOH) milligramlarla migdarina deyilir. Tursuluq adadi bitki yaglarinda heyvani yaglara
nisbatan daha ¢ox olur va bitkide heyvan organizmina nisbatan daha ¢ox dayisendir.

Rektivlor:

Yag;

Spirt, efir (1 : 1 nisbati);

1 %-li fenolftalein (spirtde mahlulu);
0,1 N KOH (spirtde mahlulu).

o

isin gedisi

Temiz quru kolbaya (ve ya stekana) 3-5 gr yag géturilir. Uzerine 30 ml (svvalcaden
neytrallagdiriimig) efir va spirt garisigi (barabar hacmli qarisiq) ve 1-2 damla fenolftalein tékib
hall edilir. Blretkadan 0,1 N KOH-in spirtde mahlulu ile ¢ahrayl rang alinana gader titrlonib
asagidaki tenlik Uzrs tursulugq adadi hesablanir.

a-56,11
X =
N

burada: a - titlemays sarf olan 0,1 N KOH, ml-ls,
N - yagin miqdari, gr-la,
56,11 - 1 ml 0,1 N KOH mahlulunda olan galavinin migdari

mgqg-la (ve ya KOH-In titri).

B.Sabunlasma adadi

Bir gqram yagin terkibinde serbest ve birlesmis halda olan bitin yag tursularinin
neytrallasmasina sarf olunan galavinin (KOH) milligramlarla migdarina sabunlagsma adadi deyilir.



Rektivloar:

Yag;

1 N KOH (spirtde mahlulu);

1 %-li fenolftalein (spirtde mahlulu);
0,5 N HCI.

PO~

isin gedigi

Temiz quru kolbaya 2 grama qader yag gotirilir. Uzerine 25 ml 1 N KOH (spirtde
mahlulu), ikinci kolbaya ise yad avezina o gader (2 ml) temiz su alib (kontrol), her iki kolba
havasoyuducusu il birlagdirilib gaynar su hamaminda bir saata geder sabunlasma aparilir.
Damci sinagindan istifade ederak sabunlasmanin tamamhdr muayyen edilir. Sonra kolbalarin
herasine 1-2 damla indikator (fenolftalein) slave edib HCI-un 0,5 N mahlulu il reng deyigilana
gader titrlanib asagidaki tanlik Gzre sabunlasma adadi hesablanir:

L =V)-56.11
N

burada: Vi - kontrola (suya) sarf olunan HCI-un miqdari ml-ls,
V.- asas tacribays (yagda) sarf olunan HCI -un miqdari,
ml-le
T - HCI- un dizslis emsali,
N - yagin migdari, gr-la,

56,11 — 1 N KOH-In titri.

C. Efir adadi

Bir gram yagin tarkibinda birlegsmis halda olan yag turgularinin neytrallagsmasina serf
olunan galavinin (KOH) milligramlarla migdarina efir adedi deyilir. Bu konstanti emali suratde
toyin etmaya ehtiyac yoxdur. Clnki efir adadi yagin sabunlasma adadindan tursuluq adadinin
¢ixilma farqidir ve bu yolla da hesablana biler.

C. Yod adadi

Yod adadi, lipidlerin terkibindaki doymamis tursularin migdarini gdsterir. Ona goéra de ylz
gram yagin terkibindeki doymamis tursularin doymasina sarf olacaq yodun gramlarla miqdarina
yod adadi deyilir. Muxtalif yaglarin yod adadi de ¢ox muxtalif olur. Masalan, giinabaxan yagi
120-140, pambiq yagi - 100-110, zeytun yagi - 80-90 va s. Bir sdzla, yod adadini dyranmak,
onlari saciyyalandirmeak tgun daha vacibdir. Yod adadi iki yolla teyin edilir.



a) BrJ vasitasile yod adadinin tayini (Qanus Usulu), BrJ yodun bromla sirke tursusu
muhitinda birlesmasi naticesinda alinir. Brl doymamis yag tursularinda ikiqat rabite yerlerina
birlesir. Reaksiyaya daxil olmayan BrJ artigi KJ-la asagidaki kimi reaksiyaya girir.

Brd +KJ —KBr +J;

Burada ayrilan yod isa tiosulfit vasitasila titrlenir.
I, +2Na,S,0; — 2Nal+ Na,S.0¢
Reaktiv vo lavazimat:

1. Bitki yagi

2. Qanus reaktivi; 13 q kristallik J> 100 ml buzlu sirks turgsusunda (1 litrlik kolbada) hall
edilir. Mahlula 8,2 q Br alave edib hacmi litre catdirilir. Mahlul rangli gabda saxlanilir (qonur
rongli). Mahlulu sorucu skafda hazirlamaq lazimdir.

3. 20 % KJ (i zamani hazirlanir)

4. 0,1 N natrium tiosulfit

5. 1 %-li nisasta

6. Xloroform

isin gedigi

250-300 ml-lik konusvari kolbaya 0,2-0,3 q yag analitik terazide gokib 10 ml xloroformda
hell edildikden sonra toklir. ikinci eyni 6lgili kolbaya yadsiz 10 ml xloroform gétirilir
(kontrol), har iki kolbaya 25 ml Qanus reaktivi alave edilir. Qablari tixacla méhkam baglayib
¢alxalayaraq ve 1-1,5 saat middastinde garanligda yerlasdiririk. Sonra har iki kolbaya 10 ml 20
%-li KJ va 50 ml su tékib ayrilan yodu Na.S,0s-la zsif sari rang alinana gadar titrlayirik. Sonra
mahlula 10-12 damla nigasta slave edib rengsizlesana gadar titrlemani davam etdiririk. Nezarda
tutmaq lazimdir ki, 1 ml 0,1 N Na.S,O; 1 ml 0,1 N J.-a uygun galir. Yod adadi asagidaki tenlikle
hesablanir.

_ (V. =¥)-0,0127
N

U

Burada: U- yod adadi,
Vi - kontrola sarf olunan NaxS,0; , ml-ls,
V. - tacriiba variantina sarf olunan Na,S,0s, ml-la,
0,1269 - yoda gorae tiosulfitin itri,
N - yagin ¢aKkisi, g -la.

b) Yod adadinin Qyubl Gsulu ile tayini daha daqiq olsa da ¢ox zseharli HgCl. (cive xlorid)
tetbiqi ile alagadardir. Ona géra da kigik praktikum masgalsaleri G¢ln bu Usul maslahat gordlmar.
Yuxaridaki Qanus Usulu ise tez basa galan alverigli Gsuldur.
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YAGLARIN BIXROMAT USULU IL® TOYINI



(Mikrouisul)

Bu Usul, turs muhitds kalium bixromatin istirakile yagin karbon qazi ve ya suya qader
oksidlesmasina asaslanir.

Reaktivlor:

1. Oksidlasdirici garisiq: 25 ml temiz suda 5 g AgNO; hall edib onu 50 ml suda hall olmus
5 q K:Cr,07 ilo garisdirir, amalae galen ¢okintl sentrifugalanir ve tekrar yuyulur. Alinan pasta
500 ml qati H.SO, -da hall edilib oksidlagdirici olaraq isladilir.

2. 10 %-li KJ

3. 0,1 N N328203
4.1 %-li nisasta
isin gedigi

Toarkibindaki yagin miqdarini tayin etmak tGc¢lin miayyan miqgdar 20-40 mq sinaq ¢akisi
gotaralur. Xirda kolbada Gzerine 110-212 ml oksidlagdirici slave edib 1-1,5 saat middstinds
ekstraksiya aparilir. Sonra ekstrakt stzulir ve 5 ml efir ile yuyulub ekstrakta slave edilir, efir iso
su hamaminda tamamile buxarlandirilir. ©sasen yagdan ibarat olan gahdin Gzerine 10 ml
oksidlagdirici qarisiq (1) elave edirlar. Sonra her iki gabdaki madde (ekstrakt) soyudulur va
harasi ayriligda 50 ml -ik kolbaya kegirilir. Har iki kolbaya harasine 30 ml 10 %-li KJ mahlulu
alava edilir. 1-2 damcli nigasta (indikator) alave edib serbastlasan yod Na,S,0; ils titrlonir.

V BOLM®Y® AID SUALLAR

Lipidlerin asas xasssleri hansilardir?

Akrolein va Belye sinaglarini na lg¢ln tetbiq edirlor?
Emulsiya mahlullari nadir ve hansi emulgatorlari taniyirsiniz?
Yaglarin sabunlagmasi prosesini saciyyeslandirin.

Yag adadlari hansilardir ve onlarin tayini necs aparilir?
Yaglarin migdarca tayini naye asaslanir?

ocahkhwnN=



~ VIBOLM® o
VITAMINLOR VO ONLARIN ToYiNi

Vitaminler kimyavi qurulusuna géra ¢ox da mirekkab olmayan Uzvi birlesmaler olub, Gzvi
maddalerin en miuxtalif siniflorine aiddirler. Onlarin normal hayat Gglin vacib olmasi, bu
maddaleri vitamin (hayat G¢ln yararli demakdir) termini adi altinda birlesdirir. ©sas qida
maddalearindan farqli olaraq organizmlarin bu maddalers talebati ¢ox cuzidir.

Vitaminlerin oksaeriyyati, fermentlorin prostetik qrupunun terkibina daxil olub muxtslif
reaksiyalarin kataliz olunmasinda yaxindan istirak edir.

Qidanin terkibindas vitaminlerin az olmasi ve ya olmamasi organizmds maddaler
mubadilesinin pozulmasina ve naticede hipovitaminoz ve avitaminoz amala galmasine saebab
olur. Vitaminlerin ¢atismamasi naticesinde singa, raxit, pellagra, toyuq korlugu, polinevrit vo s.
kimi agir xastaliklar emale galir.

insan ve heyvanlar, 6zleri ciin lazim olan vitaminlerin eksariyyatini bitkilerden alirlar.
Vitaminler va provitaminlar asasen bitkilerds sintez olunurlar.

Hazirda muayyan olunmusdur ki, vitaminler nainki heyvan ve insan orqanizmlarinin
normal béyimae va inkisafi G¢lin, heam da mikroorganizmlerin ve ali bitkilarin de normal bdyima
vo inkisafi Ugln zeruridirlor. Masaelon, bitkilerin koklari bir nege vitamin olmadigda normal
bdylmurlar. Hamginin gida mahitinde bir ¢ox vitaminlar olmadiqgda mikroorganizmlar normal
inkisaf eda bilmirler. Bundan istifade edarak bazi vitaminlarin migdarini tayin edirlar.

Hallolma qabiliyyetine gbra vitaminlar iki boylk grupa bdlundrlar: suda hall olan ve yagda
hall olan vitaminler.

SUDA HOLL OLAN ViTAMINL®R

iS 79
C VITAMINININ (ASKORBIN TURSUSU) T9YINI
a) miisyyan olunmasi (keyfiyyet lisulu)

Qidanin terkibinde C vitaminin ¢atismamasi naticesinde sinqa xastaliyi emale galir. C
vitamini bitkilarde genis yayilmisdir. Bir cox bitkilarde ve meyvalarde, masalen, sam yarpagdinda,
itburnu meyvesinde va s. C vitaminin migdar xisusile ¢oxdur. C vitamini asan oksidlasib
reduksiya oluna bilir ve organizmdaki funksiyasi da mehz bununla slagadardir.

C vitaminin mudayyan olunmasi, onun qirmizi qan duzu, metil goéyl, 2,6-
dixlorofenolindofenol ve s. birlegsmalarle asan oksidlegsmasina asaslanir.

Reaktiv va lavazimat:

1. 10 %-li KOH



. 10 %-li HCI tursusu

. 5 %-li qirmizi gan duzu
. 1 %-li FeCls

. 1 %-li vitamin C

. Sinaq susaleri ve stativ
. Slse cubuq

NOORANWN

isin gedisi

Bes damla 1%-li vitamin mahlulu goétlrilir (sinaq susasinda), Uzarina bir damla 10%-li
KOH va bir damla 5%-li Ks[Fe(CN)s] alave edib qarisdirihir. Sonra hamin mahlulun Gzarina G¢
damla 10 %-li HCI ve bir damla 1 %-li FeCls; mahlullari slave olunur. Kontrol Gg¢lin de bu
amaliyyat tekrar olunur, lakin vitamin mahlulu avezina distille suyu goéturulmalidir.

Vitamini olan sinaq slsasinda Berlin abisi alinir. Reaksiya asagidaki kimi iki marhalade
gedir.

b) miqdarca teyini

C vitamininin teyini, turs muahitde gdy rengli indikator olan 2,6-dixlorfenolindofenolu
reduksiya etmasine osaslanir. Bu vaxt askorbin tursusu dehidroaskorbin tursusunadak
oksidlesir.

Askorbin tursusu qirmizi gan duzu ile de oksidlage biler.

OH
00— |
[.O=C-C =C - C - C-CH,0OH + 2K,[Fe(CN),] + KOH —
| o
OH OH H H
OH
— 00— |

— 0=C-C-C - (|: — C—=CH,0OH + 2K, [Fe(CN),] + 2H,0
[I— |
O O H H

2.3K,[Fe(CN),] + 4FeCl, — Fe, [Fe(CN).], + 12 KCI

Reaktiv va lavazimat:

1 %-li HCI
1 %-li H.C,0,
1 %-li nigsasta mahlulu
0,001 N KJOg3
KJ kristal
Cini havang-daste
Konusvari kolba (25-50 ml)
Olgu kolbalari
Pipetkalar

. Filtr kagizi

. 0,001 N 2,6-dixlorfenolindofenol

20NN~

- O



isin gedigi

1-10 g taza bitki nimunasi (terkibinde C vitaminin migdarindan asil olaraq) ¢ini haveng-
dastada 5 ml 1 %-li HCI mahlulunda kvars qumunun kémayi ile azilir ve tzarine 15 ml 1%-li HCI
mahlulu alave olunub, 100 ml-lik 6l¢l kolbasina kegirilir. Hoveng-dasta H,C,04 tursusu (1 %-li)
ilo yaxalanir va kolbaya tokulir. Kolbanin hacmi quzuqulagi tursusu ile cizgiye catdirilir va filtr
kagiz vasitasile suzilur. Filtratdan 5-10 ml goéturdalir rengli mehlulla (2,6-dixlorfenolindofenol)
aciq ¢ahrayi rang alinana gader titrlenir. Bununla paralel istifade olunmus reaktivlerin qarisigi
(kontrol) titrlenir ve hesablama asagidaki tenlik tzrs aparilir:

_(a=b)-T-100
N

a - tacriibi variantinin titrlenmasina sarf olunan rang, ml-ls,
b — kontrolun tetrlenmasina sarf olunan mahlul mil-ls,

T - askorbin turgusuna gora titr,

N - nimunanin miqdari, gr-la.

Askorbin turgusuna gorae titr asagidaki kimi tayin olunur. 50 ml-lik 6l¢i kolbasinda 0,2 %-
li H:SO, mehlulunda bir nege askorbin tursusu (1-1,5 mq) kristali hall olunur. iki konusvari
kolbanin harasina 5 ml hazirlanmis mahlul tokullr, Gzerine bir nece KJ kristali (10-15) va bes
damla 1 %-li nisasta mahlulu alave olunur. Kolbalardan biri indikatorla (rengla), o biri 0,001 N
KJOs mahlulu ils titrlenir. Askorbin tursusuna gora titr asagidaki disturla hesablanir:

©0,088-a
b

T

T - 1 ml ranga uygun galan askorbin tursusunun migdari mg-la,

0,088 —1 ml 0,001 N KJO3; mahluluna uydun galen askorbin tursusunun milligramla
miqdari,

a - titrlemaya sarf olunmus 0,001 N KJOs, ml-la,
b - titrlemaya serf olunan rang ml-le.

indikator - 2,6-dixlorfenolindofenol mahlulu hazirlamagq tgiin 200 mq reng 1 | suda hall
olunub, filtr kagizindan suzdldr. Filtrata bicagin ucunda NaHCO; slavae olunur. Askorbin
tursusuna gora rangin titri tecrliibaeden bir az avval miayyan olunur. Azaciq turs muhitde mahlul
qirmizi-¢gahrayi reng ala biler. Azaciq galavi miuhit bunun qgarsisini alir.

is 80
B VITAMINININ (TiIAMIN) TOYiNi



a) misyyan olunmasi (keyfiyyat lsulu)

Organizmda B vitaminin ¢gatismamasi naticesinds insanlarda beri-beri, quslarda polinevrit
xostaliyi emalo golir. Beri-beri xastoliyi zamani birinci ndvbada sinir sisteminin funksiyasi
pozulur, ayaqlarda siddatli agri, iflic emala galir va ¢ox vaxt 6limla naticalenir.

Tiamin, pirimidin va tiazol téremalerinin birlesmalerindan ibarat olub, oksidlagdirici
dekarboksilaza fermentinin tarkibina daxil olur.

HC C - CH,-CH,0OH -CI’

Tiaminin miayyan olunmasi, onun galavi mihitde qirmizi gan duzu ile oksidleserak mavi
fluoressensiya gabiliyyaina malik olan tioxromun amala galmasina asaslanir.

Reaktiv va lavazimat:

Toz saklinda tiamin

5 %-li Ks[Fe(CN)e]

30 %-li KOH

izobutil spirti

Suse qasiq

Fluoressensiyani tayin etmak l¢lin cihaz

ok wd -~

isin gedigi

1 q migdarda tiamin 2 ml suda hall olunur va tzarina 5 damla 5 %-li Ks[Fe(CN)g], 5 damla
30 %-li KOH slave olunub qarisdirilir. Uzsrina 15 damla izobutil spirti alave olunur ve yenidsn
garnisdirihr. Mahlulun yuxari spirt tebagesi mikropipetka ile basqa quru sinaq stsesina kegirilir vo
mahlulun ultrabandvseyi slada mavi rangli fluoressensiyasi muisahide olunur. Reaksiya
asagidaki kimi gedir:

b) miqdarca toayini
Tiamini tayin etmak Ugln reaksiya naticesinde alinmis tiozolun, fluoressensiya
olunmasina asaslanan fluorometrik tsuldan istifade edilir.



+
N —CH,-N —-CH,

- CH,-CH,0H | CI +2K,[Fe(CN),]+3KOH —

N - CH,

. + 2 K,[Fe(CN),] + KCl+ H,O
H,C - - CH,- CH,OH

Reaktiv va lavazimat:

Fluorometr

Su hamami

Cini havang-desta

200 ml-lik 6l¢t kolbasi

Agzi bagli sinaq susaleri

10 ml-lik ayirnici qif

2 %-li Ks[Fe(CN)e]

30 %-li KOH

. 0,1 N H:SO,

10. izoamil spirti

11. Standart tiamin mahlulu (alavelar 28)
12. Tarkibinda fosfataza olan 2,5 m CH3;-COONa

CoNOOkwN =

isin gedigi
Xirdalanmis (5-10 q) numuna, havaengdastade 0,1 N H.SO,-Un igtiraki ile azilir, 100 ml-lik

Olgu kolbasina kegirilir va hacmi 75 ml-a gatdirihr (0,1 N H.SO,-I8). Kolba gaynar su hamaminda
45 daqige arzinde qizdirilir. Birinci 5 daqgiga arzinda kolba tez-tez qarisdirilir.

Kolba soyuduldugdan sonra, Uzerina bir ne¢a damla toluol ve terkibinds fosfataza-ferment
preparati olan CH3;-COONa (pH 4-4,5) alave edilir (5 ml).

Birlesmis tiamindan va riboflavinden azad olmagq Uglin kolba 2 saat middstinde 40-45°C
temperaturda saxlanilir. Soyuduldugdan sonra hacmi 100 ml-le ¢atdirilir, filtrle stzulur va filtratin
birinci 10-15 ml-i atilir.

50 ml filtrat 2-3 defe 25 ml izoamil spirti il islenilir. Bunun Ugin filtrat 2 deqgige arzinde
izoamil spirti ile birlikde galxalanir, tebagalera ayrildigdan sonra izoamil spirti atilir ve su
tebagasinda olan tiamin asagdidaki gayda Uzra oksidlesir. Uzun qifa 2 ml 30 %-li NaOH tékualtr
va qifin divari ile Ks[Fe(CN)s] alava olunur (0,2 %-li). Oksidlasdiricinin miqgdari tecrtibi yolla teyin
olunur. Bunun Gg¢tin 6 sinaq susasinin harasine 2 ml 30 %-li NaOH, 5 ml ekstrat va 0,1; 0,2; 0,3;
0,4; 0,5 ml oksidlesdirici alave olunur. Sinaq susalari tixacla kip baglanir vo méhkem calxalanir
ve 2 dagige muddstinde sari rangin amale galmasi gdzlenilir. Tadqiq olunan nimunanin
oksidlagmasi Uglin oksidlasdiricinin ele migdari gétarilir ki, amala gelmis sari reng 30 saniys
arzinda itmasin. Qifdaki mahlul galxalanir, Gzarine tez 5 ml tedqgiq olunan madda alave olunur
vo yenidan galxalanir. Qifdaki maddenin hacmi su ile 10 ml-a ¢atdirilir, Gzarina 10 ml izoamil
spirti alava olunur. 2 daqige middstinde mdhkam calxalanir. Tebaga amals geldikdan sonra su
ayrilir, izoamil spirti isa su ile yuyulur, qifa 2 ml etil spirti alave olunur ve méhkam calxalanir va



fluoressensiya olculur. Tacrubi variantla yanasi kontrol da hazirlanir ki, sonuncuya yalniz
oksidlasdirici alave olunmur.

Standart tiamin mahlulu ise 0,05 ml oksidlasdirici ile oksidlasdirilir.

Fluoressensiyaya musayist eden maddalar Gg¢lin d@ hamginin standart mahlulun dizslis
amsali tapilir. Bu halda 1 ml standart tiamin mahlulu yuxarida goésterilan yolla oksidlasdiricisiz
islanir.

Naticenin hesablanmasi. Tiaminin migdari mg-la asagidaki dustur ile tayin olunur:

(A-B)-V
(A;-By)-v-H

A - fluorometrin tedqiq olunan oksidlagsmis mahlula gére giymati,

B - oksidlasmis taedgiq olunan mahlulun fluoressensiyasinin giymati,
A1- 1 milligram oksidlagmis tiaminin fluoressensiyasinin giymati,

B+ - 1 mq oksidlagmamig tiaminin flloressensiyasinin giymati,

V - ekstraktin Gmumi hacmi (160 ml),

- todqiq olunan ekstraktin hacmi ( 5 ml),
A%

N - nimunanin ¢akisi.

Izoamil spirti. Fluoressensiyani tayin etmak Ugln 1 | spirt, iki cay gasigi migdarinda
aktivlesmis komirda saxlanilir, filtrla stizllir ve qum hamaminda govulur.

Toarkibinde fosfotaza fermenti olan 2,5 m CH;-COONa-mu hazirlamaq UGglin Penicillium
miseli 45 deraceda qurudulur. 2-3 saat middatinde CH;-COONa mahlulunda saxlanir va ham
da zllallarla birlegsmis halda rast galir.

Standart tiamin meahlulu. 10 mq tiamin xlorid 100 ml 0,01 N HCI-da hall olunur. Alinmis
mahluldan 1 ml gétartlar ve hacmi 100 ml-a ¢atdirilir.

iS 81
B. VITAMINININ (RIBOFLAVIN) TOYINI
a) misyyan olunmasi (keyfiyyat (sulu)

Riboflavin bitln bitki vo heyvan toxumalarinda serbast vo ham do zilallarla birleagmis
halda rast gelir. Riboflavinin musyyan olunmasi onun asan reduksiya olunmasina asaslanir.
Sari rangds olan B, vitamini reduksiya olundugda svval ¢ahrayi rang alir (araliq birlesma amala
golir), sonra isa roengsizlasir (reduksiya olunmus formasi rengsizdir).



CH, - (CHOH), - CH,0H
\

N N
H,C-C C=0
+Zn+2HCI —
H,C-C NH
N C
|
0]
Oksidlogmis riboflavin CH, - (CHOH), - CH,OH
(sar1 rongli) |
N NH
H,C-C C=0
— +7ZnCl, +
H,C-C NH
NH C

reduksiya olunmus
riboflavin (rongsiz)

Reaktiv va lavazimat:

1. Qati HCl tursusu

2. Metallik Zn

3. 0,025 %-li vitamin B, mahlulu
isin gedisi

Sinaq slsesine 10 damla vitamin mahlulu tékillr ve Gzerine 5 damla qgati HCI tursusu
alava olunub igarisina sink qirintisi atilir. Bu vaxt hidrogen gabarciglari amale galir, yavas-yavas
vitamin B, rangsizlasir.

b) miqdarca toyini

Bunun tayini butil spirtinda alinan ekstraktin fluoressensiyasinin dlgtlmasina asaslanir.
isin gedisi

Hearasi 10 ml hacmli iki sinaq susasinin birine 8 ml stzulmus temiz ekstrakt tokular. Birina
0,5 ml riboflavinin standart mahlulu alave edilir. Sonra her sinaq slisesina zaif ¢ehrayl rang
amale gelana gadar (1 ml-a gadar) 4,0 %-li kalium-permanqganat (KMnQO.) alava edilir. 10 daqiqa
sonra har ikisine damci-damci 3 % hidrogen peroksid (H20,) slave edilir. Permanganatin artig
yox edilir va mahlullar rangsizlasdirilir (cemi 3-4 damci hidrogen peroksid iglenir) rengsiz
mahlullarin harasine 0,2 ml SnCl, ve 0,1 N natrium hiposulfit alave edib siddatle qarigdirilir (20
daqige garisdirici vasitasila), su ile hacmi 10 ml-a gatdirib, fluorometrda &lgulir. Fluorometrin
gOstaricisini geyd etdikden sonra yenidan har sinaq stsesine 0,1 g NaHCO; ve 0,1 N NaHSO,
alava edib Ol¢llir. Hesablama bels aparilir:

(A-B)-04-v-V
X =

burada: A - asas tacrubenin gostericisi,

B - esas tacribanin - riboflavin hidrogen-



peroksidindan sonra gdstericisi,
A1 - nimunavi tacriibanin gdstaricisi,
B+ - nUmunavi tacriiba séndirildikden sonraki gdsterici,
0,4 - riboflavinin mikrogramlarla miqgdari,
V - mahlulun Gmumi hacmi (100 ml),
- tocriiba Uglin gotirdlan hacmi (8 ml),

Vi

- tacribanin avvalki hacmi (10 ml),
A%

N - ekstrakt almaq G¢lin nimunanin ¢akisi ( 5-10 q).

Niimune Ggln riboflavinli mehlulun hazirlanmasi.

1. 10 gr riboflavin 250 ml suda hall edilir (bunun Gglin svvealden suya bir ne¢ga damci sirka
tursusu va toluol salinir). isletmak tigtin bu mahlul 100 defe durulasdirilir,

2. Natrium hiposulfit teze olmalidir: Na,S;0,—~2 H,O 0,25 q, 10 ml 2 %-li NaHCO3-da hall
edilir.

3. Qalay xlorid (SnCl;) asas mahlul G¢in 10 g SnCl, 25 ml gati HCI tursusunda hall edib
garanligda saxlanilir. isletmak ticiin oradan 0,1 ml gétiiriib 50 ml suda hall etmali.

4, 3 %-li H,O,

5. 4 %-li KMnO,

6. 0,1 N H2SO,.

1 Sinaq susasi (10 ml hacminds geydli olmalidir)
2 Material, tiamin Ggun olanlardir

iS 82
Bs VITAMINININ MUSYYSN OLUNMASI

Vitamin Bs U¢ formada (piridoksol, piridoksal, piridoksamin) olur ve atde, baliqda,
noxudda, yumurta sarisinda va bitkilarin yasil hissalarinda olur.

Vitamin Bs demir 3-xloridle qirmizi rangli birlesme emale gaetirir ki, bununla da onu
substratda teyin etmak olur.

Reaktiv va lavazimat:

1. 1 %-li vitamin Bs mahlulu
2. 1 %-li FeCl; mahlulu

3. Saat slisosi

isin gedigi



Saat sisesi Uzerine 5 damla 1 % Bg vitamini mahlulu va 5 damla 1 %-li FeCl; mahlulu
tokulur va qarigdirihr. Qirmizi rangin emale galmasi Be vitaminin olmasini gosterir.

iS 83
B+2 VITAMINININ (SIANOKOBALAMIN)
MUSYYSN OLUNMASI

B+, vitamininin terkibinds Co elementi vardir ki, hamin kobalt CS(NH.), ile qizdirildiqda
yasll rangli Co(CNS); birlesmasi amala galir.

Reaktiv vo lavazimat:

10 %-li CS(NH.). mahlulu

Qati sulfat tursusu

B2 vitamini mahlulu (ampulada)
Filtr kagizi

Stativ

aOrON~

isin gedisi

Bir ampula B+, vitamini sinaq stsasina tokuldr, Gzarine 3-5 damla gati sulfat tursusu alave
olunur, maili sokilde stative barkidilir ve sorucu skaf igerisinde qizdirihr (mahlul
rongsizlegenadek). Qizdirma qurtardigdan sonra mahlulun Uzerina ehtiyatla 1 ml su elave
olunur va qarisdirilir.

Toemiz filtr kagizi Gzarine 2-3 ml kikurd-sidik cdvhari mehlulu tokulir ve qaz lampasinin
setkas! Uzerinde qurudulur. Sonra sinaq slUsasindaki mahluldan 1-2 damla filtr Gzerinae tokilur
va qurudulur. Filtr Gzarinds yasil reng amala galir ki, bu da kobaltin olmasini géstarir.

I
CoSO, +2C =8 — Co(CNS), + (NH,),SO,
|
NH,

iS 84

PP VITAMINININ (NIKOTIN TURSUSU) TOYINI
a) miisyyan olunmasi (keyfiyyet lisulu)

PP vitamini ile taxil, dayu tullantilari, maya, donuz ve iribuynuzlu malgaranin ciyeri
nisbeten zangindir. PP vitamini natrium-hidrosulfidla reduksiya olunur ve naticede sari roengli
birlesma amala galir.

Reaktiv voe lavazimat:

1. Toz sakilli PP vitamini
2. 10 %-li natrium-bikarbonat mahlulu



3. 5 %-li Natrium hidrosulfid
4. Sinaq susaleri
5. Sise gasiq

isin gedisi

Sinaq sisasine 10 mq PP vitamini tokultr ve Gzerina 15 damla 10 %-li natrium-bikarbonat
ve 15 damla teze hazirlanmig natrium hidrosulfid slave olunur. Mahlul sari renga boyanir.

b) miqdarca tayini
Reaktiv vo loavazimat

1.Rodonbromid (kolbaya 10 ml 0,1 N KCNS va ya NH,CNS, Uzarina 1 gr. kristallik KBr va
1 ml 17 % HCI mahlulu ve ehmalca (sorucu skafda) damci-damci 2 ml brom elave edib taze-
teze iglenir, 2 defe tezeace sink tozu (izerinde qovulmus anilin 96° spirtde hall edilir (1-6
nisbetds). Qara stise gabda saxlanilir)

2. 96%-li etil spirti

3. 10%-li NaOH mahlulu

N

. Spirtds fosfat buferi, pH 5,1 (1:1)
5. Standart nikotin tursusu

6. Pepsin preparati

~

. 0,5 N HCI

(o]

. 0,1 N HCI
9. 20 %-li ZnSO,
10. Kolorimetr

Nikotin tursusu ve onun amidi (nikotinamid) az migdar olsa da, buttn canli organizmlerda
yayillmisdir:

CH CH
29 20
HC C-C_ HC C-C_
NH, OH
HC CH HC CH
N N
nikotinamid nikotin tursusu

PP vitamininin miqdari orqanizmde azaldiqda pellagra adlanan deri xastaliyi bas verir. Bu
vitamin maddaler mubadilasinda genis istirak edir, bela ki, o oksidoreduktazalarin terkibine daxil
olur. Kodehidrogenaza | (NAD) va kodehidrogenaza Il (NADF) adl oksidlesdirici ferment
sistemlarinin kofermenti terkibinde istirak edir. Buna gore de PP vitamininin organizmda
azalmasi kodehidrogenazanin azalmasina sabab olur.



Heyvani toxumalarda PP vitamini nikotiamid seklinde yayiimisdir. Nikotin tursusu vitamini
va onun amidi suda zaif, lakin etil spirtinde yaxsi hall olur.

PP vitamininin teyini onun rodonbromid tasiri ile aromatik amidlar olan muihitde bu sxem
Uzra reaksiyaya girmasina asaslanir.

- COOH N
+ BICNS —— + R=NH, —
N H-N-

R N-R-HBr

isin gedisgi

2 gr azilmis toxuma (azals, gara ciyar va s.) 10 ml-lik sinaq slisasina yerlagdirilir, Gzarina
200 mkl pepsin preparati ve 1 ml 0,1 N HCI slave edsrak 37°C-de 24 saat saxladiqdan sonra su
ilo hacmi 10 ml-a catdirib sentrifugalanir. Sentrifugalanmis mahluldan 5 ml 10 ml-lik sinaq
susasina alinir va 3 ml 10 %-li NaOH slavs edib 1 saat middatinde qaynar su hamaminda hava
soyuducusundan istifade ederak qizdirilir. Bundan sonra, tzarine 2 ml 20 %-li sink sulfat alave
edib su ile hacmi cizgiye (10 ml) catdirib kagiz filtrden stzulur. Sonra suzuntidean 5 ml géturiab
hacmi 10 ml olan bir sinag susesina tokulur. Eyni zamanda diger sinag susesina 5 ml nikotin
tursusunun standart mehlulunu gétirib har ikisini 70°C-de qizdirib harasinin lzesrine 1 ml
rodonbromid mahlulu va 2 ml anilinin spirtde mahlulu tékdltr. Her iki sinaq slisesi ayriligda
garisdirib hacmlari spirtdeki fosfat buferin mahlulu ile cizgiye (10 ml) catdirilib 1 saat serbast
saxlandigdan sonra suzulir. Alinan filtrat kolorimetrds kontrolla barabar tadqiq olunur.

YAGDA HOLL OLAN VITAMINLSR
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a) miliayyean olunmasi
Balig yaginin tarkibinde A vitamininin olub-olmamasini qati sulfat tursusu ile muiayyen
etmak olar. ©ger baliq yaginda A vitamini varsa, ona qati sulfat tursusu salava etdikda (vitaminin
tarkibindan suyu ¢ixarir) tez qonur ranga cevrilan girmizi-gehrayi rang alinir. Reaksiya spesifik
deyildir.

Reaktiv va lavazimat:

Xloroformla susuzlasdiriimis balig yagi mahlulu
Qati sulfat tursusu

Saat slisesi

Suse ¢ubuq (damcilatmaq Ugtin)

hoN =

isin gedisi

Quru saat sUsesi Uzarina 5 damla xloroformda hall olunmus balig yagdi tékallr ve Uzarine
1 damla stse ¢ubugla gati sulfat tursusu slave olunur. Mahlul girmizi-gahrayl renge boyanir.
Rang tezlikle gonur renga c¢evrilir. Rangin bu cur dayismasi A vitaminin olmasini gésterir.



b) miqdarca tayini
A vitamininin miqgdarca teyini onun trixlorsuirma ile rangli mahlul amala getirmasine
asaslanir. Mavi rangin intensivliyi A vitamini ile muitanasibdir ve kolorimetrik yolla miayyan
olunur.

Reaktiv va lavazimat:

K>COs-la susuzlasdiriimis xloroform
2 N NaOH

Toz sakilli Na;SO, (quru ve demirdan temizlenmis)
22 Y%-li trixlorsiirma

Efir (CaClz-la qurudulmus)

100 ml kolba

Su hamami

Kapilyarlar

9. 10 ve 50 ml-lik kimyavi silindrler

10. Erlenmeyer kolbasi

11. Eksikator

12. Ayirici qif

13. FEK (fotoelektrokolorimetr)

14. QIf

15. Cini qab

i S il

isin gedigi

Tacriba mimkin gadar tez ve fasilasiz apariimalidir ki, mahlullar isi§in taesirine az maruz
qalsinlar. 10 ml gan zerdabi kolbaya tokulir ve eyni hacmds 2 N KOH slava olunur. Kolba 15
dagige middatindse 45°C temperaturda su hamaminda saxlanilir. Bu ciir alinmis vitamin mahlulu
Uzerina 10 ml distille edilmis su alave olunub ayirici qifa kegirilir, Gzarina 30 ml efir alava olunub
calxalanir. Tacriiba sorucu skafda aparilir. Mahlul serbast saxlanilir, su tebaqgasi atilir, efir
tebagesi ise 5 q Na,SO, olan quru kolbaya kegirilir. Kolba 30 dagiga qaranliq yerda saxlanilir.
Sonra kolbadaki mahlul Gzarine Na,SO, sepilmis filtr kagizindan temiz ¢ini gaba suzilur. Cini
gab sorucu gkaf icerisinde isti su hamaminda (efii qovmaq udcgun) yerlosdirilir. Efir
buxarlandigdan sonra ¢ini gaba 1,5 ml xloroform ve 4 ml 22%-li trixlorsirmanin xloroformdaki
mahlulu slave olunur. 25 san-den sonra qirmizi isiqgda kontrol xloroforma gére nazaran
kolorimetrlonir. Kolorimetrlanma tez apariimalidir. Clnki mahlul tedricen rengsizlesir.

Tadqgiqg olunan mahlulun miqdarini teyin etmak Ugln, verilon maddays gbra standart
ayrilar qurulur ve mugayisali sakilde tapilir. Bunun tglun bir ne¢a qgatiigi malum olan standart
mahlul hazirlanir; koordinat sisteminda horizontal xatle gatiliq, vertikal xatle optiki sixliga gora
ayrilar qurulur. Mahlul tarsfindan isigin udulmasi mehlulun gatiligi ile diz mitenasibdir.

Standart mahlullarin hazirlanmasi. 8 quru sinaq stsasinin harasina 0,2-0,5 ml-a gqader
standart vitamin A maehlulu alave olunur (9-cu cadvale bax) ve 1,5 ml xloroform ve 0,4 ml
trixlorsirmanin (22 %-li) xloroformdaki mahlulu slave olunur. Muxtslif intensivlikde mavi reng
amala galir, 25 san-dan sonra sinaq susalari kolorimetrlanir (xloroforma asasan).

Cadval 12

Sinaqstisesi | 4 | 5 | 3| 4|56 7|8 Qeyd




S.S.
Retinolun
migdari 4 |1 8 |12|116(20]| 24|28 | 30
Standart
mah-un mq-la
migdari
0,10, (O, (O, | 1, |1, |1 |1,
21416 |8|0(2|4]5
Xloroformun
miqdari
1,111,110, ({0, 10,]10,|0,(0O0,
3|1 917|153 |1 0
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a) miuisyyan olunmasi (keyfiyyet lisulu)

Vitamin E-nin bir ne¢e izomeri malumdur:

gargidali ve s. yadlari E vitamini ile zengindir.

E vitamininin spirtde mahlulu qgati nitrat tursusunun tasirindan xinoid birlegsmalara qadar
oksidlagir ve girmizi rang emale galir. Bu reaksiyadan E vitaminini tayin etmak ve hamginin

migdarini miayyen etmak Uglin istifade olunur.

CH,
HO 6

H,C “cH,
o)

CH, a - tokoferol (5,7,8 - trimetiltokol)

Reaktiv va lavazimat:

1. Qati nitrat tursusu
2. 1 %-li vitamin E-nin spirtde mahlulu

-, a-, B-tokoferol va s. izomerlor bir-birinden
benzol nivesinde metil gruplarinin yerlesmasine gore forglenirlor. Tokoferollar lipid toebistli
maddalar olub, bitki yaglarinda ve yag halledicilarinda hall olurlar. Bitki yaglarindan: glinabaxan,

 CH,(CH,~ CH,~ CH- CH,),H




3. Toz sakilli saxaroza
4. Saat susesi
5. Slse cubuq

HO (‘ZHS
_ CH,~ (CH,~ CH,— CH- CH,),H

\CH,

B - tokoferol (5,8-dimetiltokol)
isin gedisi:

Quru saat susesi Uzerine 5 damla 0,1 %-li vitamin mahlulu tékulir, Gzarina bir az saxaroza
tozu ve 10 damla qati nitrat tursusu slave olunur, garisdirihr. Qirmizi rengin amala galmaesi
vitamin E-nin olmasini gostarir.

b) miqdarca tayini

E vitamininin tayini onun demir atomunu reduksiya etmasi ve 6zinin oksidlosmasi
naticesinda rangin dayismasina asaslanir. Rangler arasindaki ferq FEK-ls tayin olunur.

Reaktiv va lavazimat:

Hundurltyd 10-15 sm olan adsorbsiya sutunu
Fotoelektrokolorimetr

Cini havang-daste

100 ml-lik kolba

Benzol mahlullari Ggln xdsusi pipetkalar

Su nasosu

Benzol

Diatomit

0,2 %-li FeCls-in benzolda mahlulu

CoN>hr®WN =

isin gedisi

Havengda bir gadar (4-5 q) yasil (cavan) bitki obyekti qum ile birlikda bircinsli kutleya
cevrilana gader azilir.

Uzarine 5-6 dafe gox migdar susuz natrium sulfat (Na,SO.) slave edib yeniden siddetlo
azilir (bu is zamani natrium sulfat evezina mis kuporosu da islatmak olar ki, bunun Ugin azilacek
yarpagin har 1 gramina 3 q susuz duz iglanilmalidir). ©zilmis kutle elyusiya Ug¢ln adsorbsiya
edilir. Bunun Ugun: xromatografik kolonkada 3-5 sm hundurlikds elyuat (qat) dizaldilir. 20-50 ml
benzol ils islayarak elyusiya aparilir. Benzol qurudulur. Qaligin tGzearina 10 ml benzoldaki reaktiv
alave edilib tixac ile beark tixanib qgaranligda saxlaniir. 15 dagigedan sonra
fotoelektrokolorimetrda yasil isidfiltri ile kolorimetrlanir.

iS 87
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K, - vitamini ilk defs gara yonca bitkisinin yarpagindan alinmisdir. O ganin laxtalanmasini
nizamlayir. K; vitamininin gatismamasi orqanizmda protrombinin azalmasina sabab olur. Vitamin
Ks (filloxinon) isiga garsi ¢ox hassas ve davamsizdir.

Reaktiv vo lavazimat:

1. Teza meyve

2. Metil spirti

3. Petrolein efiri

4. Susuz Na,SO,

5. AlLO;

6. 1 %-li natrium-dietilditiokarbamat
7. 2 %-li C;HsONa mahlulu

8. Adsorbsiya kolonkasi

9. Etil spirti

10. FEK-M

isin gedigi

K, vitaminini substratdan ayirmaq UGg¢in 5 q teza meyve nlmunasi susuzlasdirilir.
Havangda slise qirintilari ve 5 ml metanolun istiraki ile azilir.

Sonra metanol sentrifuga ve ya sormagla (nasosla) ayrilir. Susuzlasdirma 2-3 dafe takrar
olunur (termostatda qurutmaga icaze verilmir). Susuzlasdiriimis gqaliga 5 ml petrolein efiri alava
olunur va arabir gqarisdirmagla 5 daqige muddatinda saxlanilir. Sari rengli mahlul (nimuna tam
rongsizlesena gadar) petrolein efirinin kdmayi ile ayrilir. Petrolein ekstraktinin imumi hacmi 25
ml-a catdirilir v su vasitasi ile metanoldan temizlenir. Bunun Ugln ekstrakt 100 ml-lik gifa
kegirilir va 1:2 hissa (50 ml) su ile tamizlenir. ©gar emulsiya amale galersa, doymus NaCl
mahlulundan istifada olunur.

Petrolein mahlulu susuz Na,SO, duzu ile qurudulur ve petrolein efiri ile isladiimis Al,O;
adsorbsiya kolonkasindan kegirilir (Al,Os-Un galinhdr 8 sm). Al,O; kolonkaya tékilmamisden
avval 2 saat middstinde 600°C-de saxlanilir ki, bu K,vitaminini adsorbsiya eds bilmir. Petrolein
ekstraktl degigeda 12-15 damla sirstile kolonkadan kegirilir. Sonra kolonka temiz petrolein efiri
ilo aramla karotinoidler tebageanin dérdds Ug¢ hissasini (6 sm) kegcana gadar yuyulur.

Karotinoidlarden ayrilmis ekstrakt ¢ini qgabda stolustl elektrik ventilyatoru ile
buxarlandirihr.

Qaliq 96 %-li etil spirti vasitasi ile 3 dafe (har defe ml-Ia) yuyulur, sinaq susesina kegirilir
ve 0°C-ya gader soyudulur. Soyudulmus mahlulun Gzsrine 1 %-li soyudulmus natrium-dietil-
ditiokarbamat, 5 daqigs kegdikdan sonra ise 2 %-li C;HsONa (100 mq - Na-un 5 ml C,HsOH-da
mahlulu) elava olunur. Sinaq susaleri 4 dagige soyuducuda saxlanilir ve six filtr kagizindan
stzuldr. Bir deqgigadan sonra rangli mehlul FEK cihazinda 10 ml-lik kiivetds yerlagdirilir vo
kontrola gére tayin olunur. Kontrol tgin 3 ml etil spirti alave olunmus hamin mahlullardan
istifada olunur.

Hesablama hamin reaktivierle tamiz filloxinona géra hazirlanmis grafike asasan aparilir.
Masalan: 3 ml spirts 0,05 mq vitamin K; oldugda isiq udma 13 %, 0,1 mq oldugda 25 %-a yaxin
olur. Butun igler, vitamin K, isiga hessas oldugu tgln kdlgadas aparilir.

VI BOLM8Y® AiD SUALLAR

1. Vitaminler na Ug¢ln lazimdir?



2. Avitaminoz, hipovitaminoz va hipervitaminoz ne demakdir?

3. Vitaminlarin gatismamasi naticasinds bas veran xastsliklora misal gatirin.

4. Vitaminlerin catismamasi naticasinde amals galen xastaliklarin sebabi nadir?

5. Askorbin tursusunun askar edilmasi ve miqgdarca tayini naye asaslanir?

6. Bjvitamini (tiamin) hansi Usulla tayin olunur?

7. B, vitamini (riboflavin) hansi formalarda rast galinir ve askar edilmasi nays asaslanir?

8. Bgvitamininin hansi formalarini taniyirsiniz?

9. Bs, vitamininin tayin olunmasi prinsipi neden ibaratdir?

10. PP vitamininin askar edilmasi ve migdarca tayini Gsulunu tasvir edin.

11. A vitamini haqqinda na bilirsiniz?

12. E vitamininin migdarca tayini neys esaslanir?

13. K vitaminin migdarca teyinini tesvir edin.

BiOKIMYA BOHSIN® AiD
OLAVOLOR

1. Formol qarisiq - 0,5 | formalina 10 ml 2 sayli isde hazirlanmis fenolftalein tokib Gzerine 0,1-
0,2 N NaOH mahlulunu damla-damla zsif caehrayi reng alana gader slave edilir. NaOH-1 100-
200 mq galavini 1 | suda hall etmakle hazirlayirlar. 2 sayli is Gcun hazirlanan 0,4 %-li galevini
ds istifade etmak olar. Bu halda NaOH ¢ox sarf olunacaq.

2. Zilal mehlulu - toyug yumurtasi texminan 88 % su, 1 % kar-bohidrat, 0,5 % mineral
maddasler, 10, 5 % zllaldan ibaratdir. Bu regamleri nazara alsaq yumurta zilalinin duru-
lasdiriimamis mahlulunu 10 %-li hesab etmak olar. Homin mahlulun hacminden 5 dafs cox
distille suyu ile yumurta zdlalini garisdirib ikigat, su il isladilmig tanzifden stizmakle 1 %-li
albumin mahlulu alariq. Yumurta globulini ise tenzifde galir. Zilal mshlulunun gisman uzun
muddat galmasi tctin 100 ml 1 %-li mahlula 50 ml doymus duz mahlulu (NaCl) slave etmak
olar. Mahlul soyuducuda saxlanilir.

3. 1 %-li albumin - texniki terezide 25 q budda unu ¢akib onu 100 ml distille suyunda yaxsi
garisdirmagq, arabir ¢alxalamaq ve 1,5 saatdan sonra mehlulun Ust seffaf hissasini gétirib
onu stizmakla 1 %-li bitki albulini mahlulunu alariq.

4. 2 %-li natrium hipobromid (NaOBr) - 30 g NaOH 100 ml suda hall edilir. Mahlul tam

soyuduqgdan sonra sorucu gkafda ehtiyatla oraya 3 ml temiz brom tokulur. Mahlulu yaxsica



garisdirlb qara kagiza bukilmis gabda sorucu skafda ve ya soyuducuda 1 aya yaxin
saxlamaq olar.

5. Fol reaktivi - 10 g NaOH 90 ml suda hall edilir (1) 2,5 g qurgusun asetat [Pb(CH3;COO;] 95 ml
isti suda hall edilir (Il). Bilavasits is aparilan zaman Il mahlulun 1 hacmini | mahlulun 2 hacmi
ile garisdirmaq lazimdir. Bu zaman ¢dkinti alinir. Cokantind 10 %-li NaOH-in artiq migdari
ilo hall etdikden sonra reaksiyani aparmaq olar. Alinan fol reaktivi Na,PbO, (natrium
plyumbitin) galevi mahluludur.

6. 1 %-li jelatin. 1 q jelatin Gzarine 90 ml su tokib bir ne¢ga saat ve ya sshare gadar jelatinin
sismasini gézleamak lazimdir. Onu su hamaminda qizdirmagqla hall edirler.

7. 90 ml gati NaCl (xlorid tursusu) ile 10 ml xususi ¢akisi 1,685 olan fosfor turgusunu ehtiyatla
garisdirmagla 9:1 nisbatda qgarisiq alinir.

8. 1 %-li formaldehid preparati. 40 %-li formaldehid preparati - formalin adlanir (H.C=0). Bir hissa
formalin 39 hissa distille suyu ile yaxsi qarisdirildiqgda 1 %-li formaldehid mahlulu alinir.

9. Qlioksil tursusu preparatini almaq Ugln avvalce 10 q quzuqulagdi tursusunu 100 ml suda hall
etmakla onun gati mahlulu hazirlanir. Mahlulu 0°C-s gadar soyudurlar. Sonra 2 q doyilmus
narin magneziumu (Mg) bir gadar su ile isladib 50 ml soyuq, doymus quzuqulagi tursusu ila
garisdirihr. Bu zaman quzuqulagi tursusunun magnezium duzu cokdr. Cokuntiini ayirib filtrati
goturdr ve onu 1-2 ml sirke tursusu ils tursulasdirirlar. Alinan mahlulun hacmi 200 ml-a ¢atdirilir.
Preparati soyuducuda saxlamaq lazimdir.

10. Diazoreaktiv, Pauli reaktivi - 2 mahluldan ibaratdir.

1) HCI-da hazirlanmig sulfanil tursusu 450 mq sulfanil tursusunu 5 ml gatt HCI -da hall edib
hacmini su ile 50 ml-a gatdirmali. Mahlul davamlidir.

2) 5 q NaNO, (natrium nitrit) 95 ml suda hall edilir. Bu mahlulu is giinii hazirlayirlar. isden gabaq
har iki mahlulu 15 daqiqe buzda saxlamaq lazimdir. Ayrica gétirtlimus 100 mi-lik élci kolbasini
soyudub oraya 0,3 ml 1-ci mahlul (sulfanil tursusu) ve 5 ml 2-ci mahlul (NaNO;) gotiriab 6lglu
kolbasini 5-10 daqiga buza yerlasdirmali. Kolbaya bir daha 1,2 ml 2-ci mahluldan slave edib
soyuq distille suyu ile hacmi 100 ml-e c¢atdirmali. is zamani mahlul buzda olmalidir ve o bir
sutka arzinda yararli ola bilar.

1. Milion reaktivi - istiye davamli kolbaya ¢aki hesabi ilo bir hisse cive ve iki hisse azot
tursusu (HNO;) gdétirib soyuq seraitde onlari hall etmak ve prosesin sonunda reaksion
qarisigi su hamaminda (37°-40°C) tam hall olana gader gizdirmagla alinan HgNO3 hacmin iki
migdari gader su ile durulasdinlir. Bir gadar sonra ¢okintini garisdirmamagq sertile soffaf
hisseni diger gaba bosaldib isletmak olar.

1. 0,5 q fenolftalein kimyavi stakana kecirilir voa hacmi 100 ml-s ¢atana qader Uzarina etil spirti
tokdlir. Bir geder qizdinilir ve hazir indikator xiisusi indikator gabina tékiilir. indikator tixac
vasitesile igarisina rezin borulu kigik pipetka kegirilmis gaba da tokuls biler.

2. Universal indikator - 500 ml etanolda 0,1 q gdy bromtimol, 0,1 q metil qirmizi, 0,1 q y-
naftolftalein, 0,1 q timolftalein va 0,1 q fenolftalein hall edilir.

3. Doymus NaCl mahlulu - 30 g NaCl 100 ml suda hall edilir va 10 %-li NaOH-la ¢okdurulir. Bu
yolla alinmis doymus mahlulda hazirlanan 1 %-li nisasta uzun muddat qalir.

4. Duzlagdirma reaksiyalari lcln ziilal mehlulu - 3 yumurta zulalini 700 ml su 300 ml doymus
NaCl mahlulu ile garisdirib bir nega gat tenzifden stizmak lazimdir.

5. Molibden reaktivi - 7,5 q ammonium-molibdenati 100 ml suda hall edib xususi ¢akisi 1,2 olan
32 %-li 100 ml HNOs-U Uzerina slave etmali, HNO; slave edildikden sonra ammonium-
molibdenat tamam hall olur.

6. 1 %-li nisasta - az miqdarda (5 ml) distille suyunda 1 q nisastani garisdirib tezace qaynara
dismuis 95-100 ml suya toke-tdka slse cubugla nisastanin su ile qarismasini temin etmak
lazimdir. Sonra derhal gaynayan kimyavi stekani kanara qoyurlar.

7. Lyuqol reaktivi - 2,5 q kalium yodu (KJ) 30 ml suda hall edib oraya 1 q kristallik yod slave
edirik. Mahlulu qarisdirmagla J-u hall edib onun hacmini 100 ml-a catdirmall.

8. Siid-asetat qarisigi -avvelca asetat buferi hazirlanir: a) 1 | suya 40 g NaOH hesabi ila lazimi
migdarda 1 normal galevi mahlulu hazirlamali; b) 1 | suya 57,2 ml buzlu sirke tursusu
hesabina uygun lazimi miqdarda 1 normal sirka tursusu hazirlamali. pH-1 4,7 olan bufer
mahlulunu almagq Gcin 50 ml a, 96,8 ml b, mahlulunu qarisdirib hacmi 0,5 I-a ¢atdirmali. 35-
ci isde nazarde tutulan pH-1 5,0 olan bufer mahlulunu almaq tcliin 5 ml a mahlulunu 7,34 ml



b mahlulu ile garisdirihib hacmi 50 ml-e ¢atdirilir. Sld-asetat garisidini almaq Ucin ise pH-i
5,0 olan mahlulun (bufer) eyni migdari heamin migdar stdle qarigdirilir.

9. pH-1 4,6 olan asetat buferi hazirlamaq utclin 480 ml 0,2 N natrium asetat ve 520 ml 0,2 N
sirka tursusunu garisdirmagq lazimdir.

10. 2%-li naftorezorsin (spirtds) 2 q kristallik naftorezorsini 100 ml 96 %-li etanolda hall edib
tiind rangli qabda saxlamaq lazimdir.

1. Selivanov reaktivi - 50 ml qati HCI -u 50 ml distille suyu vasitasile durulasdirib orada
100 mq kristallik rezorsini hall etmakls alinir.

12. Feling Il mayesi - 200 q segnet duzu va 150 g NaOH oda davaml litrlik cini gabda
garisdirihb distille suyunu tadricen alave edarak butin katle hall edilir. Mahlul soyudulur va
hacmi 1 litra su ile ¢atdirilir.

13. Nilander reaktivi - 2 q Bi(OH);NO; va 4 q seqgnet duzu gaynar su hamami vasitssile 10
%-li NaOH mahlulunda hall edilir. Mahlulu soyudub cékintidan ayirmaq Gcln stzurlar.

14. Lyuqol reaktivi - 100 ml suda avvalce 20 q KJ, sonra isa 10 q kristallik 1> hall edilir. Alinan
mahluldan is zamani (nisasta ile isledikda) mivafiq migdar 5 defe su ile durulasdirilir.

15. Meads siresi (normal) - 1,7 | suya 37 g NaCl , 7 ml gati HCI, 2 ml gati sud tursusu ve 12 q
pepton gotlrilir. Made siresini bele de hazirlamaq olar. Madenin selikli gisasini 37°C
temperaturlu fizioloji mahlulla yuyub et masinindan kecirdikdan sonra lzarina alinan hacma
uygun 0,4 %-li HCI tékarik. Bir sutkadan sonra mahlul gath kagiz filtrdesn stzilir. Satisda
olan pepsin preparatindan da istifade etmak olar. Bunun tcln preparatin 1 g-1 11 0,2 %-li
HCI-da hall edilir ve bir neca saatdan sonra suzulur.

16. Hiposulfit - fiksanaldan hazirlanir (0,1 N) fiksanal olmadiqda ¢aki Usulu ile 0,1 N (bazi
halda is Gctin 0,005 N hiposulfit slverislidir). Hiposulfit hazirlayib is zamani her dafs titri KJOs-
la yoxlanilir. Bunun Uctn 0,3567 q tam qurudulmus KJOj; analitik teraezida ¢akilib 2 litrlik 6lgl
kolbasinda iki defe qovulmug distille suyu ile (bidistillyat) hall edilir, 0,005 N KJOs; alinir.
Kolbanin hacmi 2 litra ¢atdirilir. Hiposulfitin titrini yoxlamaq tcin 2 ml KIO; mahluluna 2 ml 3
%-li 3 qat xlorsinkyod mahlulu alava edilir (27 A) sonra 2 damla 1 %-li nisasta alave etdikda
Jz ayrilir. Ayrilan J; hiposulfitle titrlenir.

27. A. Xlorsinkyod 3 qat mahlulu. 50 q sink sulfat ve 250 q NaCl 1 litrlik kolbada hall edilir, su ila

Olcliya catdirilir ve stzilir. Mahlulu igledarken alinmis hacmda 2,5 q KJ hall edilir.

28. Standart tiamin mehlulu - 10 mq tiamin 50 ml 0,1 N HCI -da hall edilib qarisdirilir. Homin
mahlulla 100 ml-a ¢atdirilir. 100 mkg/ml isledildikde yuxaridaki asas mahluldan 10 ml gétirtb
0,1 N HCI -la 100 ml-a gatdirilir (10 mkg/ml).

1. pH-1 6,0 va 8,3 olan su ile doydurulmusg fenol - har 100 ml teze gqovulmus, rengsiz, mulayim
fenola 25 ml su slava edib itmayan bulaniqg amals galena gadar ¢alxalamali. pH=6,0 almaq
dctn 50 ml fenol tGzerine 0,1 ml 2 N KOH (11,2 q KOH-I suda hall edib hacmini 100 ml-a
catdirmali); pH=8,3 almaq Ucun ise 50 ml fenola 7,5 ml 2 N KOH salave etmali.

2. NaCl - (natrium xlorid) 5,0 M; 4,0 M; 0,14 M; 5 %; 0,1 M; muvafiq olaraq 29,25 q; 24,2 q; 830
mq; 5,0 q; 585 mq NaCl 100 ml-lik élgt kolbasinda hall edilib hacmi su ile 6lglys ¢atdirilir.

3. Terkibinda 1 I-de 0,05 M kalium sitrat olan 0,174 M NaCl - 1,53 q susuz kalium sitrat 100 ml
Olcl kolbasinda 0,14 M NaCl -da hall edilib hamin mahlulla (NaCl) él¢lye catdirilir.

4. pH-1 8,3 olan 1 I-de 0,3 p-aminosalisil tursusu olan su ile doymus fenol - 4,6 q p-aminosalisil
tursusu pH-1 8,3 (29-a bax) olan fenolda hall edilib hamin mahlulla él¢tye ¢atdirilir.

5. 0,75 M NaCl , 0,16 M C¢HsNas;O; a2H>O (natrium sitrat), 0,01 M Na,H.C1H;2 OsN. (EDTA -
natrium etilen diamino-tetraasetat) - 336 mq-0,336 q EDTA 100 ml-lik élgii  kol-basinda pH
giymatine nazarat etmaklo hall edilir, pH 8,0-8 ¢atdirilir, sonra hamin hacmda 0,877 g NaCl
va 4,411 q natrium sitrati hall edib, mahlulun hamini 100 ml-a ¢atdirmali.

6. Xloroform:izoamil spirti 24:1 - xloroformun (CHCI3) har 24 ml-na 1 ml izoamilspirti - (CH3)-
CH-CH.-CH;OH slava edib qarisidi yaxsi qarisdirmaq ve teze halda istifade etmak lazimdir
(cox qaldigda mahlullar ayrilir).

7. Etanol:efir 1:1 - etil spirtinin (etanol) her 10 ml-na (C.HsOH- 96 %-li) 10 ml dietil efiri

(C2Hs0OC;Hs) tokub yaxsi garisdirmali.
. 70 %-li etil spirti - 96 %-li etanolun har 70 ml-na 26 ml su tdkmakla alinir.
. Xlor turgusu (HCIO4) 2 %, 5 %, 20 %, 57%, 0,5 N mahlullar - gati xlor tursusundan (p=1,67)
66,77 %-li
2% - 1,7 ml HCIO4 +97 ml su

©O



5% -4,3 ml HCIO, +93 ml su

20 % - 17 mI HCIO4 +71,5 ml su

57 % - 45,9 ml HCIO, +18,3 ml su

0,5N-0,23 ml HCIO4 + su - 10 ml-a ¢atdirmali.

38. 1,0N; 0,5N; 0,01 N; 0,4 %, 1,0 %, 10 %-liNaOH 1,0 N 4,0 q
NaOH-i suda hall edib - 100 ml-a ¢atdirmali.

0,5 N - 2,0 g NaOH-I suda hall edib 100 ml-e ¢atdirmali.
0,01 N - 40 mq NaOH-1 suda hall edib 100 ml-ae ¢atdirmali.
0,4 % - 400 mq NaOH 100 ml suda hall edilir.

1% -1,0q NaOH + 99 ml su.

10 % - 10,0 g NaOH + 90 ml su.

39. 1,0N 5,0 NKOH -1 N - 5,6 KOH 100 ml-lik kolbada hall edilib su ile dlgtya ¢atdirlir. 5,0
N - 28,0 g KOH - 100 ml-lik kolbada hall edilib su ile dlgtya ¢atdirilir.

40. Natrium dodesilsulfat - CHs-(CH2)11OSOsNa 20% - 20 q duz 80 ml suda hall edilir.

41. 5,0 M natrium xlor - 58,5 q NaCl-u suda hall edib hacmi 1,0 litre ¢atdirilir (v ya 5,85 q
NaCl - 100 ml-a gatdirilir).

1. Difenilamin reaktivi (Dise reaktivi) - spirtden iki dafe yeniden kristallasdiriimis 500 mq
difenilamin, 50 ml buzlu sirke tursusunda tam hall edildikden sonra oraya 1,4 ml gati sirke
tursusu slave edilir.

43. 20 %-li sirke tursusunda doymus NaCl meahlulu - 20 ml gati sirka tursusu (99,9 %) 80 ml
su ile gansdirilib mahlul doyana gader orada NaCl hissa-hisse hall edilir.

44. Orsin reaktivi - 50 ml 30 %-li HCI-da (har 10 ml gati HCl-a 1,6 ml su tdkmakle - yani 50 ml

tcln 8,0 ml su) 100 mq orsini hall edib oraya 50 mq FeCl; (xlorlu demir) slava edilir.

45. pH-1 4,5 olan buzlu sirke tursulu 50 %-li etanol. Har 50 ml 96 %-li etil spirtine 46 ml su
tokdb pH-1 sirka tursusu vasitasile pH-metrle nazarat seraitinde 4,5-a ¢atdirmal..

1. 3:1 nisbatinds etanol, dietil efiri - 96 %-li etil spirtinin har 30 ml-ne 10 ml dietil efiri alave edib,
yaxgl qarigdirmagla alinir.

2. 1 %-li natrium sitrat (icqatevazedilmis) - 1 q natrium sitrat 99 ml suda hall edilir.
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