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(Darslik va dars vesaitleri seriyasindan)

Praktikum 2 hissadan ibarstdir: birinci hisse 5 bdlmade birlesdiriimis 75
laboratoriya isini ehate edir. Burada amin tursulari, zilallar, fermentler, karbohidratlar,
lipidler ve vitaminlar Ggiin mihim kemiyyet ve keyfiyyat reaksiyalari 6z aksini tapmisdir.
Ikinci hisss iss, 3 bolmadan ibarst olub, heyvanlarda immunoloji tacriibe modellsrini,
immunoferment analizini ve immunoglobulinlerin ayrilmasi ve analizi tiglin lazim olan an
muasir dsullari (duzlasdirma, xromatoqrafiya, elektroforez, immunoblotinq) &ziinde
birlesdiren 23 laboratoriya isini shate edir.

Vesait universitetin biologiya fakultssi, tibb ve pedaqoji universitetlorinin tolabaleri
Ucun nazearde tutulmusdur. Lakin kitabdan biokimyagilar, immunoloqdar da istifade eda
bilerlar.



MUQaDDIiM3

Diqgstinize c¢atdirdigimiz praktikum Baki Dovlst Universitetinin Biologiya
fakultasinde tahsil alan talebalar ¢lin nazards tutulmusdur. Kitabin ilk nasri 1976-ci
ila, ikinci nasri ise 1990-ci ile tesaduf edir. ©vvalki nasrlerin har ikisi kiril alifbasi ila
nagr olunmusdur. Lakin latin alifbasina kegidle bagl kitabin yeniden nagr olunmasi
nazarda tutulmus ve bununla slagadar kitabda yeni alavaler va duzslislor edilmasina
imkan yaranmisdir. Ona gore da ilk dafe olaraq azerbaycan dilinde immunologiyadan
asas laboratoriya masgalalerini shata eden movzular da kitaba daxil edilmigdir.

Praktikumun | hissasinde 6z oksini tapmig laboratoriya masgalalarinin aksar
hissesi keyfiyyat analizi xarakteri dagiyir ve muxtalif maddalarin, onlarin terkibine
daxil olan funksional gruplarin askar edilmasina, fiziki, Kimyavi xassalerinin miayyan
olunmasina hasr olunmusdur.

Programda olan ardiciliga uydun olaraq avvelca «Zulallar va amin turgulari»
bolmesi gerh edilmis, onlar Gcun keyfiyyat reaksiyalari, miqdari analitik Gsullar
isiglandiriimisdir. ©vvalki nasrlarde olan ve artiq hesab etdiyimiz bazi mealumatlar
ixtisar edilmis ve muvafiq dizsligler apariimisdir.

| bolmeda nezarde tutulan, vesfi ve keyfiyyat xarakterli, fiziki-kimyovi
gostoricilari saciyyslandiren isler dayisilmadan saxlaniimisdir. Xdsusi yanasma talab
edan reaktiv ve mahlullarin hazirlanmasi hagqinda malumatlar «Slavealar»
bolmasinda 6z aksini tapmisdir.

Karbohidratlar bodlmasinde musyyan yerdayismalar aparilmis va muvafiq
duzaligler edilmisdir. IV va V bdlmalar muvafiq olaraq, lipidlara ve vitaminlere hasr
edilmisdir. Fermentlerin asasen zulal tabistli olmasini nezara alaraq, onlarla bagh
isler 1l bdlmayae - zilallar ve amin tursulari bélmasindan sonraya kegirilmisdir.

[l hisse immunologiyadan laboratoriya iglarine hasr edilmigdir. Burada VI, VIl ve
VIl bdlmalara mivafiq olaraq heyvanlarla islemak ugln tecrubaler, modeller,
immunoferment analizi ve nahayet immunoqlobulinlerin ayrilmasi ve analizi tgln
lazim olan muasir metodlar-elektroforez, xromatoqgrafiya, immunobloting genis sarh
edilmisdir.

istor 1, istarsa da Il hissenin har bdlmasinds verilan bilikleri méhkemlandirmeak
magqsadi ile bolmalarin sonunda suallar bloku verilmigdir. Kitabda verilan materiallara
aydinhqg getirmak uUg¢un oraya c¢oxlu sayda cadvel ve sxemlar, hamginin sakillar
salinmisdir.

Praktikumdan digar tibbi ve bioloji profilli tadris ocaqglarinda tshsil alan
telebaler, eksperimental-biokimyavi, tibbi tadgigat musssisalarinin amakdaslari da
istifade edao bilerlar.

Kitabin tartibati va movzularin serhina aid oxucularin tenqidi fikirleri bizim Ggln
giymatli oldugu dgtin onlara avvalcadan minnatdariq.

Midislliflor
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| BOLMd
ZULALLAR V3 AMIN TURSULARI

Proteinler adlanan sade zulallarin element terkibi C, N, O, H, S; miurakkab
proteidlerinki ise, prostetik qrupun kimyavi tabistindan asili olaraq, slava digar kimyavi
elementlardan ibaratdir. Prostetik grupu nazare almasagq zulallar 17 amin tursusu, 1 imin
tursusu (prolin), 2 amid-asparagin va glitamin amin tursularinin qaliglarindan ibaratdir.

Serti olaraq sayca 20 amin tursusu - standart amin tursulari adlanir. Basga
terminla, onlara proteinogen amin tursulari da deyilir. Zulallarin biosintezi prosesinda
hamin amin tursularini kodlasdiran DNT tripletlari mévcuddur. Bazi zilal tiplarinde 20
amin turgusunun téremasi olan geyri-standart - masalon 4-hidroksiprolin, 5-hidroksilizin,
N-metillizin, y-karboksiglitamin tursusu kimi amin tursulari da mévcuddur. Bunlardan
alave tebistde bazi malumatlara gora sayi artiq 400-U kegmis qgeyri-proteinogen térama
xarakteri dasiyan, tripleti olmayan amin tursusu musahide edilmisdir ki, onlar zullalarin
torkibina daxil olmurlar.

Zllallarin tarkibine daxil olan amin tursulari, bir-biri ile

g """" (peptid) slagesi ile birlesirler. Zilal molekullarinin
qurulus

spirt ve s. tipli alagelar vasitasile da birlesir. Zulal taskil eden amin tursularinin keyfiyyot
va kamiyyat tarkibi, onlarin tarkibina daxil olan yan radikallar, prostetik qruplara maxsus
diger kimyavi gruplar, ztlal globulasi sathinin yikleanma, ve nativlik deracaleri va diger
fiziki-kimyavi amillarden asili olaraq istifade olunan kimyavi maddalerle muixtalif renglar
amale galir. Hamin renglara, amale galan kompleks maddalara, ¢okuntu alindigi halda
onun xarakterine asasan, tacribads isladiloen zllal hagda, onun qruplari hagda muvafiq
natice c¢ixarmagq mumkunddr. Keyfiyyat analizinin mahiyysti de ele deyilenlarden
ibaretdir.

Amin tursulan - karbon zancirlerinda hidrogen atomlarindan birinin amin grupu ile
(~NH2) avez olunmus karbon tursularinin téremalaridir. Tabii amin tursularinin
aksariyystinde amin qrupu karboksile (—COOH) nisbatan a - vaziyystdadir. Amin tur-
sularinin terkibine imin (—NH), 2 amin, imidazol, quanidin kimi azotu olan qruplar,
sulfhidril (-SH) ve kikird da daxil olur (1-ci cedvale bax).

Canlh organizmlarda musahida edilan, dyranilmis 200-a yaxin, zulallarin tarkibina
daxil olmayan, lakin maddaler mubadilesinde muhim rol oynayan amin tursular -
tripletleri olmayan qeyri proteinogen tursularla yanasi dyranilmakds olan diger tursular
da malumdur.

Proteinogen amin tursulari amin ve Kkarboksil olaraq, iki funksional qrupa
malikdirler. Bir va iki asasli mono, diamin ve s. gruplarin sayina asaslanan tasnifat



novunun adabiyyatlarda an c¢cox rast geldiyini nazera alaraq, biz asagida amin
tursularinin radikallara esasan tesnifatini veririk. Bundan basqga amin tursularinin Gmumi
olan bir cehati - amin va karboksil qruplarinin eyni karbon atomu ila birlesdiyini; yan
zoncirlerin qurulusu, elektrik yika va hall olma deracasinin iss muxtalifliyini nazara
almagla hamin tesnifati veririk. Amin tursularinin qurulusu ionlasmis soakilda
gOstarilmisdir.

Maddaler mibadilasinde muhidm rol oynayan, lakin zilalin tarkibina daxil olmayan
amin tursularindan koferment A-nin, karnozinin ve anserinin bir hissasini teskil edan,
ham da serbast rast galan B-alanin (B-aminopropion t); sidik covhari, alkoloidler,
antibiotik gramisidinin biosintezinds istirak edan L-ornitin, (a,3-diaminovalerian t); sidik
cOvharinin biosintezi zamani amale galen araliq mahsul kimi malum olan, hamgcinin
serbast rast gelen, garpiz siresinin amin tursusu L-sitrullin (o-amino-3-karbamido-
valerian t); bitkilerde, mamalilerin sinir toxumasinda, bezi suda - quruda yasayan
heyvanlarda, quslarda tapilmis y-aminoyag tursusu

Cadval 1

Proteinogen amin tursulari
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va diger amin tursular da tasvir edacayimiz keyfiyyat reaksiyalarinda muisahida edils
bilirlar. Amin tursularinda iki funksional grup - karboksil (-COOH) ve amin grupunun (—
NHz2) mdvcud olmasi, onlarin kimyavi xassalarini misyyan edir. Su mahlullarinda kar-
boksil grupunun protonu amin qrupuna kegir ve amin turgusu glisin misalinda asagidaki
sokilda yazila biler:

40
H{ /CXo
»H

C
VRN
H
NH'

N

Organizmda hall olmus halda olan amin tursular daxilan ele sakilds ionlagmiglar
ki, eyni molekulda ham amin, ham da karboksil grupu ionlari mévcud olur ve molekul bu
halda elektroneytraldir. Laboratoriya islerini yerina yetirerkan nazards tutmaq lazimdir
ki, turs mihitde amin turususu 6zinu galavi, galevi muhitds ise aksina, tursu kimi aparir.
Cunki birinci halda karboksil grupunun dissosiasiyasi bas vera bilmir va molekul kationa
cevrilir. Basga sozle misbat yiiklenir. ikinci halda amin qrupu dissosiyasiya eds bilmir,
anion amale galir va amin tursusu manfi yiklenir.

Belalikla, kimyavi ndqteyi nazardan amin tursulari amfoter elektrolitlordir.

Amin tursularinin zulal molekulunda bir-biri ile birlesmasi naticasinde amale



galan peptid O  slagalerinin xiisusi xarakter dasidigini  hele 1888-ci ilda
A.Y.Danilevski geyd etmisdi. Bels ki, C va N-u birlagsdiran kimyavi alage adi slagalerdean
forgli olaraq 6zUn0 ikigat rabite kimi aparir ve gismen qisadir. Onu musahide etmak
Ucun tatbiq olunan biuret reaksiyasi asagida tesvir olunacag. Qismen az sayda amin
tursulari galiglarindan teskil olunmus peptidler adlanan polimerlari, daha uzun
polipeptidlari vo muvafiq konformasiyaya malik sade ve mirakkab zilallari migahida
etmak Ugln coxsayh keyfiyyat reaksiyalari mévcuddur ki, dediyimiz kimi onlarin tatbiqi
naticesinde musahida olunan molekul haqginda muiayyan melumat alde etmak
muamkundur. Nazerds tutmaq lazimdir ki, ister sade peptidler, istarsa de protein va
proteidler mévcud olduglari muhitdan asili olaraq (masalen, muhitin pH-1) manfi ve ya
musbat ylklana bilarler. Zilallarin mixtslif deracada hall olmasi, hidratasiya daracasinin
dayismasi, ona tesir gostaren bagga amillar keyfiyyat reaksiyalarinin xarakteri, emale
galen ranglarin intensivliyi va s. Ggun muhum gertlardir.

Belaliklo, asagida tasvir edacayimiz her bir ig, amin turgulari va zulallar hagda
miayyan malumat alde etmak t¢ilin bu ve ya digar deracada shamiyyatlidir.

RONGLI REAKSIYALAR

Amin tursulari va zilallarin imumi kimyavi xassaelari tekce funksional gruplardan
yox, muvafiq reaksiyaya daxil ola bilan radikallardan da asilidir. Ela ona gore, radikalin
xarakterina gore de mahluldaki amin turususu hagda malumat alde etmak mumkunddr.
ovvalca funksional gruplardan biri a-amin grupunun musahids edilmasina baxaq.

IS1
o - AMIN QRUPUNUN ASKAR EDILM®SI
Reaktivler:

1. 1%-li alanin ve ya suda asan hall olan digar amin tursusu - 1 g amin tursusu 99
ml distille suyunda hall edilir

2. Qati nitrat tursusu (HNO3)

3. 3%-li Natrium nitrit (NaNO2) - mahlul davamsiz oldugundan is gunu 3 q duz, 97
ml su hesabindan hazirlanir

isin gedigi

2 sinaq susgesinden birina 3-4 ml amin turgsusu mahlulu, digarine eyni migdarda
distille suyu tokultr. Sonra haer iki sinag susasine 1 ml gati nitrat turgusu alava
edilir, Amin tursusu olan sinaq susasindsa intensiv sakilde gabarciglar emala galarak

ayrilirlar. Bu tecriibada a-vaziyystdaki amin grupu bilavasite tacribs zamani amalo
galen nitrit turgusu ila reaksiyaya daxil olur. Temiz nitrit tursusu tecriibads ona gotra



istifade olunmur ki, o serbast halda davamsizdir. Guclu tursu (bizim halda qgati nitrat
tursusu) va nitrit tursusunun natrium duzu garigiginda nitrit tursusu amala galir ve amin
tursusu ila reaksiyaya daxil olur.

_ COOH _ COOH
HC -C +0=N-OH —* HC-C{ + H,0+N, 1
‘ NH, | OH
H H
Alanin Nitrit Oksipropion
tursusu tursusu

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

Belaliklo nitrit tursusunun pargalanmasi zamani ayrilan azot gazi mihitde a-amin
grupunun oldugunu gostaerir.

is 2
FORMOLTITRLOM®

Amin tursusunun tarkibina daxil olan digar funksional qrup - karboksilin mdévcud
oldugunu bu reaksiya vasitesile miayyan etmak olar.

Reaktivler:
1. 5%-li alanin ve ya glisin 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 (elavelar bdlmasi 1)

isin gedisi

Mikrokimyavi sinaq susasine 5 damla amin tursusu mahlulu géturib Gzarine 1
damla fenolftalein ve zaif ¢ehrayl reng alinana gadar NaOH alave edirik (adaten 1-2
damla kifayat edir). Sonra sinaq stsesina 5 damla formol qarisiq tokub garigdiririq. Bu
zaman formaldehid amin qrupunu 6zina birlesdirir va mahlulun reaksiyasi turguluga
dogru dayisir ve naticads fenolftalein rengini itirir.



H H

| H |
H.C - C— COOH +o:c< —> H,C-C-COOH +H0
| H | / H
NH, N=C
2 \ H
Alanin Formal Alaninin metil
dehid tOromasi

Bu reaksiyada alaninin amin grupu formaldehidin karbonil grupu ile reaksiyaya girir
va amin qrupu galavi xassasini itirir. Amin tursusunun searbast galan karboksil qrupunu
galevi ila titrlemak olar. Bunun lg¢ln ¢ahrayi rangini itirmis sinaq sugesindaki mahlula
NaOH mahlulunu, damlalari saymagla yeniden cehrayi rang alinana gadar slave etmak
olar.

is 3
AMIN TURSULARININ XELAT
OMOLO GOTIRMOSI

Asagida tesvir edacayimiz is har iki amin tursularinda funksional qrupun moévcud
oldugunu gostarir. Amin turgulari 6zlerini "xelator” kimi aparirlar. "Xela” - yunanca
"kalbatin® demakdir. Bir sira Gzvi maddalar: mis, mangan, kobalt va digar metal ionlar
ilo qarsihigh slagaya girarek 6zunun iki funksional grupu vasitasile metali iki tarafdan
kalbatin kimi tutur. Bu zaman Uzvi madde ile metal arasinda iki slage (kovalent va
koordinasion) yaranir ve naticada heterotsiklik halge emala galir. Beloe xelatlardan birina
- glisinin amala gatirdiyi mis xelatini misal géstarmak olar.

O0=C-O0 . ,0O0C=0
Cu
PN
H,C-NH, H,N-CH,

Xelatlari “kelbatin sakilli birlesmalar” - de adlandirirlar. Digar hallarda onlara
ligandlar da deyilir.

Qabul olunmus tesnifata gora butlin xelatlari daxili kompleks birlegsmalar sirasina
aid edirler. Xelat kompleksinin terkibine daxil olan amin tursusunun xassalari kaskin
suratda dayisir. Masalen, onlar ninhidrinle reaksiya vermir. Clinki hamin reaksiyada (is
4) a-amin turgular askar edilir.

Xelat emals geldikds ise sarbast a-amin turgsusu kompleks tarkibinds birlosmis
haldadir.

Reaktivler:
1. 0,1 %-li glisin
2. 5%-li glisin



3. 5%-li mis-2-sulfat (CuSOs4). GOy rangli higroskopik CuSOa4 terkibine 5 su
molekulu daxil oldugunu nazearea alsaq CuSOa4-U - ¢ini gabda qizdirmagla onu ag kristala
cevirmak va 5 g quru CuSOa4 - 95 mq suda hall etmakla dagiq 5%-li mahlul almaqg olar.

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

isin gedigi

a) Sinaq susesinda goéturtlmis 3 damla mis-sulfat Gizerine hamin miqdarda 5%-li
glisin tokdikda goy rengli xelat amala galir. Mis sulfat mahlulu da géy oldugundan diger
sinaq susesine 3 damla su ve 3 damla mis-sulfat tokub birinci sinaq sugasindaki rangle
migayise etmak olar.

b) Sinag susesine 2 damla 0,1%-li glisin, 2 damla mis sulfat tokib onu
¢alxaladigdan sonra, Uzarine 2 damla ninhidrin mahlulu slave edib qizdirdiqgda xelatin
goy rangi alinmir.

c) Ayrica goturilmias 2 damla 0,1%-li glisin mahluluna yalniz 2 damla ninhidrin
alave edib qizdirdigda intensiv goy reng alinir (bax is 4).

is 4
NINHIDRINL® REAKSIYA

Bu reaksiya vasitesile oa-amin tursularini misahide etmak olar. Bu reaksiya o-
amin tursulari va zllal ticin daha saciyyavidir. Amin tursulari ve zilallar ninhidrinle goy
va ya bandvsayi mahsullar emale getirirlar. Karbohidrogen radikallarinin xarakterinden
asili olaraq ¢ahrayi, mavi, sari, goy-bandvsayi rengler de amale gala biler. Tursularin
bazi amin va amidlari de bu reaksiyani vera biler. Ona gora reaksiya spesifik deyil.

Reaktivler:
1. Ninhidrinin 0,2%-li spirtli mahlulu (is 3-8 bax)

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

3. 1%-li yumurta zulali (slavalar bolmasi, 2)
4. 1%-li bitki ztlali (slavaler bélmasi, 3)

5. 0,1%-li amin turgulari mahlullari - 100 mg amin turgusu 100 ml distille suyunda
hall edilir

isin gedigi

Yumurta, bitki ztlali ve amin tursulari mahlullarinin sayi qadar sinaq susasinin har
birine 4 ml muvafiq mahlul goturib zulal mahlullari olan iki sinaq susasinin har birina 1
ml, amin tursularn olan sinaq sussalerine ise 0,5 ml ninhidrinin spirtli mahlulunu salava
edirik. Sinaq sussaleri gaynayan su hamamina va ya termostata (115°C) yerlagdirilir. 10



daqgigaden sonra sinaq susalarini soyudub amala galen rengleri muqgayise etmali. Eyni
tacrtibani bu dafa ninhidrinin asetonda mahlulu ila takrar etmali.

Tacriba zamani agagidaki proseslor gedir.

0
I
R- (‘?Hf COOH+ @ =0 —»
a NH,
) !
o-amin  tursusu ninhidrin
(triketohidrindehidrat)
i
0 H
— >R C7 +CO#NH+
OH
(H)
aldehid reduksiya olunmus
ninhidrin
(hidrindantin)

b) Reduksiya olunmus ninhidrin oksidlesmis ninhidrin ve amonyakla kondensa
reaksiyasina daxil olaraq bandvsayi-gdy ve ya Rueman fir-firr emale gatirir. Bu reng
bandvsayi-gdy mureksid tipli birlesma da adlanir.

Ninhidrin + hidrindantin + NHz —

Rueman -goy-bandvsayisi

Tadgiq olunan mahlulda a-amin qrupunun qatiligi amale galen rangin intensivliyi
ile diiz mutenasibdir.

Oslinds proses aralig mahsullarin amale galmasile gedir.
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N= +H

Rueman - goy-bandvsayisi



iS5
BIURET REAKSIYASI

Bu reaksiya onu ilk defe taklif edan Piotrovskinin da adini dagiyir. Reaksiya peptid
alagealarini musahide etmak Uclndir, hassasdir, lakin spesifik deyil. Clunki amin tursular
ve zUlalla slagasi olmayan lakin terkibina peptid alagasi

1|1 0
l
' o . (H.N-C-N-C—-N,H)
daxil olan geyri Gizvi birlegma - Biuret CH) ,
H O
(HNCIlIgNCN/H)
. N-C-N-C-N-C- .
gksaml CH) I “H do bu reaksiyan
verir.

Ele ona gore, bu nimuna Biuret adlandiriimigdir. Temiz amin tursulari adatan
reaksiyani vermirloer. Histidin, serin, treonin, asparagin istisna taskil edir. Qalavi muhitda
mis duzlarinin istiraki ile qizdirma saraitinda aparilan biuret reaksiyasinda muvafiq rang
alinmasi Gg¢ln hamin amin tursularinin gati mahlullari telab olunur. Reng alinmasi lgln
tedqgig olunan maddada an azi iki peptid slagasi olmaldir.

|
(-C-N)
Adi kimyavi slageden gismen qisa ) peptid
olan

alagasinin biuretds sayi iki, oksamidde 3-dir. Masele burasindadir ki, peptid slagasi
olan birlesma va polimerlarda asas zancirin Czq atomlari peptid alagesina nisbatan bir
(sis) ve ya iki muxtalif tarafa (trans) yonals bilar. Ele buradan da sis ve trans izomerlar
amale galir. C-N slagasinin gisman qisa (1,37 nm) olmasi, tipik trans vaziyystin 40%
0zunu ikigat rabite kimi aparmasit hamin slage strafinda firlanmani da g¢astinlesdirir ve
ham sis, ham da trans izomerlarin davamhligini artirir. Bu ndqteyi-nazaerden muhitda
peptid olagasinin miqdari, basga so6zle peptid zencirinin uzunlugu ve reaksiya
muhitindan asili olaraq renglarin intensivliyi ve ranglarin 6z muxtslif ola biler (cehrayi,
bandvsayi, qirmizi-bandvsayi). Yuxarida gostarilon saraitde (galevi muhit, temperatur,
mis ionlar1) aparilan tecriibbada muhite rang veran peptid ve zllallarin peptid slagasi va
mis ionlarinin igtiraki ile emala galen mis-natrium kompleks birlesmalerdir (is 3-o bax).

Misle kompleks
amala gatirmis
polipeptid zancirinin
fragmenti

11 va ikiqat olagenin yagsama miiddatinin nisbati (6:4) peptid slagasinin 60% 1 qat, 40% ikiqat olmasi demakdir
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Oslinde bu fragment ligand qurulugdur ve 2 sayl isde goérdiyumuz mis xelatini
xatirladir. Kompleksin amala geslmasinda peptid rabitaleri olan madds, mis sulfat ve
natrium galavisi igtirak edir.

Reaktivler:

1.1%-li mis-2-sulfat (CuSOas) - CuSOas-un terkibinda 5 molekul su oldugunu nazera
alsag 1%-li mahlulu daqiq hazirlamaq tglin 1,56 gr. goy rangli CuSOas - 5H20 terazida
cokib, onu c¢ini gabda gaz tzerinds qizdirmaqla qurudub, ondan 1 q ¢akib 99 ml distilla
suyunda hall etmak lazimdir.

2. 10%-li NaOH - 10 g galavi 90 ml suda hall edilir
3. 1%-li glisin

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

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

6. Kristallik sidik cévhari CO(NH2)2 - karbamid

isin gedisgi

Cini gaba va ya oda davamli sinaq susesina 0,5-1 q kristallik sidik ¢covhari gétirub
onu alovla qizdirmagla eritmek ve berkiyana gadar gdzlemek lazimdir. Bu zaman 2
molekul karbamid-biuret amale gatirir

/NH2 . I\lle
2 C\: 0 £ 3 |C =0 Karbamid
NH, H-N
c-0
i,

Oriyib barkimis karbamid kristalini soyudub onu tam hall etmali. Distille suyunun
migdari taxminan 10-15 ml olacag.

Sonra 4 adad sinaq susasina ardicil olaraq eyni miqdarda (3-4 ml) glisin, yumurta
zulali, bitki zalah ve biuret mahlullarini tokdukdan sonra, susalere 3 ml 10%-Ili natrium



hidroksid ve 1 ml mis-sulfat mahlullarini alave etdikde amala galan rengleri mugayise
etmali ve daftarde geyd etmali. Birinci sinaq stsasinda (glisin) rang amala galmir.

AYRI-AYRI AMIN TURSULARI V8 ONLARIN DAXIL
OLDUGU ZULALLAR UGUN SBCIYY8VI KEYFIYYS®T REAKSIYALARI

Ister serbast, isterse de ziilalin tarkibine daxil oldugda bazi spesifik xassslare
malik olan bir qrup amin tursulari hemin xassslera asasen mugahida edile biler. Bu
reaksiyalarin bir gisminda rangli mahsullar alinir, digerleri mivafig amin tursusuna qarsi
yiksak daracede hassasdirlar. Bu xassalera asasan bir qrup amin tursusunun cuzi
migdarini bels ham searbast halda, heam de mirekkeb maddalarin terkibinde muigsahida
etmak mimkun olur.

iS 6
ARGININ UCUN SAKAQUCI REAKSIYASI

Tarkibinds quanidin grupu olan birlegsmalar galavi, hipobromat va a-naftolun
istiraki ile qirmizi ranga boyanir. Argininin tarkibinde quanidin qrupu oldugundan hamin
amin tursusu Ugln reaksiya spesifik ola bilar. Agmatin, metil-quanidin, quanidinsirka
tursusu (qglikosiamin) kimi quanidin gruplu maddaelar Sakaqugi reaksiyasini versa do
zulalin terkibinda bu birlegsmalar yoxdur.

Reaksiya zamani qirmizi rengin emala galmasi oksidlagsmis argininle a-naftolun
kondensa mahsulunun téremasi ile alagadardir. Hipobromat burada oksidlasdirici rolunu
oynayir.

NH, NH, NH,
(‘? =NH (|: =NH |c =NH
NH I\|IH T\|IH (CH,)
(CH,), C:Hz

CH, -NH, COOH

Agmatin Qlikosiamin Metil quanidin
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Y (‘EH2 + NaOBr + 2 —— 2NaBr+NaOH+2H,0+
p
[} CH, o]
| OH
a CH-NH,
|
COOH
* Br
|OL B [3 cx|
O—N——O
|
C=NH
|
((|3Hz)3
CH - NH,
|
COOH

oksidlesmis argininin a-naftolla kondensa mahsulu

Reaktivler:

1. 10%-li NaOH mahlulu

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

3. 1%-li zlal

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

isin gedisgi

Sinaq susasine 5 damla 1%-li yumurta zulali, 5 damla 10% NaOH va 3 damla a-
naftolun 0,1%-li spirtde mahlulunu go6turib dzerine damla-damla 2%-li natrium
hipobromid slava etdikde, mahlul girmizi renge boyanir. Mahlulda ammonyak va
haddan ¢ox hipobromid oldugda yaxsi natice alinmir.



iS 7
TORKIBIN® KUKURD (S) DAXIL OLAN AMIN
TURSULARININ MUSAHID® EDILM8SI

Zulallarin aksariyyatinin terkibinda kukurdlid amin tursularina (sistein, iki sisteinin
amale gsatirdiyi sistin ve metionin) rast galinir. XUsusila birinci iki amin tursusu uzun
middat gslevi muhitde qaynadildigda kukurd (S) atomunu hidrogen sulfid (H2S)
soklinda itirir. Bu madds isa 6z ndvbasinds galevi ile reaksiyaya giraraek musahids edile
bilen sulfidleri amale gatirir. Sulfidlari musahide etmak lc¢un Fol, Makkarti va Sallivan
reaksiyalari tetbiq olunur.

Fol reaksiyasi - Kukurdi zasif birlegmis sistein va sistini musahide etmak tg¢undur.
Reaktivlar:

1. Fol reaktivi (elavelar 5)

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

3. 1%-li yumurta zulali

4. 50%-li NaOH

5. 1%-li jelatin (elavelar 6)

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

isin gedisi

4 adad sinaq sugesine sistein, yumurta zulall, jelatin va bitki ztlali mahlullarindan
novba ile 3-4 ml goturdb her sinaq susasine 1,5-2 ml 50%-Ili galevi alave edib 5 dagige
gaynatmagq lazimdir.

Mahlulu soyudub sinaq susalarine 2 ml fol reaktivi slave edilir. Bu zaman gahvayi
ve ya gara rangli ¢okuntu alinir.

Bu zaman asagidaki proses gedir.
1. (CH3COO)2 Pb + 2NaOH — 2 CH3COONa + Pb(OH)2
2. Pb(OH)2 + NaOH-In artiqg migdari — Na2PbO2 + 2H20+
+NaOH-In artig migdari
3. HS—CH2—CH-COON + 2NaOH — HO-CH2—CH-COOH+
I I
NH2 NH2

sistein serin



+ Naz2S + 2H20

4. NazPbO2 +NazS + 2H20 — PbS{ +4NaOH

4 sinaq susesindaki c¢okuntilerin rang intensivliyi, yoxlanilan mahlullarda
kukurdin migdarindan asihidir. Jelatin olan sinag susesinds naticanin alinmamasi
onun bioloji dayerli zilal olmadigint (batin 20 amin tursusu, o cumladen kukurdlu
tursu burada yoxdur) gdstarir.

Makkarti ve Sallivan reaksiyalari. Kukird molekulu mohkem birlogmis
metionin amin tursusunu musgahide etmak tgunddr.

Reaktivlor:

1.10%-li natrium nitroprussid

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

isin gedigi

Sinag susesine 3 ml metionin mahlulu ve 2 ml 10%-li NaOH go6turib
garisdirdigdan sonra oraya teza hazirlanmis natrium nitroprusidin 1 ml mahlulunu
alave edib temperaturu 40°C olan su hamamina yerlasdiririk. 10-15 dagigadan sonra
sinaq susasini buzlu suya yerlasdirir va ya ¢ox soyuduruqg. Sinaq stsesine 10-15 mi
xlorid ve fosfor tursusunun qgarisigini alave edib ehtiyatla qizdiririg. Mahlulu sltsa
cubugla qarisdirib soyuq su altinda yena 10-15 daqige soyutduqda tadricen parlaq
girmizi-bandvgeayi reng amala galir.

iS 8
QLISININ MUSAHID® EDILM3SI
(Simmerman reaksiyasi)

Spesifik reaksiyalar sirasina daxildir. Sarbast glisin ve terkibina glisin daxil olan
garigiglar, zulallarda glisini migsahida etmak tcundir. Qalevi mihitde orto-ftal dialdehidi
glisinla parlaq yasil rang amals gatirir. Reaksiya pH-1 8,0 olan muhitds yaxsi alinir.

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

3. 1%-li bitki zulah



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 susesinae novba ila glisin, zalal, bitki zalali ve jelatin mahlullarindan
migayisali natica ¢ixartmaq Ugln eyni miqgdar (3-4 ml) goétarib hear sinaq stsasina
damla-damla galavi mahlulunu pH-8,0 olana gader slave edirik. Bunun dcln universal
indikator kagizin har sinaq susasinda Kigik pargasi mahlula batirimahdir. Mahit pH-nin
8,0 olmasi indikator kagizinin skalasi ile mugayise edilir. Sonra har sinaq susasina 0,2
ml o-ftal dialdehidi alave edildikde, muxtalif intensivlikli yasil reng alinir. Bir geder sonra
yaslil ¢okunti amale galir.

iS 9
PROLININ MUSAHID® EDILM3SI

lki mihim reagent-ninhidrin ve izatin vasitssile prolinle xarakter rengler amale
galdliyinden hamin reagentlar genis tatbiq olunur.

Ninhidrinle prolin asagidaki sakilde parlag-sari rengli kondense mahsulu amala

gatirir.
0 o) 0
| | |
=0 + HN — Q 1+\1<)+C02+H20
[ _
O COOH 0
ninhidrin prolin sarl kondenss mahsulu

Prolin amin tursusu muvafiq muhitde izatinle - digar - goy rangli kondensa
mahsulunun amala galmasina sabab olur. Giman olunduguna gora proses asagidaki
sokilda gedir:



) 0
| |
@i>o+Q—COOH+O— — > CO,+H,0 +
NH NH NH

izatin izatin

Gady rengli kondense mahsulu

Reaktivlar:
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 sirks tursusunda mahlulu - 300 mq izatin soyuducu skaf
soraitinde 100 ml buzlu sirks tursusunda hall edilir

isin gedisgi
a) Ninhidrinla reaksiya

Sinaq susasine 3 ml prolin ve bir nece damla ninhidrinin asetonda mahlulunu
g6turib gansdirir ve temperaturu 60-70°C olan su hamamina 5 dagige muddatina
yerlosdirilir. Tadrican parlag-sari rang aydinlasir.

b) izatinle reaksiya

Sinaq susesinae soyuducu skaf seraitinde 1-2 ml izatinin buzlu sirke tursusunda
mahlulunu garisdirdigda darhal gdy rang amals galir.

Digar sinaq sugasinda prolinin sulu mahlulu ile tacribani aparmali.

iS 10
TRIPTOFANIN MUSAHID® EDILM®SI

Triptofan aldehid grupu olan bazi birlegsmalarle muvafiq seraitde muxtalif roenglar
amale getirir. ©male gealan mahsul bandvsayi, qirmizi-bandvsayi rangde ola biler.
Aldehid grupu olan birlegmalerdan glioksil tursusu, formaldehid, oksimetilfurfuroldan



istifade etmak olar. Butin hallarda serbest ve ya zilal tarkibinde olan triptofani
musahide etmak Ug¢ln aparilan nimunade gati sulfat tursusu, diger bir halda xlorid
tursusu igtirak edir. Triptofani askar etmak Ucln tatbiq olunan reaksiyalar, onlari taklif
edan mualliflerin adini dasiyir.

Reaktivler:

. 0,1%-li triptofan

. 1%-li va durulasdiriimamis yumurta zalali mahlullari
. Bitki ztlali mahlulu

. Qati sulfat turgusu ve ya qati xlorid turgusu

. Buzlu sirka tursusu

. 1%-li formaldehid (elavelar 8)

. 5%-li fruktoza (5q fruktoza 95 ml suda hall edilir)

. Qlioksil tursusu preparati (elavaler 9)

© 00 N oo o0 b~ W N P

. 1%-li mis sulfat (is 3-8 bax)

10. 10%-li saxaroza

isin gedisi
A. Adamkevig reaksiyasi

Sinaq susasina bir ne¢e damla durulasdirilmamis yumurta zalah, 2 ml buzlu sirke
tursusu goturdikds ¢okuntu alinir. Sinaq susasini azaciq qizdirmagla ¢okuntu hall edilir.
Sinaq susasi soyudulur. Sonra onu maili vaziyyatds tutub divarlari ile 1 ml oraya gati
sulfat tursusu tokilir. iki mehlulun serhaddinde tedricen qirmizi-bendvsayi reng emale
galir. Bu zaman buzlu, qgati sirke tursusunun terkibinde olan glioksil tursusu
formaldehide cevrilir. Proses asagidaki sakilde gedarak bis-2-triptofanilmetani amalo
gatirir.

/0 /0
a) HOOC - CT  +H,80,— CO,+H-C
N N
H H
glioksil tursusu

formaldehid

Formaldehid 6z ndvbasinda iki molekul triptofanla reaksiyaya daxil olur.



COOH COOH COOH COOH

\ 0 | | \
_ _ HN-CH HC —NH,
H,N—CH I HC —NH, H.SO. 2 | 2
I+ C o+ | ERaat |
CH, \H CH, (|2H2 C‘Hz
\ | I 'l
@ . lI CHZ ' HZO
NH NH NH NH
triptofan triptofan BIS-2 - triptofanilmetan

Kondensa mahsulu bis-2-triptofanilkarbonile gadar oksidlesir.

COOH COOH COOH C‘OOH
| \ |
H,N-CH HC —NH, H,N—-CH HC‘ —NH,
| \ |

CH, CH, CH, C‘Hz
| \ |
oksid- N
CH, losma (‘jH
NH NH NH OH NH

BiS-2 - triptofanilkarbonil
B. Hopkins-Kole reaksiyasi.

Bu dafe zllal avezina sinaq stsasine 1 ml 0,1%-triptofan, eyni migdarda glioksil
tursusu preparati va 10 damla 1%-li mis sulfat goéturub, sinag susasine 2-3 ml az
paylarla (bir ne¢ca damla) sugsenin divari ile gati sulfat turgsusu alave edilir. Stusa qizir.
Onu har paydan sonra axan su vasitasile soyutmaq lazimdir.

Nehayat sinag susesini 5 deqige qaynayan su hamamina yerlesdiranda goy-
bandvsayi reng emala galir. Bu tacribadse de yuxaridaki reaksiyalar gedir. Sulfat
tursusu muahitinda aslinde haloxromin hadisesi bas verir, yani mavi-bandvsayi reng bis-
2-triptofanilkarbonil duzunun rangidir.

C. Suls-Raspayl reaksiyasi.

Burada buzlu sirke tursusu avezine (va ya qlioksil tursusu preparati svazina
(ondan formaldehid amala galir) diger bir aldehiddan - oksimetilfurfuroldan istifade
etmak olar. Bu aldehidi almagq tc¢un iss fruktoza ve ya saxarozadan istifads edilir. Saxa-
roza sulfat tursusu tasirinden hidroliz olunub fruktoza ve glikozaya, fruktoza ise 3
molekul su itirarak oksimetil furfurola gevrilir.



H,SO,+H,0

saxaroza

CH,~OH

H OH
qlikopiranoza
Fruktoza H,80,

va ya HCl

oksimetilfurfurol

Omoala galoen aldehid (oksimetilfurfurol) triptofanla qirmizi-bandvsayi kompleks
amale gatirir.

isin gedisi

Sinaq susasina bir ne¢ga damla ztlal mahlulu ve 2 ml 10%-li saxaroza ve ya 5%-li
fruktoza goturib susenin divarlari ile sisays 1 ml gati sulfat tursusunu ve ya xlorid
tursusunu ehtiyatla slave edib tedrican eamala gealan rangi misahide etmak olar. Digar
sinaq susasinda ztilal avazina triptofan mahlulunu gétirmak olar.

A, B, C reaksiyalarini bitki zulali ile da aparmali. Hamin reaksiyalari jelatinle
aparsaq natice alinmir.

iS 11
VUAZENE REAKSIYASI

Terkibinda triptofan olan zilallarda hamin amin tursusunu musahide etmak Ggln
totbig olunur. Bu reaksiyanin mexanizmi Hopkins-Kole ve ya Adamkevic reaksiyasinda
oldugu kimidir. Har iki reaksiyada triptofan formaldehidla reaksiyaya daxil olur.

Reaktivler:

1. 2,5%-li formaldehid (slavelar 8 - nisbat 2,5 hissa formalin 37,5 hissa su
olmalidir)

2. Qati xlorid tursusu (HCI)



3. 1%-li yumurta zulali

4. 0,5%-li natrium nitrit (NaNO2)

isin gedigi

Sinaq susasinae 2 ml zulal mahlulu ve 1 damla formaldehid goétirib qarisdirir ve
oraya 6 ml gati xlorid tursusu tokdlur. Sinag sUsasini yena qarisdirir 10 dagige
gOzlayirik. Sonra sinaq susasini qarisdira-qarisdira oraya 10 damla natrium nitrit
mahlulu tokdukda tedrican intensiv goy-banovgayi reng emala galir.

iS 12
PAULI REAKSIYASI

Bu reaksiya diazoreaksiya adi ile de melumdur. Reaksi-yanin mahiyysati tirozin va
xidsusan histidin amin tursulari galiglarinda onlarin radikallarinin diazobenzolsulfon
tursusu ile rengli birlesmaler emala getirmasidir. Birlegsmalarin xarakterinden asili olaraq
renglar sari, narinci, qirmizi-albali ola biler. Dia-zoreaksiya dedikda histidinin asas
reaktiv olan sulfanil tursusunun hidrogen xloridli mahlulu ve natrium nitrit qanisigi ile
(diazoreaktiv) rang emale gatirmasidir (bax slavaler 10). Prosesds tirozin de istirak edo
biler. Muvafiq seraitde Pauli reaksiyasi vasitasile triptofani ve beazi fenollari da askar
etmak olar. Adi seraitde Pauli reaksiyasi histidin tgln spesifik deyil. Lakin Kassel va
Kucger diazoreaksiyasini istifade etmakloe, xUsusi gerait yaradaraq onu miqgdari analiz
Ucun tatbiq etmiglar. Bunun Ugun tedqiq olunan mahlul va ya hidrolizatda fosforvolfram
tursusu vasitesile migdarca arginin, histidin, lizin ve az miqdarda sistin ¢cokduarulir.
Qalan amin tursulari meahlulda qahlr. Cékintl yuyulur. Histidin va onu musayist edan
amin tursulari mahlula kecirilir. Kolorimetrik tsulla Pauli reaksiyasina asasan mahlulda
histidin miqdarca teyin olunur. Reaksiyani apararkan avvalce natrium nitrit vasitesile
sulfanil tursusunun hidrogen xloridli mahlulunda diazotlagsma prosesi gedir.

HN @ SO,H + NaNO, + HCl —

sulfanil tursusu

+ _
—— N=N @ SO, + 2H,0+NaCl

diazobenzolsulfon tursusu



Sonra diazobenzolsulfon turgusu histidinle galavi muhitde rengli birlesma amale
gatirir.

H

|
N CH, — C — COOH + _
" +ON= N@ SO, + Na,CO, —
N\ NH,
NH

histidin diazobenzolsulfon tursusu

(n - sulfobenzoldiazoniy)

(ﬁ CH CH COOH
|

— 0=

S
ONa

2,5-di-parasulfobenzol-azohistidin

(qirmizi-albali rangda)

Reaktivler:

1.0,1%-li histidin

2. 0,1%-li tirozin

3. 1%-li yumurta zulali

4. 1%-li bitki zGlah (slavaler 3)

5. 10%-li natrium karbonat (Na2CQO3)

6. Diazoreaktiv (slavaler 10)

isin gedigi

4 adad sinaq susasinin birine 1 ml histidin, digerine tirozin, uclnciysa ve
dordincuys zulal mahlullarini gétartb har birine 4 ml teze diazoreaktiv alave edarak
garisdirmall, sinag susslerine 2 ml natrium karbonat tokdikden sonra amala galen
ronglari musahide etmali.
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KSANTOPROTEIN REAKSIYASI

Ayrica goturulmas amin tursusunu askar etmak Ugun tetbiq olunan tasvir etdiyimiz
laboratoriya islarindan ferqli olaraq, bu reaksiya imumi olan bir xassaye asasan bir qrup
maddeni askar etmeya imkan verir. Ksantoprotein maefhumu yunanca xanthos -sari
sOzlndan toranir. Reaksiya terkibine aromatik niva daxil olan tsiklik amin tursularini
askar etmak dcun tetbig olunur. Aromatik nidve asanligla nitrobirlesma (nitrolasma)
amale getirir. ©male galan nitrotdreamaler adatan sari rangli olurlar. Nitrotéremalar olan
mahiti gslavilasdirdikde narinci rengli duzlar emale galir. Bunun sababi xromofor
grupunun amala galmasidir. Reaksiya terkibina fenilalanin, tirozin va triptofan daxil olan
zulallarla da musbat natice verir.

NUmunani jelatinle apardigda natice alinmir. Clnki bu zllalin terkibinde hamin
amin tursulan yoxdur. Jelatin ele buna gora da gida néqteyi nazarindan dayerli zilal
hesab olunmur. Ksantoprotein reaksiyasinin mexanizmini tirozin radikali Uzre zilalda
necs getdiyina baxaq. (Qalevi ammonium hidroksid géturdukds):

I Nitrolagma
zancira— NH- CH-CO A~ zancird zancira —NH-CH -CO A zancira
| |
CH, CH,
\ |
+ HONO, -
AN
\ | AN
OH OH o
zanciro — NH—-CH- CO ~~ zancird zonciro —NH—-CH- CO A~ zancird
\ \
CH, CH, .
| + NH,OH +NH, + H,0
0 (0]
©\N / \N /
| Yo I No
OH (0]

Ayrica tirozin goturdukde

NO,

HO —@— CH, - CH(NH,) ~COOH+2HNO, = @ CH, - CH(NH,) ~COOH+2H,0
0

H
NO,

Tirozin Sar1 dinitrotirozin

[l Duzun amala galmasi

Dinitrotirozin xinoid formaya kecir



HO o
AN
N

N

Dinitrotirozin = O Q CH, - CH(NH,) ~COOH

ON Dinitrotirozinin xinoid
formasi

Bu dafa galavi (NaOH) muhitds reaksiyani apardiqda:

ONONa
N\

Xinoid forma +NaOH — QO ZQ CH, (NH,) —~COOH+H,0
O,N

narinci rangli

natriumdinitrotirozin duzu

Reaktivlar:

1. 0,1%-li tirozin

2. 0,1%li triptofan

3. 1%-li yumurta zulali
4. 1%-li fenol (CeHsOH)
5. Qati nitrat tursusu

6. 10%-li NaOH

isin gedisi

Dord adad sinaq sugasinin birine 4 ml tirozin, digarlarine eyni miqdarda triptofan,
zulal ve sonuncuya fenol goturib mahlullar nitrolagdirmaq tc¢in har bir sinaq susasina
2 ml qgati nitrat tursusu tokib ehtiyatla qizdirdigda sari rang alnir. Sinaq susalarini
soyudub har birina 3-4 ml natrium hidroksid (ammonium hidroksid da slave etmak olar)
alava edib amala galen narinci rangi va onun ayri-ayri hallarda intensivlik daracasini
musahida etmak ve miuvafiq naticani is dafterine geyd etmak lazimdir. Reaksiyani 1%-li
jelatinla aparib natica alinmadigini da yoxlamagq olar.
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MILLON REAKSIYASI

Tirozini tesvir olunan asagidaki reaksiya ilo do askar etmok olar. Reaksiyani
spesifik hesab etmak olmaz.

NH,
| Hg’ 'HNO
HO @— CH, ~CH —~COOH+HgNO, —&——"2s

Tirozin

ON NH,

|

Nitrotirozinin civa birlogmasi

Cunki bir sira fenollar da hamin reaksiyani verirlar. Cive ila nitrat tursusu
garisigindan ibarat Millon reaktivinden istifads etdikda tirozinin fenol nivasi ve sarbast
hidroksil grupu, reaktivin terkibina daxil olan cive duzlari ile gqirmizi rengli tirozinin cive
birlegmasini emale gatirir.

Burada da benzol halgesinin nitrolagmasi prosesi gedir va proses daha murakkab
birlesma amale galmasi istigamatinde da geds bilir. Butin hallarda girmizi rang amala
galir.

Reaktivlar:
0,1%-li tirozin
1%-li zulal
Bitki zdlali

1.

2.

3.

4. 1%-li fenol
5. Millon reaktivi (elavaler 11)
6.

1%-li jelatin

isin gedigi

Bes sinaq susasina ndvbas ila harasi 3 ml olmagla, tirozin, yumurta zulali ve bitki
zulal, jelatin ve fenol goétirib sinaq stsasina ndvbs ils 1,5 ml millon reaktivi slave edib
rangin amale gelmasini musahide etmak olar. Muixtelif maddelarle aparilan bu
reaksiyalarda rang yavas, tez emala gale bilar, ¢cokinti ola bilar ve s. jelatin olan sinaq
susesinda natice alinmir.
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ZULALIN HIDROLIZI

Zilal mahlulu tursu ve ya galavi ile qaynadildigda peptid alagslarinin qirlimasi ve
sorbast amin tursularinin amale galmasi bas verir. Prosesi musahida etmak lcin
formoltitrlema Usulunu tetbiq etmak olar (is 37-ya bax). Formoltitrlema hidroliz prosesin-
de sarbast amin gruplarinin artmasini misahide etmaye imkan verir. Bu isde isa
hidrolizden avvel ve sonra formoltitrtema prosesinda sarf olunan galavinin miglarini
muayyenlasdirmakls kifayatlanacayik.

Reaktiv ve lavazimat:

1. Sinaq susaleri
. Sentrifuga Ugun bdlgult sinaq susgaleri
. Stativ

. Su hamami

. 1 ml-lik pipetka
. Qati HCI

2
3
4
5. Susa cubug
6
7
8. 10%-li NaOH
9

. 2%-li HCI
10. 0,05 N NaOH
11. Fenolftalein (spirtde meahlulu) (slavalars bax, 12)
12. 10%-li yumurta zulali
13. Formol qarisiq (Zerensena gora) - alavalera bax (1).

Bolguli sinaq susesine 2,5 ml zilal vo 1 ml gatt HCI tokib stse cubugla
garisdirdigdan sonra qarisigdan pipetka ile 1 ml gotiriab sinaq susasine kegiririk. Sinaq
susasina fenolftalein va ¢ahrayl roeng alinana gader damla-damla 10%-li galevi slave
edirik. 10%-li galavi ile zaif ¢gehrayi rangin alinmasi ¢atin oldugu Ug¢un asagidaki gayda
uzre iglomoak lazimdir. Qalavi ile qirmizi rang alib fenolftaleini 2%-li HCI-la zaif ¢ahrayi
ranga gadar ¢atdiririq. Bu zaman 0,05 N NaOH-dan istifada edilir. Sonra sinaq stisasine
10 damla formol qarisiq alave edib garisdirirng. Rang itarsa zaif ¢ahrayl reng 0,05 N
NaOH-da barpa edilir. Sarf olunan 0,05 N NaOH-in damlalarinin sayr ve ya ml-ls
migdari cadvala yazilir. Formol garisiq tokdukda ¢ahrayi rang itmass, bu o demakdir ki,
sorbast karboksil qruplari yoxdur. Bu halda sinaq susesine galavi alave etmak lazim
deyil. Coedvalda ise (0) yazilir.

Zilal HCl-la qarisdiriimig bolguli sinaq susesinde mahlulun hacmi geyd edilir.
Sonra sinaq susasi 1 saat muddatinde qaynar su hamamina yerlasdirilir. Sinaq stsasini
soyudub avvelki hacma catana gadar Uzarina su tokuruk. Hidrolizatdan 1 ml adi sinaq



susasina kegirib yuxaridaki gayda Uzre fenolftaleine asasen mahlulu neytrallasdirir vo
10 damla formol qarisiq alave edib 0,05 N NaOH-da titrleyirik. Bu dafe de galavinin
migdari caedvalda geyd edilir.

Tadqiq Formoltitrlama zamani sarf olunan 0,05 N
NaOH-in migldari (damla va ya ml-ls)
olunan Hidrolizdan avval | Hidroliz baslanandan
madda 1 saat sonra
Yumurta
zulali

iS 16
AMIN TURSULARININ XROMATOQRAFIYA
USULU IL® TOYINI

Xromatoqrafik Usulla amin tursulari asanligla ayrilir ve onlari garigiqda tayin etmak
mumkindur. Usulun mahiyysti ondan ibarstdir ki, amin tursularinin qarigigindan ve ya
zulal hidrolizatindan gétuartlmuas zilal damlasi filtr kagizindan ibarst zolaq Uzerinde
yerlagdirilir va zolagin ucu muavafig Uzvi hall ediciye salinir. Halledici zolaq vasitesila
sorulur va 06zl ile baraber amin tursularini apararaq kagiz Uzerinde paylayir. Amin
tursularinin yerdayisma surati onlarin kimyavi terkibi ve mutsharrik ve ya qeyri-
mitaharrik halledicida hall olmasindan asilidir. Mutaharrik halledici kimi, masalan, su ila
doymus fenol (ve ya n. butil spirti, amil spirti ve s.) igladile bilaer. Qeyri-mutaharrik
halledici sudur. Suyun buxarlan filtr ki§izini doydurur (xarici kagiz quru qalir). Amin
tursularin suda hall olmasi na gadar az, fenolda hall olmasi ne gadar ¢oxsa, o qadar do
suratle Uzvi halledicinin ardinca harekat edir. Amin turgularinin kagiz uzarinde
vaziyyatini ninhidrin rangli reaksiyasinin kémayile musahide etmak olar. Bunun Ucln
qurudulmus kagiz zolagini 0,1-0,2%-li ninhidrinin spirt mahlulu ila cileyib quruducu
skafda qizdirmaq lazimdir. Amin tursulari kimyavi tarkiblarinden asili olaraq goy,
bandvsayi ve ya narinci lakalar saklinde askar olur. Ayri-ayri amin tursularinin yerdayis-
ma slr'sti paylanma amsali (Rr) kdmayi ila ifade oluna biler. R hamcinin mutaharriklik
amsali da adlanir (sakarlarin xromatoqgrafiyasi Usullarina bax).

Paylanma amsali amin tursusu yerlasdiriloan yerdan (¢ixis noqgtasindan) muvafiq
amin tursusu lakasinin ortasina qadar (a) olan misafenin (millimetrla) ¢ixis négtasindan
halledicinin yoluna (b) (front) olan nisbatina (millimetrla) deyilir (sak.1).

R, =2
b

Paylanma amsali har bir amin tursusu Ugln saciyyavi giymat olub konkret
soraitde (halledici, temperatur, kagizin névi ve s.) sabitdir.



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

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

"MWWW————  Front
[ N S

Amin
*e——1

a tursulari
bl —f—
7 0
O————  Mbohlul
Sakil 1. Sakil 2.

Isin gedisi

Uzunlugu 12-15, eni 1,5 sm olan filtr kagizi zolag: kesilir. Xromatoqrafiya tgun filtr
kagizi hamar, temiz va kifayet gadar six olmahdir. Kagiz yaxsi oldugda ninhidrinle cilan-
dikden sonra amin tursularinin lekalari dairavi ve ya bir gadar ellipsvari alinir. ©ks halda
lakaler ¢ox uzunsov olur. Zolagin yuxari ucundan uzunlugu 15-20 sm olan sap kegirilir
va ucu dayunlanir. Asagl ucda zolagin kanarlarindan 1 sm arali diametri 3-4 mm olan
daira borunun kdémayila taedqig olunan amin tursularinin garisigr kigik damla saklinda
yerlagdirilir (sek.2). Damla yerlagdirilon ndgte havada qurudulur. Uzunlugu 18-20,
diametri 2-2,5 sm olan sinaq stsasinin dibine divarlarini islatmadan 15-20 damla fenol
(ve ya butanol) tokular. Sapdan yapisaraq zolagi 2-3 mm mahlula girena gadar sinaq
susasina vertikal vaziyyatda (divarlara deymadan) tixac vasitesile asiriq (sakil 3). Tixaci
yaxsl baglayib, cihazi stativle temperaturu 35-40°C olan termostata 1,5-2 saat midde-
tina yerlosdiririk. Bu muaddast arzinds hslledicinin frontu 10-12 sm

galxir. Gostarilon middat e
kecdikden sonra zolagi ‘m '

cixarib temperaturu 50- \\

100° olan quruducu L sap kclqi.ri'lan:vc;.
skafdan vertikal ] halledicinin frontu
vaziyystda asiriq. 10-15
dagigedan sonra (fenol
Vo ya butanol
buxarlanmalidir) zolagi mohlul yerloson néqta
cixarib gtativde asaraq —— fenol
pulverizatorla  ninhidrin u

mahlulu ilo cilayib Sokil 3.

yenidan temperaturu

kagiz zolag




100-110° olan quruducu
skafa 5-6 daqiga
middatine  yerlasdiririk.
Kagiz zolagi qiz-

digca amin turgulari olan yerlerde gdy ve ya bendvsayi lakelar amale galir. Kagiz
zolagini 20x10 sm Olgula suge I6vha lizerine qoyub xatkes vasitasile (1-ci soakile bax) a
ve b masafalerini Olgiib Rsi hesablayiriq. Har amin turgusu Uglun paylanma emsal

a . : : ,
R, =1 disturu ile hesablanir. Lekslerin hansi amin turgusuna maxsus olmasini har

amin tursusu Ug¢Un ayrica xromatoqrafiya olmagla kontrol tecriibe vyolu ile
muayyanlasdirirler.

iS 17
AMIN TURSULARI MOHLULLARININ
pH-nin TOYINI

Amin tursularinin suda msahlullarinin reaksiyasi, sarbast amin ve karboksil
gruplarinin migdarindan asilidir. Monoaminomonokarbon tursularinin karboksil ve amin
gruplari suda bir-birini qarsiligh neytrallagdiraraq, daxili duz amale gatirir:

CH, - CH - COO -

| .
NH,

Belo amin tursularinin suda mahlulunun reaksiyasi neytrala yaxin olur.
Monoaminodikarbon amin turgulari turs mahlul verir. Clnki bu halda daxili duz smala
galmasi tictin bir COOH grupu sarf olunur. Digari isa suda dissosiasiya edarak H* ionlari
amale gatirir. Diaminomonokarbon amin tursulari, aksina, galavi mahlul verir. Daxili duz
amale gelarken bir amin qrupu serbast galir. Amin tursulari mahlulunun pH-i
kalorimetrik tsulla tayin oluna bilar.

Reaktiv ve lavazimat:

1. Universal indikatorla pH-1 teyin etmak Ugun gkala universal indikator (slavelare
bax,13)

0,1%-li glisin

0,1%-li asparaqin tursusu

0,1%-li lizin

B own

isin gedigi

Uc mikrokimyavi sinaq siisasine 3 damla amin tursusu mahlulu gotirib (birinciys
glisin, ikinciya lizin, Gglincllya asparagin tursusu) har birine 5 damla universal indikator
alave edirik. Qarisdirdigdan sonra sinaq suselarinde emala gelen rang skala ila
tutusdurulur ve natice cadvals geyd edilir.



Cadval 1

Amin turgulari grupu Amin turgularinin pH
adi

monoaminomonokarb | glisin

on
asparaqin turgusu
monoaminodikarbon .
lizin
diaminomonokarbon

Skala olmadigda asagidaki cadvaldan istifade etmak olar.

Cedval 2
Mahlulun rengi pH Mahlulun rengi PH
qirmizi 4 yasil 8
narinci 5 goy-yasil 9
sari 6 gOy-bandvsayi 10
sari-yasll 7 girmizi-bandvsayi 11
iS 18

AMIN TURSULARININ AMFOTERLIYI

Muhitin reaksiyasindan asili olarag amin tursulari 6zlarini tursu ve ya asas kimi
apara bilir. Tursu ile amin tursusu amin grupu hesabina duz smala gatirir.

CH, - COOH CH, - COOH
| + HCl — L
NH, NH, Cl

Quvvatli tursu muhitinde amin tursusunun karboksil qgruplarinin dissosiasiyasi
mimkun olmur. Lakin mahlula galavi slave etdikde COOH qrupu va galavi hesabina
duz amale galir.

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



Yuxaridaki reaksiyalar amin tursulart mahlullarinin yiksak bufer tutumuna malik
olmasini izah edir. Amin tursusu mahlulu galavi ve ya tursu ile titrlandikde pH suya
galevi ve ya tursu slave edilon haldan daha az dayigir. Bunu gormak Ug¢ln asagidaki
tecriibani aparmaq kifayatdir.

Reaktivler:
1. 5%-li glisin
2. 0,4%-li NaOH
3. 0,4%-li HCI
4. 0,5%-li fenolftalein spirtde
5. 0,1%-li metiloranj

Isin gedisi

Dord mikrokimyavi sinag susasini ndmralayib birinciya 5%-lili glisin, ikinciya 5
damla su gotiruriik. Her iki sinaq stsesine bir damla fenolftalein slave edirik. Ikinci
sinag susasine 1 damla NaOH salan kimi bandvsayi reng alinir. Birinci sugeya damla-
damla NaOH ikinci sigsadaki ranga uygun gelena gader alave edirik. ©lave olunan
damlalar sayilir.

Har iki sinaqg susasinda mahlulun hacminin eyni olmasi Ggun birinci sinag susasina
titrlema zamani tokilan gelevi gader, ikinci sinag sugasine damla-damla su tokmek
lazimdir. Qlisina sarf olunan NaOH-in miqdari cadvalsa yazilir.

Ucuincu sinaq slsasina 5 damla glisin, dordiincilys 5 damla su tokiib har birina bir
damla metiloranj slave edilir. Dordlnci sinaq susasine bir damla HCI slave etdikda
mahlul cehrayi reng alir. Uglincii sinaq siisesindaki glisin 0,4%-li tursu il eyni rang
(cehrayi) alinana gadar damlalari saya-saya titrlanir.

Her iki sinaq stisasinda mahlulun hacminin eyni olmasi Ggln titrlema prosesinda
Ucuncl sinaq susasina serf olunan tursu gadear dérdinciys damla-damla su tokullr va
naticaler geyd olunur.

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

Filtr kagizi Gzerine yerlasgdiriimis amin tursusu, ultrabeandvseyi sua il
isiglandinidiqda fluoressensiya edir.

Bu hadisa bioloji materialin tedgiginds istifada edilir.

Reaktiv ve lavazimat:

1. Lyuminestsent lampa
2. Filtr kagiz
3. 0,1 va ya 5%-li glisin
Filtr kagiz1 Uzarina bir damla amin tursusu mahlulu yerlesdirib quruduruq. Qaranliq
yerde lyuminestsent lampasi qarsisina filtr kagizini yerlesdirsek damla olan yerds
gahvayi fluoressensiya musahide edarik.

ZULALLARIN FiziKi-KiMY8Vi XASSOLORI

iS 20
ZULALLARIN HOLLOLMA QABILIYY®TI

Su ile yumurta zulali, gan zerdabi, azale plazmasi va tarkibinda albuminler,
globulinlar olan bioloji mayelarin gatihgini azaltdigda birincilar mahlula kecir, ikinciloer isa
cOkurlar. Suda az migdar galavi metallarin duzlari oldugda (NaCl, KCI, NH4CI, Na2SO4
ve basqalari) mahlula har iki zulal fraksiyalari - albumin ve globulinler tedrican kegirlor.
Bitki zUlallarini ayirmaq Ugun tedqig olunan materialda zilal fraksiyalarinin
xarakterindan asili olarag muxtalif halledicilerdan istifads olunur. Bugda, ¢ovdar ve arpa
ununun zallalari 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 glutelinler
kecirlar. Qlutelinler tarkiblerinde c¢oxlu dikarbon amin tursular (glutamin, asparagin)
oldugundan galavida yaxsi hall olur va tursu xarakteri dasiyirlar. Prolaminlar (xisusan
bugda ve covdar gliadini, arpa gordeini), duz mahlullari suda hall olmur. Bunlar t¢in
halledici 50-80%-lili spirtdir. Tacriba iginin naticesi cedvalde geyd edilir.

Cadval 3

Zilahn hallolma qgabiliyysati

Zulalin adi H20 5%-li NaCl 0,2%-li NaOH




Hallolmani (+) zilalin hall olmamasini ise (-) isare ilo geyd etmok olar. isin
sonunda isa naticaler yazilir.

Isin gedigi

1. iki damla yumurta zilah zerine 20 damla su tokiib garisdirr ve 3-5 dagige
saxlayirig. Yumurta albumini hall olur, globulin ise az migdar ¢okuntu verir. Mahlulu
avvalcadan su ile isladilmis qath filtrden stzlb filtrati ¢cokdirma reaksiyalari Ggln
istifade edirlar.

2. ki damla yumurta zulal Gzsrine 20 damla 5%-li NaCl tokdikde albumin ve
globulini olan duz mahlulu alirig. Bele mahlul dializ tgun istifade olunur.

3. 200 mq bugda ve ya soya ununu farfor havengda 5 ml 0,2%-li NaOH (0,1 N
NaOH su ile 1:1 nisbatinda qgarisdirilir) mahlulu ile azirik. Mahlula albumin, globulin ve
glutelin kegir. Alinan garisiq sinaq sugasina kegirilir, bir gadar galdigdan sonra yuxari
bulaniq gat rengli reaksiyalar va dializ Gicun istifada edilir.

iS 21
DIALIZ

Dializ mesamalarindan yiksak molekullu kolloid hisse-ciklarini buraxmayan
membranlar vasitesile maddalarin ayrilmasinin xtsusi Usuludur. Zulallar kolloid, sellofan
ve basqa maddslerdan ibarat yarimkecirici membranlardan pis kecir. Zulalin kigik
molekullu birlesma, masalan, NaCl-la qarisigini bele membrandan diizaldilmis kisaciya
kecirib axar suya salsag (ve ya suyu dayismakle gaba) duzdan zilal azad etmak olar.

Reaktiv va lavazimat:

1. 10 ml-lik sentrifuga ve ya Vasserman sinaq susaleri stativle

2. Bir ucu sellofan va ya kolloidyle 6rtilmus, uzunlugu 120 mm, diametri 7 mm
olan suse boru

10%-li yumurta zulalh mahlulu

Doymus NaCl mahlulu (slavalera bax, 14)

1%-li AgNO3

1%-li CuSOa

10%-li NaOH

No Ok

isin gedigi

Sentrifuga ve ya Vasserman sinaq susesine 3 ml distille suyu goturartk. Dializ
Ucun susa boruya agiq tarefinden ¢ damla zilal ve Gi¢ damla NaCl tokib igarisinds su
olan sinaq susasina ela salinir ki, sellofan ve ya kolloidla ortilmus uc suya daxil



olsun (sakil 4). 5 daqgigadan =

sonra borunu cixarib miayyan
edirik Ki, xlor ionlari <>
membrandan  kecmis,  zilal N
hissacikleri ise ke¢cmamisdir.
Bunun dgin iki mikro sinaq
susasina boyuk  sinaq
susasindan bir nege damla ]
mahlul goturub sinaq <
susalarinin birinda zulal, .
digerinds xloridlers aid reaksiya \___/
aparilir.  Xloridleri  musahida
etmak ucin 5 damla mahlul
Uzerine 2 damla gumus nitrat _ o
mahlulu slave olunur. Zilallar . $9,k'| 4. D'al'z,'_ .
iso biuret reaksiyasi ilo (is 25) Musahide etmak ticlin
musahida etmak olar. cihaz.

iS 22

OKSIHEMOQLOBIN KRISTALLARININ
ALINMASI

Zulallarin terkibi ve qurulusunu éyranmak U¢lin mihim masalalerdan biri onlarin
temiz halda alinmasidir.

Hazirda akser zllallarin kristallik preparatlari alinmisdir. Lakin kristallik zulallarin
alinmasi c¢ox vaxt murekkeb cihazlar teleb edir. Ona gore de biz kristallik zulal
oksihemoglobinin alinmasinin sads usulu ile tanis olaq.

Oksihemoglobin eritrositlerin terkibinde olur. ©gar eritrositlerin glafini toluolla
dagitsaq, azad olmus oksihemoqlobin kristal emala gatirir.

Reaktiv va lavazimat:

1. Mikroskop

2. Osya va ortucu susaleri

3. Susa cubug

4. Toluolda hall edilmis Kanada balzami

5. Qan



isin gedigi

Osya susesi Uzerine susa cubugla bir damla gan yerlasdirib Gzarine ortlicl suse
goyuruq. Ortlicti stisenin straflarina Kanada balzami (toluolda) sirtiirik. Qan damlasi
havadan tamamile tacrid edilmalidir. Alinan preparat 5-6 guin quruyana gadar saxlanilr.
Bu muddestde balzam quruyur, toluol ise balzamdan qgan damlasina daxil olaraq
eritrositlari hemoliz edir. Ayrilan oksihemoglobin kristal emala gatirir. Bunu mikroskopla
baxmagla muayyan etmak olar.

ZULALLARIN COKDURM® REAKSIYALARI

Muayyan seraitde mehlulda olan zilal ¢okintl amale gstirmak gabiliyystina
malikdir. Bu hadise tedqiq olunan materialda zilal tapilmasinda ve taemiz halda zulal
alinmasinda istifade edilir. Zulal molekulasi mahlulda elektrik yiuki dasiyaraq su
tebagasi ile shata olunur. Bu vaziyyet zilalin ¢okmasinin garsisini alir. Amin tursulari
kimi, zulallar da amfoter elektrolitlar olub mahlullarda amfion amale gatirir.

,COO"
R-CH
\

+

NH

Her bir zilal G¢lin misyysn pH-da ionlasmis asasi gruplarin miqdari ionlagsmis
tursu qruplarinin miqgdarina baraber olan ndgte moévcuddur. Hemin pH izoelektrik
ndgtesi ve hemin ndqtede ziilalin veziyysti izoelektrik vaziyyst adlanir. izoelektrik négte-
sinda zulal molekulasinda ionlasmis qruplarin miqgdari minimal olur, molekul 6zu ile
elektrik yUki dasimir. izoelektrik veziyystds ziilal molekulunun bitiin uzunlugu boyu
eyni miqdar tursu va asasi qruplar yerlasir. Zilal plastik makromolekulasi, muxtalif adli
yiklarin garsiligh tesiri naticesinde yumaq sakline dusur ki, bu da zulalin ¢dkmasina
sobab olur. Osas zllallarin izoelektrik néqgtesi zaif turs oldugundan tam ¢dékma effekti
Ucun mahlullar daha da turslasdirilir. Tursunu artiglamasile slave etdikde amin tursular
Ozlerini asasi maddea kimi aparirlar. Bu zaman karboksil gruplarinin dissosiasiyasi
zaiflayir. Amin gruplari ise musbat yuk kesb edir, molekulun ayri-ayri hissaleri arasinda
italoema quvvaelari yaranir, molekul zencirvari qurulusa qayidir, bu isa zulalin ¢dkmasinin
garsisini alir. Qalavi muhitde zulal molekulasi menfi yuk dasayir ki, bu da molekulun
acilmasina saebab olur. Ona géra da zllal mahluluna galavinin alave edilmasi ¢okmanin
garsisini alir. Belalikla, quvvatli galavi va ya quvvatli turs muhitde zulal ya quvvatli
misbat ve ya manfi yuklanilir. Bundan bagqa, bels saraitds zulalin gisman hidrolizi bas
verir:

+ +

_NH, . JNH
R + HCl — R e
N Co0" “COOH |

amfion kation



+

_NH, o UNH, |

R + Na OH W R i Na*
N\COo0~ NCOO™ |
amfion anion

Musbat yukin artmasi (turs mihitda) ve manfi yukin artmasi (galavi mihitde) asagidaki
formulalarla ifade oluna biler.

R g (.
| * | “H'
HNH €=0 <% HNH =0 ——— NH (=0
N/ N/ N/
C C /C\
/N
R™ H " u R™ H
molekul misbat  amin tursularinin molekul manfi
yuklanmisdir svitterion formasi yuklanmisdir
pH=2-3 pH=4-9 PH=9-10

(bipolyar forma)

Zulal molekulasindaki yUklerin neytrallasdiriimasi Gg¢tin mahlula bazi mineral
duzlarin az miqdarini da slave etmak olar. Bu Usul zilal mahlulunu azaciq tursu ila
izoelektrik négtesine gatirmakla yanasi tatbiq edildikds daha effektli olur.

Zulallarin ¢dkdirmsa Usullarinin an ¢ox effektli naticasi onlari ehats edan su gatinin
dagidilmasi zamani alinir. Bunu zilal mahlulunu gaynatmaq ve ya duzlasdirma ile alde
etmak olar. Qaynatma zamani hidrogen alagalerinin dagilmasi va ikinci qurulusun
pozulmasi bas verir. Adesten gaynatma yolu ile zllalin ¢ékdirilmasi azaciq
turglasdirima ve azaciq duzlasdirma ile yanagsi aparilir. Zulallarin ¢okdurulmasi
Usullarini gayidan va gayitmayan ¢okme olaraq iki yers boélmak olar. ikincileri tatbig
edarkan zillal molekulasinin nativ konformasiyasi pozulur. Duzlasdirma, spirtle va
asetonla (soyugda) ¢coékdirma zamani alinan ¢okuntinu bioloji xtsusiyyatlarini itirmadan
hall etma yolu ile avvalki vaziyysta gaytarmaq olar. Qaynatma, mineral ve Uzvi tursularla
hamcinin agir metal duzlari ile ¢cokdirma zamani ise zullal 6z bioloji xUsusiyyatlarini itirir.

is 23
ZULALLARIN QAYNATMA YOLU IL®
COKDURULMSI

isin magsadi neytral, turs, gelevi mihitlerinde ve az migdar NaCl istiraki ile
gaynatma yolu il ztlalin ¢gokdurtlmasidir.

Reaktivler:

1. 10%-li yumurta zulah

2. 2%-li sirka turgusu

3. 10%-li gelavi (NaOH)

4. Doymus NaCl mahlulu (slavelare bax, 14)



isin gedisi

Alti mikrokimyavi sinaq sltsesine 1 ml zulal mahlulu tékdb, ikinci, G¢lncl sinaq
susasine 1 damla (¢ox olmaz), dordlncu, besinci sinaq suselerine 5 damla sirke
tursusu, altinciya 1 damla galavi alavs edirik, Gg¢lincl va besinci sinaq susasina alave 2
damla doymus NaCl tokdikden sonra bitin sinaq susalerini gaynayana qader
qizdiririq. Hansi susade ¢okunti amala geldiyini va intensivliyini (+) igarasi ile (1 dan 3-
8 gadar) geyd edirik.

Cedval 4
Sira Sinaq susalarinin méhtaviyyati, damlalar
sayl Zulal | CH3COO NaOH NacCl
H

1 5 — — —

2 5 1 — -

3 5 1 - 2

4 5 5 - -

5 5 5 - 2

6 5 - - -

Alinan
naticalarin
izahi
iS 24

ZULALIN COKM3SIN® pH-in TOSIRI
Reaktivler:

1. 2%-li sirka tursusu

2. 2,8%-li natrium asetat (CHsCOONa)
3. 10%-li yumurta zulali

4. Etil spirti

isin gedigi

Bes adad mikrosinaq susasinda muxtalif pH-li garisig hazirlanir. Bunun tgin sirka
turgusu ve natrium asetat mahlullarindan 5-ci cedvalde gostarilmig nisbatlerden istifads
edilir. Tecrubaden avval natrium asetat ve sirke tursusu Ucln istifade olunan
pipetkalarin uclarinin eyni olmasini yoxlamali. ©ks halda damlalar hacmce miuixtalif olar.
Bufer mahlullar hazirlandigdan sonra sinaqg sugalarinin har birine 2 damla zulal goturib
gansdinr va 10 damla spirt alave edirik. Yeniden mahlullar qarisdirib 5-10 deaqiga



arzinde maksimal bulanmani geyd edirik. Maksimum bulaniq, maksimal ¢okmays uygun
olub zulaln izoelekrik négtasina yaxindir.

Cadval 5

Sinaq susalarinin moh- | pH-In Bulanm | Nati-
toviyyati, damlalar toxmini a colar
Sira giymati | deracasi
sayr | CHsCOO | CHsCOON
H a
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®
COKDURULMASI

Duzlasdirma, ztlaln yiksak qgatiligli neytral duz mahlullari ile (NaCl, (NH4)2S04 va
b.) cokdurtulmasidir. Duzlagdirma reaksiyalari zilal makromolekulasinin dehidratlagsmasi
ve eyni zamanda elektrik yukinin neytrallasmasi ile slagadardir. Mixtalif zulallar
cokdurmak tgun eyni duzlarin muxtalif qatiliglari telab olunur.

iri molekullu globulinler, albuminlare nisbaten asan c¢okiirlar. Qlobulinler yarim
doymus, albuminler ise tam doymus ammonium sulfat mahlulunda cokirlar. NacCl,
(NH4)2S04-8 nisbatan zaif ¢okdirma qgabiliyyatine malikdir. Bu ise Hofmeyster sirasinda
vaziyyatlari il saciyyalanan ionlarin zsif dehidratlasdirici gabiliyyati ile alagadardir.

S04%> Cl > Br >NOs> I"> CNS—;

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

NaCl globulinleri 100% doymus mahlulda ¢okdurr. Albuminlarin ¢okmasi tgtn isa
alava olaragq mahlul turglasdiriimaldir. Bu cur ¢okdlirma qayidandir. Dializ ve ya su ila
gatihgr azaltmagla zulal ¢okuntisini yenidan hall etmak mumkindir ve zilal 6z
xususiyyatlarini itirmir.

Usul miixtslif zulal fraksiyalarini ayirmagq vae kristallik ziilal almaq tciin tatbiq edilir.



Reaktiv va lavazimat:

1. Yumurta zilah (slavalera bax, 15)

. Narin NaCl, toz halinda

. Doymus ammonium sulfat mahlulu

. Kristallik toz halina salinmis ammonium sulfat
. 1%-li sirke tursusu

. 10%-li NaCl

. 1%-li CuSOa4

. Qif vo pipetkalar

© 0o N o o b~ w N

. Filtr kagizi

Isin gedisi
a) NacCl -la ¢ékdurma

Sinaq susasina 20 damla zllal mahlulu va hall olmasi dayanana gadar tedricen
narin NaCl tokalur. Bir nega dagigadan sonra globulinlar ¢okir. Mahlul stzular. Filtratda
albuminlar galir. Neytral mahlulda hetta gati NaCl slave edildikds bels filtratdaki
albuminler ¢okmurler.

Filtrata damla-damla (15-20 damla) 1%-li sirke tursusu alava etdikda turs muhitda
albuminler ¢okir. Bir nece dagigaedan sonra albumini stzib filtratda zulal galmadigini
biuret reaksiyasi vasitoesile yoxlayiriq (is 5).

b) (NH4)2SO04 -lo cokdiirma

15 damla zidlal mahlulu Gzsrine 15 damla doymus ammo-nium sulfat mahlulu
g6turib gansdirdigda yarim doymus ammonium sulfat mahlulu alinir ki, hemin mahlulda
¢cOkmus globulinler musahida edilir. 5 dagigadan sonra alinan mahlul stzulir. Filtratda
albumin galir. Filtrata mahlul doyana gadar narin (NH4)2SO4 elave edirik. Bu halda
albumin ¢okir. Suzuldikdan sonra mehlulda zulalin olmadigini biuret reaksiyasi ile
yoxlayirig. Alinan naticaleri (+) va (-) isaraleri ile cedval seklinde qeyd etmak olar.

iS 26
ZULALLARIN AGIR METAL DUZLARI
IL® COKDURULM®SI

Duzlasdirmadan fergli olarag agir metal duzlarinin az miqdari zulali ¢okdurur.
Zulallar agir metal duzlari ile garsiligh tasir zamani onlari adsorbsiya edir va duza



banzar komplekslarin  amala galmasina sabab olur. Bu kompleks birlagmalar hamin
duzlarin artiq miqdari géturildikda suda hall olmur. Agir metal duzlari (Pb, Cu, Ag, Hg
va b.) zulall qayitmayan ¢okmays, denaturasiyaya ugradir. Cokuntunun duzlarin artiq
migdarinda hall olmasi adsorbsion peptizasiya adlanir. Bu hadisa zllal hissaciyi
Uzerinde eyni adli mlsbat ylklerin amale galmasi ile alagadardir. Zulalin agir metal
ionlarini hall olmayan ¢okuntl halinda birlesdirma qabiliyyati cive, mis, qurgusun va b.
duzlarla zeharlonma zamani istifade olunur. Zeharlonma bas verdikde xastays darhal
sud ve ya yumurta agi verilir. Metallar madays ¢atmamissa va ya hala sorulmamissa
mdalice yaxsl natice verir. Zllalla birlegmis zsharlor xastani qusdurma yolu ila
organizmdan uzagqglasdirilir.

Reaktiv ve lavazimat:

1. Suse cubuglar

2. Pipetkalar

3. Yumurta zulali mahlulu

4. 10%-1i CuSO4

5. 5-10%-li qurgusun asetat (CHsCOO)2 Pb

isin gedigi
a) CuSOs -le ¢okdirma
1 ml zilal mahlulu Gzerine 5 damla ehtiyatla 10%-li mis sulfat alave etdikds suda
hall olmayan solgun gdy rengli ¢cokinta alinir. Eyni migdar zilal mahlulu tGzerine svval 1,

sonra 10 damla mis sulfat tokdikda duzun artiq miqdari ¢ékintlinin hall olmasina
sebab olur.

b) qurgusun asetatla ¢okdirma

1 ml zdlal mahluluna 5 damla 5%-li Pb(COOCHS3s). slave etdikde suda hall
olmayan, duzun artig migdarinda hall olan ¢okuntd alinir. Alinan naticaleri cadval
soklinda tartib etmak olar.

iS 27
ZULALLARIN QATI MINERAL TURSULARLA
COKDURULM®SI

Qati mineral tursular zulali denaturasiyaya ugradirlar. Zulalin ¢gdékmasi onun
hissaciklarinin dehidratasiyasi ve tursularla kompleks duzlar eamala getirmasi ila
alagadardir. Ortofosfat turgsusu ¢okuntl vermir. Nitrat tursusundan basqga digar mineral
tursular artiq olduqda c¢okunti hall olur. Bununla alagadar olarag sidiyin Kkliniki
tedqiginde nitrat tursusu ile c¢okdirma genis totbiq edilir (Geller nimunasi). Bu



reaksiyaya asasen sidiyin zllallari Robert-Stolnikov-irandberq Gsulu ile migdarca teyin
edilir.

Reaktivler:

1. Qati HCI
2. Qati HNOs

3. Qati H2SO4
4. Zilal mahlulu

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

45°-lik bucaq altinda 5 damla gatt HNOs (zarina eyni migdar zilal mahlulu
ehtiyatla ele tokallr ki, iki maye qarismasin. Mahlullarin sarhadinde ag halga amala
galir. Sonra sinaq susasini qarisdirib oraya slavas tursu tokdukda ¢okuntinin hall olma-
digini masahidas edirik.

b) sulfat tursusu ile ¢okdirma

Eyni gayda ile bu dafe sulfat tursusu ile ¢okuntl alinir. Lakin bu dafe tursunun
artig miqdarinda zulal ¢okuntusu hall olur. Cokdurmani qati xlorid tursusu ile (HCI)
yoxlamali.

iS 28
UZVI TURSULARLA ZULALLARIN
COKDURULMSSI

Uzvi tursular zilallari gqayitmayan ¢okmaye ugradirlar. Ugxlorsirks tursusu - CCls
COOH va sulfosalisil tursusu CsHsz(OH) (COOH) SOsH tacriibada genis tatbiq olunur.
Sulfosalisil tursusu tebabatds sidikde clizi migdar zulali askar etmak ¢iln tetbiq olunur
(reaksiyanin hassasligi 1:50000-dir). Bu tursu zulallarla yanagi onlarin pargalanma
mahsullarini da ¢okdurir (ylksek molekullu pepton ve polipeptidleri). Ucxlorsirke
tursusu ise yalniz zllallann ¢okdurur. Bununla slagadar olarag ganda olan yuksak
molekullu polipeptidlari ayirmaq dg¢tn gan zilalni Ugxlorsirke tursusu ile ¢cokdururler.
Qanin geyri-zilal azotunu tayin etmak tgln bu tursu tetbiq olunduqgda, zilal azotu va
diger azotlu maddalarin (peptidlar, sidik covhari, amin tursulari va s.) azotunu ayrica
toyin etmak mumkin olar.

Reaktiv va lavazimat:
1. Yumurta zulali

2. 20%-li sulfosalisil tursusu



3. 1-%-li tgxlorsirke turgusu
4. Sinaq sussleri stativle birlikda
5. Pipetkalar

isin gedigi
1. Sulfosalisil tursusu ile ¢okdirma

Sinaq susasinda 1 ml zulal mahlulu Gzarine 5-10 damla 20%:-li sulfosalisil tursusu
alave etdikde zulalin ¢okuntusu alinir.

2. Ucxlorsirks tursusu ila cokdiirma

Sinaq susesinda 1 damla zilal mahlulu tzarine 5-10 damla 10%-li Ugxlorsirka
tursusu alave etdikds zllalin ¢gokuntusua alinir.

is 29
UzVI HOLLEDICILORL® ZULALIN
COKDURULMSSI

Spirt, aseton, xloroform ve diger Uzvi halledicilarla zulal hall olmayib ¢okur. Zulalin
tebistinden asili olaraq onun ¢ékdurilmasi Gcun muxtslif qatiligda spirt telab olunur.
Spirt suyu 6zina birlagdirerak zilal misellarinin dehidratasiyasina va mahlulda
davamsiz olmasina sabab olur.

Zilal mahlulu spirtle ¢cokdurilerken zsif turs ve ya neytral olmahdir. Reaksiya
NaCl elektroliti oldugda daha yaxsi gedir. NaCl zilal hissaciyinin yukini legv edir.
Spirtin asagi temperaturda zllala tesiri qayidandir. Cokuntund tez spirtden azad etsak
zulal 6z nativ vaziyyatini saxlayir ve yeniden suda hall edils bilar. Spirtin uzun muddatli
tosiri naticesinde zllal denaturasiyaya ugrayir.

Reaktiv va lavazimat:

1. Yumurta zilali mahlulu

2. Etil spirti ve ya aseton

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

5. Pipetkalar



isin gedigi

5 damla zilal mahlulu tzearina 15-20 damla etil spirti ve ya aseton alave etdikde
mahlul bulanir. Sinag susesine 1 damla gati NaCl tokdukds bir az sonra zulal ¢okur.
Sinaq susasine 10 ml zdlal mahlulu 5-6 ml etil spirti vo ya aseton goéturib siddeatla
calxalasaq "magma” adlanan susuzlasmig zilal kitlesi alariq. isi xloroform mahlulu ile
da aparmag olar.

is 30
ALKOLOID REAKTIVLRI IL8® ZULALIN
COKDURULM®SI

Alkoloidlar zulallari qayitmayan ¢okdurmaya ugradir. Alkoloid reaktivleri sirasinda
tannin, pikrin tursusu, sari gan duzu KJ-da cive yodid mahlulu, volfram, fosfor, molibden
fosfor tursulari va s. aiddir. Zilallarin alkoloid reaktivlari ile ¢dkmasi, alkoloidlerds analoji
heterotsikllar azot qgruplarinin, pirrol, indol, amidazol ve s. olmasi ile alagadardir.
Alkoloid reaktivleri ile zllalin ¢dkma mexanizmi zulalin asasi azotlu gruplari ile hall
olmayan duza banzer birlegsmalarin amale galmasidir. Bu birleagsmalarde zilal kation,
alkoloid reaktivi ise anion vazifesini yerina yetirir. Bu magasadle sirke tursusu ile zilal
mahlulu azaciq turglasdirilir. Bu zaman zulal miseli Uzarinde musbat yik amale galir ki,
cokduracunun manfi yuklanmis hissacikleri ile asanligla reaksiyaya girir. Musbat ylk
dasiyan protamin va histon zulallari mahlulu tursulasdirmadan alkoloid reaktivlari ila
asan cokdrlar.

Reaktiv va lavazimat:

1. Yumurta zalalh mahlulu

2. Doymus tannin mahlulu

3. 1%-li sirke tursusu

4. Sinaq sussleri, stativle birlikda
5. Pipetkalar

isin gedigi
Tannin — miursakkab efir olub hidroliz zamani glikoza va hal tursulari amala gatirir.
OH

HO OH

COOH

hal tursusu



5 damla zulal mahlulu tGzarine 1-2 damla doymus tannin ve 1-2 damla 1%-li sirke
tursusu alava olunur. Sarimtil boz rengli zilal ¢okintisu alinir. Analoji reaksiyani pikrin
turgusu ile aparmagq olar.

iS 31
ZULALLARIN FENOLLA COKDURULM®SI

Spesifik polisaxaridlar va nuklein tursularini zdlaldan ayirmag Ugun bu reaksiya
totbig olunur (deproteinizasiya). Spesifik polisaxaridler sirasina insan ganinin bu va ya
diger qrupa mexsus olmasini musayysan edan (ABO sisteminin izoantigenlari) maddaler
daxildir.

Reaktivler:
1. Doymus fenol mahlulu

2. 10%-li yumurta ztlali mahlulu

isin gedisi

Ug¢ damla ziilal mahlulu Gzsrine artiglamasila, 10-15 damla fenol slave edib sinaq
susesini siddatle calxaladigda mahlul bulanir. Bir gedar sonra bulanig artir. Bulaniq
amala galmasi zulal ¢okuntusu ile slagadardir.

iS 32
KiRBI-GEORGIYEV USULU iL®
RNT V& DNT-nin ALINMASI

Hemin Gsuldan istifade etmakle bir obyektden, zillaldan ayri DNT ve RNT
preparatlarini almaq mimkindir. Usul, homogenatin 0,14 M natrium-xlor (NaCl)
mahlulu ils suspenziyalasdiriimasina asaslanir.

Su ile doydurulmus fenolun alave edilmasi zilal hisseden azad olmaga imkan
verir.  Hemin  proses RNP (ribonukleoproteid) ucin  pH=6,0; DNP
(dezoksiribonukleoproteid) tgun ise pH=8,3-do bas verir. Eyni vaxtda RNT va DNT
ardicil ve ayri-ayriligda su mahluluna kegirlar ki, sonradan onlari ayirmagq mumkun olur.
Fenol burada hemginin nukleazalarin ingibitoru rolunu oynayir.

NT ila is zamani imumi olan bir gayda Uzarinds xiisusen dayanmagq lazimdir.

NT-na mexsus ayirma, ¢okdirma isleri soyugda (0-3°C) apariimalidir. istifade
olunan butin gablar avvelcadan soyudulmali ve is prosesinda buzda saxlanmalidir.
istifade olunan biitiin reaktivler de hamg¢inin mivafiq temperatura gadar soyudulmaldir.



Preparatlarin ayrilmasi Ugun istifade olunasi toxumalar darhal iglenmayacaksa
onlari heyvandan ayirdigca 2-3 gun arzinde (daha c¢ox yox) donmus veziyyatde

saxlayirlar.

Lavazimat: Reaktivler:

1. Soyuducusu olan 1. Suils doydurulmusg
sentri-fuga (5000 g ve teza qovulmus fenol
yuxari); (elavelar 29)

2. Homogenizator; 2. 0,14 M;4 M; 1 M NacCl

(elavaler 30)
3. Calxalayici; 3. Terkibinds 1 I-do 0,05
) M kalium sitrat olan

4, Vakuum-eksikator 0,14 M NaCl (elaveler

5. 50 ml-lik spris 3)

6. Cini haveng-desta 4. Dietil efiri

7. Olgu silindri 5. 96 %-li etil spirti

8. 100 ml-lik bélucu qif 6. Miutleq etanol

9. 100-150 mi-lik 7. Buzlu sirke tursusu
Erlenmeyer kolbalari

10 Cakilmak lGgln sise 8. pH-183o0lan11-de 0,3
byukslar M p-aminosalisil

] ) ) _ tursusu olan su ile
Kimyavi sinaq sussleri doymus fenol (alavaler
11 32)
12 Teonzif 9. Qurubuz
10. Toluol

is 4 moarhaladas aparilir:
a) Toxumanin ayrilmasi ve homogenatin hazirlanmasi;
b) deproteinlesma (zulal hissadan ayirma);
¢) su mahlulundan RNT-nin ayriimasi;

¢) DNT-nin ayrilmasi.



isin gedigi

a) Tecriba Uclin taze kasilmis heyvan toxumasindan (gara ciyar, dalaq, beyin)
istifade olunur. Toxuma ve ya Uzvun ayrilmasi amaliyyatini mimkun qeder tez aparib
onu quru buza yerlaesdirmak lazimdir.

Yaxsi soyuduldugdan sonra texniki terezide 15-20 g toxuma ¢akilir, onu dograyib
¢ini, dibi buzla ddésenmis havange vyerlagdirir, terkibine kalium sitrat olan
(dezoksiribonukleazanin ingibitoru rolunda) 0,14 M soyudulmus NaCl mahlulu toxumani
Ortena qeder tokullir. Toxuma havengde homogen hala 10-15 daqgige arzinde narin
azilmis suspenziya halina salinir. Homogenlagdirmani Potter-Elveqeym va ya Uoring
homogenizatorunda da aparmaq olar. Suspenziya alinan middatda tadricen mahlula
kalium sitrath NaCl -u tmumi hacmi 100 ml-a ¢atdirmagla slave edirik. Torkibinde DNT
va RNT olan homogenat ikigat tenzifden suzuldr.

b) Alinmig filtrat DNT ve RNT-ni ardicil ayirmaq Ggun isladilir. Bu magsadlis filtrata
alinmis hacm gadar pH-1 6,0 olan su ile doydurulmus fenol slave edilir. Kolbadaki
garnisigr 30-40 deagige muddatinae ¢alxalamaq lUgln cihaza yerlasdiririk (yadda saxlamaq
lazimdir ki, batin amaliyyatlar soyugda aparilir). Bu middast arzinds ribonukleotidin
(RND) dagilmasi bas verir, RNT su mahluluna, ayrilmig proteid hisse ise fenola kegir.
indi garisigi sentrifuganin soyudulmus siise sinaq qablarina yerlosdirib 40-50 dagige
sentrifuga smaliyyati apaririqg (3000 g; t°=0-3,0°C). ®maliyyat basa c¢atdigda sinaq
susalerindaki qarisiq 4 gata ayrilir. Birinci (yuxaridan) su gatinda RNT ve polisaxaridlar
yer tutur. Onu ehtiyatla spris vasitesilo sorub soyuga yerlosdirirlor. ikinci gat 6zlidir, ag
rangdadir, pH=6,0-da fenol tesirindan pargcalanmayan dezoksiribonukleoproteid (DNP)
va fenolda hall olmayan zillaldan ibaratdir. Bu gat hamcinin ehtiyatla sorulur, onu ikigat
hacmli pH-1 6,0 olan fenolla qarigdirir ve oraya eyni migdar 0,14 M NaCl slave edilir.
Alinan qarisigi 30-40 dagiga ¢alxalayib 35 dagige muddatinda sentrifugalasdiririq (3000
g, t°=0-3,0°C). Goturduyumuz ikinci gat 6zl 4 hissays ayrilir. Yuxaridaki su gatini sorub
yuxaridaki birinci su qati ile (birinci sentrifugadan sonraki) garisdiririg. ikinci hall olmus
DNT-proteid gatini yena sorub asagidaki yolla RNT qaliglarindan temizlayirik. Hamin
gati pH-1 6,0 olan fenolla (ikigat hacm ila) ve eyni migdar 0,14 M NaCl -la 30-40 daqigea
calxalayib yens 5000 g ve 0-3°C -de sentrifugadan keciririk. Bu dafe terkibine DNT-
proteid daxil olan ikinci gati géturtub qalanini ating.

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

ik sentrifugalasdirmanin dérdiincli gati en agir fraksiyadir, az miqdar DNT ve
denaturasiya olunmus zulallarin toxuma galiglarindan teskil olunmusdur. Bu ¢okuntinu
ikinci gqatda oldugu kimi iglayib hall olmus RNT-li su gatini ilkin su gati mahlulu ila
birlesdiririk. Qalan hisse atilir.

Belaliklo, biz RNT ve DNT-ni ayirib iki mahlul (xam konsentrat) aldig. Hemin
mahlullarla iglayib NT-n1 ayirma smaliyyatini davam etdiririk.

c) Birlesdirilmis, sentrifugalasdiriimis su mahlulundan RNT-ni ayirmaqg Ugln onun
hacmini 6l¢ib oraya pH-1 6,0 olan su ile doydurulmus fenoldan, 6lgiimis hacmin yarisi
gadar slava edirik. Bu, mahluldan zilallari tamamile ayirmaq tgun edilir. Sonradan artiq
tanis oldugumuz sxem Uzre igleyirik: qarisig 30 daqgige ¢alxalanir, sonra 40 daqige
sentrifugadan kegirilir (3000 g). Yuxaridaki RNT-si olan su gatini sorub galanini atirq.



Alinan hacmi 0dlgiib RNT-ni olgulmus hacmin 1,5 miqdari gadar etanol vasitasile
cokdurartk. (Mahlulda etanolun sonuncu gatilgi 55-60% olur). Mahlul 60 dagigadan ¢ox
olmayaraq soyuqda saxlanilir (cox saxladigda RNT ¢dka bilar) vae sonra 20 daqgiga 3000
g -da sentrifugadan kecirilir. Su-spirt gatini atib ¢okuntunt az migdar su ile hall edirik.
Hall olmayan hisseni sentrifuga ve ya stizma yolu ile ayirmaq lazimdir. Su hissaden ise,
4 M NaCl ile bilavasite yuksakpolimerli RNT-ni teamiz halda ¢okduartrik. Bunun t¢in su
mahluluna ikigat hecmda 4 M NaCl tokib an azi 2,5-3 saat soyuducuda saxlayiriq. Bu
merhalede isi saxlayib mehlulu soyuducuda sshare qgeder saxlamaq olar.
Yuksoekpolimer RNT ¢okuntisinu asagipolimer ¢okuntistndan ayirib (10 daqgiga 3000
g) onu suda hall edir ve bu vaziyystda sonraki analizler tgun isledilir. RNT-ni kristallik
halda almaq zerurati meydana ¢ixdigda onu mahluldan ikigat hacmda etanol vasitasila
cokdurdr, tam ¢cokmasi Ucln 1 saat soyuducuda saxlayir, sonra sentrifugadan kecirib
spirtden azad edir, ¢okuntinu durulasdiriimis (85%) spirtle, ardinca susuz spirt ve efirlo
yuyur (har yudugdan sonra 10 daqgige 3000 g-de sentrifugadan kecirmakla) ve sonra
cokuntl eksikatorda kalsium xlorid tGzarinda qurudulur. Cokinti soyuducuda saxlanilir.
RNT-nin su mahlulunu da bir ne¢a gin soyuducuda bir ne¢ce damla toluol tokmakle
saxlamagq olar.

¢) DNT preparatini almaq Ugun aralig marhalada alinmis su qatindan istifada
olunur. Burada DNT proteinlesmis vaziyystda toplanmisdir. Zilal hissedan artiq biza
malum olan Usulla - tarkibina paraaminosalisil tursusu daxil olan va pH-1 8,3 olan su ila
doymus fenolla galxalamagla azad olmaq mumkundur. Fenolu 80-100 ml migdarinda
alava edib qarisidi eyni migdar su ile durulasdirir ve 30-50 dagiga muddatinda ehtiyatla
calxalayirlar. Zulal hissa ayrilir, DNT ise suya kegir. Burada isi dayandirib preparati
soyuducuda sahare gadar saxlamagq olar.

DNT-ni ayirmaq Ugun qarisiqg sentrifugadan kegirilir (6000 g-de 60 dagigeya
gadar). Naticada Ug¢ qat alinir. DNT yidiilmis yuxari su gatini ehtiyatla sorub soyuq yera
yerlagdiririk. Qalan iki gat 30 degige 80-100 ml 0,14 M NaCl mahlulu vasitesile
ekstraksiya edib mahlulu hamin seraitds sentrifugadan keciririk. Yena su hissa ayrilir ki,
onu birinci ile birlesdiririk. pH-1 8,3 olan fenolla takrar islomakle tam deproteinleasma alda
edilir. Fenolu daha sonra 100 ml efir Gzarina 5-10 damla buzlu sirke tursusu tokmakla
alinan tursulasdiriimis mahlulun ikigat hacmi vasitasile ayirirlar. Efir gqatini bolicu qif
vasitasile ayirib atirlar (qarisiq qatlara pis ayrilirsa yenidaen onu sentrifugadan kecirmak
olar). Efirle is 2-3 defe takrar olunur.

Su mahlulundan DNT-ni spirtle saplar halinda ayirirlar. Spirti opalessensiya -
(mahlulda sayrigma) itena gadar davam edirlor. Qarigigi bir saatdan ¢ox olmamagla
soyuducuda saxlayib sentrifuqgadan kegirir, ¢okuntind ardicil olaraq 85%-li etanol,
susuz etanol, dietil efiri ilo isleyib onu eksikatorda kalsium xlorid tzarinde qurudub
soyuducuya yerlasdirirlor. Cox tamiz preparat almaqg zarursti oldugda onu 0,14 M
natrium xlor mahlulunda tekrar ¢okdirma yolu ile ayirmaq lazimdir. Bu is bdyuk
hacmina gore ve talebaden kifayat qadar yiksak ixtisas gabiliyyeti taleb etdiyindan
boyuk ixtisas tacrubasi darslarinds va ya sarbast is saklinds yerina yetirilo biler.



iS32a

MARMURA USULU IL® NT-nin AYRILMASI

VO TOMIZLBNMDSI

(DNT va RNT-ni bir-birinden ayirma)

Ovvalki isde oldugu kimi burada da NT ile zengin olan heyvan toxumalari (gara
ciyer, dalaqg, beyin) istifads olunur. igladilan gab ve reaktivier maksimum soyudulmahdir.

Reaktivler:

1. Duz mahlulu 0,15 M
NacCl, 0,015 M
natrium-sitrat, 0,01 M
EDTA (natrium-
etilendiamino-
tetraasetat) (slavaler
33)

2. Xloroform:izoamil spirti
24:1 (slavaler 34)

3. Etil spirti:efir 1:1
(elavelar 35)

4. Etil spirti 96 % ve 70%
(elavelar 36)

5. Efir

isin gedigi

10.

Levazimat:

xini haveng va ya suse
stakanli homogenizator

370 C-de termostat

Sentrifuga (sinaq
susali)

Sentrifugati sormaq
Ucun inca rezin borulu

slanq

Suse stakanlar, stsa
tixacla baglanan
kolbalar, suse cubuglar,
pipetkalar

57 %, 2%-li xlor tursusu
HCIO4 (alavalar 37)

0,5 N NaOH (slavaler
38)

1,0 va 5 N KOH
(elavalar 39)

20 % natrium
dodesisulfat (slavaler
40)

5 M natrium xlorid
(elavaler 41)

Soyuq seraitde dogranmis toxumani ¢ini havanga ve ya homogenizatorun sise
stekanina yerlagdirib oraya tokulen 30-50 ml duz mahlulunda eyni cinsli 6zIu kitle

alinana gadar ozirik (homogen vaziyyate saliriq).

Homogenlasdirma prosesindas

soyudulmus duz mahlulunu stakana avvalki hacmi nazere almagla cemi 100 ml-a
catana qoeder alava edirik. Alinmis 6zlu homogenat Uzarine 10-12 ml 20 %-li natrium
dodesilsulfat alave edilir natrium dodesilsulfatin homogenatda son qatihdi 2% olmalidir.



Heveng ve ya homogenati stekanla birlikde temperaturu 37°C olan termostata
yerlagdiririk. 25-30 dagigaden sonra NT-n1 ayirmagq olar.

NP (nukleoproteid) kompleksinin dissosiasiyasi tug¢in homogenati 0,5 M NaCl
mahlulu ile asagidaki yolla islemak lazimdir. Homogenat olan gaba son gatiliq haddi 1
M olan 20-25 ml 0,5 M NaCl slavs edib garigigi bir nege dagige arzinds yaxsi qarisdirib
NT-nin ekstraksiya emaliyyatina baslayirlar. Homogenati guse tixach Erlenmeyer
kolbasina (0,5 1) kegirib UGzarine 24:1 nisbatinda olan xloroform: izoamil spirtinin 2,5
hacmi olmagla (330-340 ml) mahlulunu toékdikden sonra NT-ni ayirmaq Ugln
calxalayiclya 15-20 deqige muddatinde yerlagdiririk. Bu middet kegdikden sonra
garigigr suse stakanlarda 30-40 deqgigs 2500 doévra/deqgige rejiminds sentrifugadan
keciririk. Bu zaman sentrifuganin sinag suselarinde c¢okunti Gzerindski mahlul
tebagalera ayrilir. Yuxarida NT, ortada zulallar, asadi xloroform gatinda isa lipidler ve
diger agir komponentlar yer tutur. Sentrifugatin yuxari qatini ehtiyatla ince rezin borulu
spris vasitasile sorub kolbaya kecirir va orada xloroform: izoamil spirti qarisiginda saffaf
mahlul alinana qadar daha 2-3 dafa amaliyyati tekrar edirik.

NT-nin gaffaf mahlulu yavas-yavas 96%-li soyudulmus etil spirtinin ikigat hacmina
tokalur, spirt dairevi harakatle susa cubuq vasitasilo qarisdirilir. NT-lar ince spirallar
soklinde ¢okur ki, onlari sisa cubuq vasitasile soyudulmus 70 %-li etil spirti ilo stekana
kegiririk (butin gablar da soyudulmalidir). NT 2-3 defe taze spirte kegirilir vo naticada
1:1 nisbetindaki spirt:efir qarisidi ile yuyulub, havada otaq temperaturunda qurudulur.
NT-nin quru preparatini bagh gabda soyuducuda uzun middat saxlamaq olar.

DNT va RNT-ni bir-birinden ayirmaq tg¢un 20-30 mq quru NT preparatini 10-15 ml
0,5 N NaOH -da hall edib 37°C-de 18-20 saat saxlayiriq. Mahlulu soyudur, soyudulmus
57%-li xlor tursusu ile neytrallagdirir va sonuncunun qatihgini 2%-a gadar artiririq
(0,5-1 ml neytrallasmaya +0,5 ml 2% qatilig almaq tgun). DNT bu zaman ¢okir, RNT
mahlulda qalir. DNT-ni sentrifuga vasitesile ayirirlar (15-20 dagige 3000 ddvra/daqiga
rejiminda). Cokuntu ardicil olaraq 2% HCIO4 (2-3 dafs), 7%-li spirt (2-3 dafs), 1:1
nisbatindaki spirt:.efir ve efirle yuyulur. Har dafe DNT c¢okintisini sentrifuga vasitesila
yigmaq lazimdir. Butin mahlullar soyudulmalidir. DNT-nin temiz preparatini havada
qurudub soyuducuda saxlayiriq.

MURSKK®B ZULALLAR (proteidlar)
Fosfoproteidloar

Fosfoproteidler — mirakkab zulallar olub, geyri-zllali prostetik qrupu fosfat tursusu
gahgindan ibarstdir (0,5-0,9%).

Fosfoproteidlere sudin kazeinogeni, yumurta sarisinin vitellini, vitini, baliq
kurdsunun ixtulini ve s. aiddir. Pepsin, fosfoglikomutaza, fosforilaza kimi fermentler da
fosfoproteiddirlar. Kimyavi ndqteyi nazardan butiin fosfoproteidlar zilal molekulunda
fosfor tursusunun amala gaetirdiyi efir alageleri ile saciyyalanirler. Fosfor tursusu adesten
serin va treoninin oksi qrupu ile efir alagasi yaradir. Masalon: fosfoserin zlal
molekulasinda diger amin tursulari ile peptid salagasi vasitesile birlesir. ©n ¢ox fosfat
tursusu zencirds glutamin tursusu ile yanasi duran serinin hidroksil grupu ile birlasir.
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tursusu

(fosfoserin)

Fosfoproteidler inkisaf eden organizm dcglin muhim maddaslar sirasina daxildir.
Masalen, sudin kazeinogeni kérpaya lazim olan bitin svaz edilmaz amin tursularina
va fosfor turgsusuna malikdir (0,9%). Kazeinogen sudun terkibinde hamginin kalsium
duzuna malikdir. Belsalikle kérpa organizm skeletinin inkigafi td¢un lazim olan Ca ve P
elementloarini alir. Hoar iki element fizioloji optimal nisbatde stidde oldugundan organizm
terafinden asan manimsanilir.

i$ 33
SUDD®N KAZEINOGENIN AYRILMASI

Kazeinogen sidds hall olan kalsium duzu gaklindadir. O stdds turs xassali olub,
suda hall olan anionlar saklinda olur. Kazeinogenin izoelektrik néqtesi pH 4,7-dadir.
Tursulasdirdigda sud curiyerak kazeinogen halinda c¢okuntt verir. Tursunun artiq
derecede olave edilmasi ziulalin yeniden yuklanmasina, c¢okintinin hall olmasina
sebab olar. Sud tursusu hamgcinin sidu curidir ve reaksiyanin turs xassali olmasina
sobab olur. Pepsinin tasirile sid cirtiysrak kazeinogenin kazeina c¢evrilmasi ilo
naticalenir. Kazeinin kalsium duzu, eksina, suda hall olmur. Qatiq ve diger sid
mahsullarinda ¢irimus halda kazeinogen vardir.

Reaktiv va lavazimat:

. Sud

. Qati sirka tursusu

. 1%-li mis sulfat

. 10%-li NaOH

. Millon reaktivi (slavelare bax, 11)
. Fol reaktivi (elavelara bax, 5)

. Qiflar

. Filtrler

© 00 N oo o b~ w N P

. Sinaq susaleri



10. Susa cubug
11. 2 ml-lik pipetka

isin gedisi

2 ml sud Uzarina eyni migdar distille suyu slave edib gati sirke tursusu vasitasile
kazeinogen ¢okduraltr. Cokuntu stzular ve filtrde 2 defe distille edilmis su ila yuyulur.
Filtrden c¢okuntindn bir hissesini suge c¢ubugla goturib onunla zdlallara aid rengli
reaksiyalari (biuret, fol, millon) apaririq.

iS33a
KAZEINOGEN (VO YA KAZEIN DANSLORIND®)
FOSFATIN MUSAHlDG EDILMOSI

Kazeinogen gelavi ile hidroliz edildikde fosfat ve zulala ayrilir. Fosfat spesifik
reaksiya vasitasile molibden reaktivi ile musahide edils biler.

Reaktiv va lavazimat:

1. Sudden va ya narin azilmig kazein danalerindan ayrilmis kazeinogen
2. 10%-li NaOH

3. 10%-li H2SOa4

4. Molibden reaktivi (elavalars bax, 16)

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

6) 1%-li CuSO4

isin gedisi

Kazeinin hidrolizi — sinaq susasine kazeinogen va ya hazir reaktiv seklinda narin
azilmis 30 mq kazein goturub Uzarine 2 ml 10%-li NaOH tokurik. Asbest setka tizarinda
hava soyuducusu vasitasiloe 10-15 daqgige gaynadib, soyuduqdan sonra hidroliz
mahsullarina aid reaksiyalari apaririq.

a) Zlalin migahids edilmasi

Zulal biuret reaksiyasi iloe agkar edilir. Sinaq stsasine U¢ damla hidrolizat, bir
damla 1% CuSOa4 goéturib gansdirdigda ¢gahrayi-bandvsayi rang alinir.



b) Fosfatin miigahids edilmasi

Yerda galan hidrolizat 10 %-li HNOs3 vasitasila bir-iki damla fenolftaleinin istiraki ilo
rong itena gadar tursulasdiriir ve quru sinaq susesine suzullir. Bes damla filtratdan
goturib Gzerine 20 damla molibden reaktivi slave etdikden sonra bir ne¢a deqiga
gaynadilir. Mahlul sari renga boyanir. Soyutduqda hidrolizatda fosfatin olmasini
gOsteran sari rangli fosfor-ammoniumun molibdenat ¢okuntisu aydin musahide edilir.

Qlikoproteidlar

Qlikoproteidler — mursakkab ztlallar olub, prostetik grupunun terkibine gekarlar ve
onlarin toramsleri daxildir. Bazi glikoproteidlarin prostetik qrupu neytral ve ya turs
mukopolisaxaridlardan ibaratdir. Mukopolisaxaridlar hidroliz zamani glikozamin, asetil-
glikozamin, qalaktozamin verir. Turs mukopolisaxaridlara hamcinin glukuron tursusu va
sulfat tursusu daxildir. Neytral mukopolisaxaridlarin tarkibina galaktoza, mannoza, L-
fukoza va sial turgulari daxildirlar.

H O H OH H O
\ 7 N/ N\ 7
C C C
| _CH, | |
H—C—NH—C\ H-C-OH HO-C-H
| o | |
HO-C-H HO-C-H (0] H-C-0OH
| | |
H-C-OH H-C-OH H-C-0OH
| | |
H-C-OH H—C| HO—Cl—H
|
CH,OH COOH CH,
N - asetilglikozamin D - glikuron L -

fukoza

Turs mukopolisaxaridlera gialuron tursusu, xondriotinsulfat tursusu ve heparin da
aiddir. Qeyd etmak lazimdir ki, glikoproteidlar orqanizmde dayaq ve qoruyucu funksiya
dasimagla demak olar ki, bitiin toxumalarda ve mayelarde mdvcuddur; onlar musinlar
va ya mukoidler adlanirlar.

is 34
YUMURTA ZULALINDA S9K®R
KOMPONENTININ ASKAR EDILM3SI

Quru sinag susesine bes damla 10%-li yumurta zilalh goétirib orada Molis
reaksiyasini aparmali (karbohidratlar bol-masina bax). Sinaq susasinin dibinde qirmizi
rong amala galir (reaktivler: 34a isa bax).



IS 34a
TUPURC®KD®N MUSININ AYRILMASI
VO $OKOR KOMPONENTININ ASKAR EDILM3SI
Musinin tarkibinde sakar komponentini Molis reaksiyasi ile mugsahide etmak olar.
Reaktiv ve lavazimat:
1. Tuplrcak
2. Qati H2SOq4
3. 1%-li timol (spirtda)
4. Qati sirka tursusu,

5-8. 32 sayli isde 7-11-a8 bax.

Isin gedisi

Sinaq susasine 2 ml tlipurcek yigib Uzarine 4-5 damla qati sirke tursusu alave
edilir. Tursunun artig migdarinda ¢atin hall olan musin ¢oklr. Sinaq susasindaki mahlul
ehtiyatla bosaldilir. Yerds galan musin kitlasi ile Molis reaksiyasi aparilir. Bunlardan

alava, mukoidleri aortadan ayirmaq, qan zardabinda sial tursularini tayin etmak va s.
igler aparmagq olar.

| BOLMAY® AID SUALLAR

[ERN

. Zulal nadir?

2. Rangli reaksiyalari sayin. Zulalin rengli reaksiyalari hansi kimyavi gqruplarin olmasi ile
alagadardir?

3. Amin tursularn zilal molekulunda neca birlesmisler? Hansi reaksiya ilo asas slaga
névunu askar etmak olur?

4. Tarkibinda benzol halgasi olan amin tursularini yazin. Hansi reaksiya vasitasila onlari
askar etmak olar?

5. Terkibinda kikurd olan amin tursularini yazin. Hansi reaksiya vasitasile onlari agkar
etmak olar?

6. Ninhidrin reaksiyasini saciyyalandirin.

7. Zulahn rengli reaksiyalarinin shamiyyati nadir?
8. Zulalin ¢bkmasi na ile alagadardir?

9. Hansi temperaturlarda zulallar ¢okdurmak olar?

10. izoelektrik ndqtasi ne demakdir?



11
12
13
14
15
16
17

18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.
28.

29

. Turs va galavi xassali zllallara misal gosterin.

. Qayidan va gayitmayan ¢dkmaye misallar gdsterin.

. Zulahn denaturasiyasi ne demakdir?

. Zulallarin duzlasdirilmasi na demakdir?

. Cokdurma reaksiyalarinin tababat elmi ti¢lin shamiyyatine misal gostarin.
. Zulallar necas tasnifata bélurlar?

. Zulallarin denaturasiyasi daha hansi reaktivlarle aparila biler? Onlarin tababat Ugtn
ahamiyyatli olanlarini tesvir edin.

Su mahlulunda zllahn yiki nadaen ibaratdir?

Alkoloid reaktivlari ila zilalin ¢okdUrtlmasini saciyyalandirin.

Zulalin hidrolizi nadir ve onu nece aparmagq olar?

Hidrolizin sonunu nece muayyan etmak olar?

Formol titrlema yolu ila karboksil gruplarinin teyin olunmasinin shemiyyati nadir?
Amin tursularinin xromatografik Gsulla ayrilmasini nece aparmagq olar?
Xromatografiya Usulunun mabhiyyati nadir?

Xromatografiyanin hansi novlaeri mévcuddur?

Murakkeab zulallarin tesnifatini yazin.

Murakkeb zulallarla sads zulallarin fargi nadir?

Fosfoproteidlera misal gdsterin. Hansi reaksiya ile onlari agkar etmak olar?

. Qlikoproteidlara misal gostarin. Hansi reaksiyalarla onlari agskar etmak olar?



Il BOLM®
FERMENTLOR

Batun canli alema maxsus va kimyavi tebistine gore Uzvi maddsler sirasina daxil
olan fermentlaer — bioloji katalizatorlardir. Onlarin bir gismi (100-den ¢ox) yalniz zulal
molekulundan ibarat oldugundan sada fermentler, galan minlarle fermentlar zilal hisse
(apoferment, feron) ve qeyri zilal tebistli maddalarden (prostetik qrup, apon) taskil
olundugundan mdurakkab fermentlar adlanirlar. Prostetik qrup kimi burada zulalla
birlegsen maddaler vitaminler, metallar, mineral maddslar va s. ola biler. Prostetik grup
suda asanligla dissosiasiya edarek ayrila bilirsa, onlar fransiz biokimyagi Qabriel
Bertranin taklifi ile koferment adlandiriimigdir.

Canli organizmlerde bas veran ela bir biokimyavi proses yoxdur ki, orada
fermentlar istirak etmasin. Tabiidir ki, zulallara maxsus bitin xasssler fermentlars da
aiddir. Onlarin katalitik aktivliyi zilal molekulunun nativ qurulusunu saxlamaq dare-
casindan va bazi diger amillardan asilidir. Killi migdarda arzaq mehsullarinin, igkilarin,
muasir biotexnoloji proseslerin, bioistehsalin tagkili fermentlarsiz mimkin deyil. ©n
ince, dagiq kimyavi analiz metodlari, gen muhandisliyi, immobilize olunmus fermentlori
totbig etmokle ferment elektrodlari, suni ferment guclandiricileri, reagentsiz
arasikasilmaz analiz, tibbi diagnostika, gumussuz fotografiya ve onlarla bels digar pro-
seslorda fermentlar tatbiq olunur.

Fermentlarin termolabil olmasi, bazi amillere qarsi hassasligi onlarin dyrenilmasi
va tetbiqgini catinlesdirse de muasir fermentologiya (enzimologiya) bir cox sahalarde
muahdm nailiyyetler alde etmisdir.

Her bir ferment tcln temperatur optimumu mdovcuddur. Bu temperaturda onlar
maksimal aktivlik gosterirler. Fermentlarin goxu 40-50°C intervalinda maksimal aktivliye
malikdir. Lakin ele fermentlar var ki, intakt hiiceyradse 80°C-da bela aktivlik gdstarirlor.
Fermentloerin diger xassasi onlarin muvafiq pH-da maksimal aktivliyo malik olmalaridir.
Optimal pH dayigdikce aktivlik zaiflayir ve ya dayanir (inaktiviesma).

Fermentloerin spesifikliyi onlarin digar bir xassesidir. Spesifiklik mudtleq, qrup
spesifikliyi, stereospesifiklik va s. névlera boélindr.

Fermentlorin katalitik aktivliyi mixtslif amillerin ta’sirinden gticlena ve ya zasifloya
biler. Katalitik aktivliyi artiran maddaler aktivator, azaldanlar ise inqibitor adlanir.
Belalikle fermentin aktivliyi deyiskan kemiyyat olub muxtslif amillerdan asilidir.

Fermentloerin hem tesiri, ham da aktivliyinin Oyrenilmasi dolay! yolla aparilir.
Masalen, vahid zaman erzinds tasire maruz qalan substrat (S) ne gader azalir ve ya
reaksiyanin mahsulu na gadar toplanir. Basqga bir yanagsmada, toxumalardan alinmig
mahlul halindaki suzuntiya 6zluluyin deyismasinin daracesi, polyarizasiya mustavisinin
firlanmasi, elektrik étdrlculiyd, isigin sinma dearacasi, sathi garilma ve s. gdstericiler
asasinda aktivlik haqda natice ¢ixarilir. Bele yanasma fiziki metodlardir. ©ksar hallarda
suzuntd aldigda toxumanin butavliyd pozuldugundan, alinan ragamlar nisbi
oldugundan, muasir usullarin tsetbiqi daha daqgiq neticelar verir. Bu Usullara misal
vakuum-infiltrasiya metodudur ki, burada toxumanin butévliiyld pozulmur. Fermentin
aktivliyi mixtslif vahidlerls ifada olunur. Reaksiyanin surati (V) zaman vahidinda reaksi-
yaya daxil olan molekullarin sayi ila olculs biler.



Digar bir gosterici standart vahiddir (optimal temperatur, pH, substratin qatiligi
soraitinde bir mikromol (mkM) S-1 1 deqigada cevire bilan fermentin (E) miqdan).
Standart vahid az tatbiq olunur. Fermentin aktivliyi 1 mq zulalla ve ya cevrilan S-zulal
miqgdari ile Olcule biler.

Fermentin aktivliyi miasir dévrde Katal adlanan vahidle o6lgtlur. 1 katal 6-107
standart vahiddir. Yeni muvafiq seraitde substrati 1 mol/saniya sirasti ile ¢eviran
fermentin miqgdar ile aktivlik ifads olunur.

Adi laboratoriya saraitinde yerina yetirilmasi ¢ox ¢atin olan daha muasir metodlar
movcuddur. Onlar fermenti kristallik halda temizlayib almaq tcln tatbig olunur. Buraya
fraksiyalasdirma, gel-filtrasiya, affin xromatoqrafiya, xromatoqrafiyanin diger muasir
usullart va onlarin kombinasiyasi, immobilize olunmug fermentler asasinda metodlar
aiddir.

FERMENTL®RIN XASSOLORI

Fermentlerin hamisina maxsus olan termolabillik, tesir spesifikliyi mivafiq pH-da
optimal tesir géstarmasi, boyik sirstle reaksiyalari aparmaq gabiliyyati ve s. xassalarini
musahida etmak Ugun asagidaki reaksiyalarla tanis olaqg.

iS 35
AMILAZA V@ PEPSIN FERMENTLSRININ
TEMPERATUR OPTIMUMUNUN MUSAHID®
EDILM3SI

Fermenta tasir gosteran istilik amilinin muddati, fermentin gqatiligi, onun mahiti (in
vitro yoxsa in vivo ) ve diger amillerdan asili olaraq onun aktivliyi arta ve ya azala biler
va onun denaturasiyaya ugramasi da muavafiq temperatur intervalinda bas vera bilar.
Vant-Hoff ganununa tabe olaraq reaksion muhit temperaturunun 10°C artmasi reaksiya
suretini iki defe artinir. insan organizmi tcln normal temperatur 35-37°C haddinde
oldugundan burada akser fermentlorin optimumu ele hamin rageme uygun galir.
Temperaturun 40-42°C-a qoeder yiuksalmasi fermentativ reaksiyalarin suratini artirir.
Reaksiya suratinin artma effektini organizmden kanar reaksion mihitde de musahide
etmak olar. Lakin temperaturun sonraki artimi fermentin denaturasiyasina sabab olur va
reaksiya surati kaskin asagi disarek dayanir. Temperaturun asagl dismasi isa reaksiya
suratini azaltsa da, hetta 0°C-da bels denaturasiya bas vermir.

Reaktiv va lavazimat:

1. Teza hazirlanmig agiz suyu (kimyavi stakana yigiimis agiz suyunun gatihgini 5-
10 dafs su ile azaldaraq tenzifden stizmali)

2. 1%-li nigasta (slavaler 17)



. LOgol reaktivi (slavelar 18)
. Suid-asetat garisigi (slavelar 19)

. Hazir madas sirasi preparati

o O A~ W

. Qaynayan su hamami

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

9. Termometr

isin gedigi

iki stativin her birine 4 aded lizerinde sira ile reqemler yazilmis sinaq siisslorini
yerlagdirib 1-ci iki sinaq susasine 4 ml 1%-li nigasta, o birine sud-asetat mahlulu
gétiririk. Sinaq suselerini gaynayan su hamamina yerlasdiririk. ki diger sinaq
susasina eyni migdarda hamin maddsleri tokib bu dafs temperaturu 40°C olan su
hamamina qoyurug. Uglincli ciit sinaq slselerini hemin reaktivierle stativde otaq
temperaturunda (20-23°C), doérdlnci nisasta ve sud-asetat mahlullu 2 sinaq susesini
ise icarisinda buz olan qabda saxlayiriq. Batln 4-cit sinaq stsesi 10-15 dagige mivcud
oldugu seraitdes qalir va hamin temperaturu gabul edir. Sonra nisasta olan sinaq
susalarine 1 ml agiz suyu (her saraitdaki bir-bir 4 sinaq susasi) sud-asetat mahlulu olan
o biri sinaq susalerina iss 0,3 ml madas siresi preparati tokib hamin temperaturlarda 20-
30 dagiga saxlayiriq. Nisasta olan birinci sinag susasinde amilaza tesirinin gedisini Itqol
reaktiv vasitasile izlayirik. Bunun tgun filtr kagizi zolagi Gzre sira ile ndqgtelere 1 damla
har sinaq susasindean mahlul damlayib hamin ndqgtelere 1 damla Iiqgol reaktivi
mikropipetka ile ehtiyatla yerlagdirilir. Loekalarin rangine asasen nisastanin amilaza
tesirinden hidroliz derecasi haqda natice ¢ixarmaq olar. Nezarda tutmaq lazimdir ki,
nisasta terkib hissealarine parcalandiqca Itqol reaktivi onunla reng emala gatirmayacek
(karbohidratlar bahsine bax). Sud-asetat mahlulu olan sinaq susalarinds pepsinin
tosirini musahida etmoak Uguin hamin ferment vasitasile kazeinogenin kazeina gevrilmasi
naticasinda onun amala galmasi va toplanmasini misahida etmak olar.

FERMENTLORIN SPESIFIKLIYI

Fermentlerin asas xassolarindan biri onlarin yuksak deraceds spesifikliyidir.
Fermentlor kataliz etdikleri reaksiyanin tipine ve substrata gora spesifikdirlor. Bazi
fermentlar mutlaq spesifikdirlar, yani yalniz bir substrati kataliz edirler. Fermentlarin bu
derecada spesifikliyi, fermentlarin tarkibine daxil olan yalniz bazi qruplarin ferment
substrat kompleksi emala gatirmasi ile slagadardir.

Fermentlorin aktiv markazlerini teskil eden amin tursulari, fezada miayyan
voziyyatda olurlar ki, bu da ferment substrat kompleksinin amala gelmasinds bilavasita
rol oynayir.

AQiz suyunun terkibinde olan amilaza yalniz nigastani hidroliz edir, disaxaridlare
ise heg bir tesir gostarmir.



Maltaza maltozanin hidroliz olunmasini suratlendirdiyi halda, basga disaxarid -
saxarozaya tasir gostermir.

Saxarozanin tarkibinde serbest aldehid ve keton grupu ve ya serbast glikozid
hidroksili olmadigina goére Trommer reaksiyasini vermir. Saxaroza Ozunun tarkib
hissalerina glikoza ve fruktozaya parcalandigdan sonra Trommer reaksiyasini verir
(karbohidratlar bahsina bax).

Reaktiv va lavazimat:

—

. Durulasdiriimis agiz suyu (5 defe)
. 1%-li saxaroza mahlulu

. 1%-li nisasta mahlulu

. 1%-1i CuSOa

2
3
4. 10%-li NaOH
5
6. Termostat ve ya su hamami (38°C)
7

. 10 ml-lik silindr

isin gedigi

iki sinaq stisasinin har birine 5 damla durulagdiriimis agiz suyu tokdldr. Birinciys
10 damla 1%:-li nisasta, ikinciya ise 10 damla 1%-Ili saxaroza alava olunur. Har iki kolba
10 dagige termostatda ve ya su hamaminda saxlanilir vo sonra Trommer reaksiyasi
aparilir. Yuxaridaki gayda Uzra cadval tartib olunur va naticaler orada geyd olunur.

iS 36
MUHIT REAKSIYASININ (pH) FERMENTIN
AKTIVLIYIN® TOSIRI

Fermentlarin aktivliyi, mihitdeki hidrogen ionlarinin qatihgindan keskin asilidir. Hor
bir ferment pH-in ¢ox az haddinde, nisbatan aktivdir. Bu zona optimum (miayyan
ferment Ggln) pH adlanir (cadval 6). pH-in hansi istigameatde dayismasindan asil
olmayaraq (optimumdan) fermentin aktivliyi kaskin azalir. Optimum pH-in dayismasi,
fermentin zulal ve prostetik qruplari arasindaki rabitanin qirilmasina ve hamginin
fermentls substrat arasindaki rabitaye da ta’sir gdstermasina sabab olur.

Reaktiv va lavazimat:

1. 100 dafe durudulmus agiz suyu
2. 0,5%-li nigasta



. 0,2 M NazHPOg4
. 0,1 M limon tursusu mahlulu
. 0,2% KJ mahlulunda 0,1% yod mahlulu

. 1%-li NaCl mahlulu

N~ o o1 B~ W

. Mikropipetka

8. Termostat ve ya su hamami (38°C), 1 ml-lik iki pipetka

Cadval 6

Bazi fermentlar t¢in optimum pH-in hududu

Ferment PH
pepsin 1,5-2,5
tripsin 8,0-9,0
tipurceak amilazasi 6,9-7,0
bagirsaq saxarazasi 6,3
mada siraesinin lipazasi 6,0
pankreas lipazasi 7,0-8,5
katalaza 7,0

isin gedigi

Yeddi sinaq susasina cadvalda gdsterilan (1-7) nisbatda 0,2 M Na2HPO4ve 0,1 M
limon turgusu tokultr. Bununla 5,6—-8,0 pH-larla bufer mahlulu alinir. Har sinaq stsasina
10 damla 1%-li NaCl, 10 damla 0,5%-li nisasta ve 10 damla adiz suyu salave olu-nur.
Sinaq susaleri 5-10 dagige middstinde termostatda ve ya su hamaminda 38°C-da
saxlanilir.

Coadval 7

Muhitin pH-nin amilazanin aktivliyina tasiri

Sinaqg
sugesi

Ne-si

0,2 M
mahlu-
lunun
migdar

mi-la

0,1M
limon tur-
susu
mah-
lulunun

miqdari,

pH

05M
nisasta
va 1%-li

mah-
lulunun
miqdari,

ml-le

Agiz

suyunun
miqdari,
ml-la

Yodla
rang-
lanm

)




ml-la

0,58 0,42 5,5 10 10

damla damla
0,63 0,37 6,0

10 10
0,69 0,31 6,4 | damla | damla

0,77 0,23 6,8 10 10
0,87 0,13 7.2 damla | damla

10 10

0,94 0,06 7,6
damla damla

~N~ o o0~ W N Rk

0,97 0,03 8,0 10 10

damla damla

10 10
damla damla

10 10
damla damla

Bundan sonra sinaq susalerinin harasina 1 damla yod mahlulu (0,2%-li yod mah-
da 1%-li yod mah.) alave olunur, qgarisdirilir va ranglar misahida olunur. Raenge asasan
amilazanin aktivliyine uygun galan pH muiayyan olunur.

i$ 37
KATALAZANIN AKTIVLIYININ TOYINI
Katalaza murakkab ferment olub, zllal hissadan va terkibinde demir atomu olan

prostetik grupdan ibaratdir. Katalaza hidrogen-peroksidi suya ve molekulyar oksigena
parcalayir va organizmin zaharlenmasinin garsisini alir.

KaTtarnasa

2H202 2H20 + O2

Reaktiv ve lavazimat:
. 100 ml-lik kolbalar
. 100 ml dlcu kolbalari

. Pipetkalar

. Cini havangdasta

1

2

3

4. Byuretka
5

6. CaCOs

7

. 10%-li H2SOa4



8. 0,1 N KMnO4

Usulun prinsipi. Katalazanin aktivliyinin tayini ferment preparatinin tasiri
naticasinds parcalanan H202-nin migdarinin hesablamasina asaslanir vo KMnOa-la
titrlemakla tapilir.

isin gedigi

Tazo bitki materialindan 5 g goturab ¢ini havengdasteds sige qirintilarinin ve 0,3
g CaCOs-In igtiraki ila azilir, Gzarine 20 ml su alave olunur, 6lgu kolbasina kegirilib,
distille edilmis su ile cizgiya gadar doldurulur. 30-40 daqgige sonra garisiq ya filtr kagizi
ile stizlltir va ya sentrifugada ayrilir. Temiz filtratdan ve ya supernatantdan iki hissa (20
ml) goétirib 100 ml-lik kolbaya kecirilir. Kolbalardan birindeki mahlulu inaktivliesdirmak
dcun o 2-3 daqgiga qaynadilir, soyudulur. Har iki kolbaya 20 ml su ve ya 3 ml 1%-li
hidrogen-peroksid slave olunur ve 20-30 dagige muddstinds inkubasiya olunur.
inkubasiya qurtardigdan sonra har iki kolbaya 4-5 ml 10%-li H2SO4 slava olunur ve 0,1
N KMnOus-la zsif-¢ahrayl reng alinana gadar (reng 1 deqige middatinda itmamalidir)
titrlanir. Kontrol ve tacriiba variantlari arasindaki titr fergine asasan inkubasiya dovriu
arzinda parcalanan H20:2 (1 q bitki materialina goéra) asagidaki tanlikle tapilir.

‘= (a-b)-T-1
N

burada: x — katalazanin milliqgram H20:2 ile 1 q bitki materialinin inkubasiya doévrinde
parcalanmasina asasen aktivliyi,

a — inaktivlesdirilmis kolbadaki mahlul G¢iin 0,1 N KMnOgs, ml-ls,
b — tacriibs variantina sarf olunan 0,1 N KMnOas-nin miqdari, ml-ls,

T — titre duzalis, 1,7-1 ml 0,1 N KMnOas-a uygun galen H202-nin milligramlarla
miqdari,

N — bitki nimunasinin miqdari, g-la.
Oyrendiyimiz isde asagidaki reaksiya gedir:
5H202 + 2KMnO4 + 3H2S04 = 2MnSO4 + K2SO4 + 502 + 8H20

i 38
PEROKSIDAZANIN AKTIVLIYININ TOYINI

Peroksidaza fermentinin tesiri naticasinde muxtalif fenollar va aromatik aminlar
oksidlagirlar. Bu ferment bitki ve heyvan organizminda genis yayilmisdir. Nisbatan
peroksidaza ile zangin olan bitkilardan girmizi turpu ve kékiimeyvalileri gostarmak olar.

Reaktiv va lavazimat:
1. Kolorimetr

2. 10 va 25 ml-lik kolbalar



3. Pipetka

4. 3 daqigalik qum saati

5. Cini havengdaste

6. Spirt (xalis)

7. 30%-li NaOH

8. 3%-li H202

9. Benzidinin 1%-li buzlu sirke tursusunda mahlulu

10. 0,01 N KMnOa4

Peroksidazanin benzidini oksidlagdirarak diiminodifenil emala galmasina asaslanir.

isin gedisi

NuUmunadan (qirmizi turp) 1 q goéturtb, havengde kvars qumunun istiraki ile azilir
ve hacmi 10 ml olan kolbaya kegirilir. Kolba su ile cizgiye gader doldurulur, filtr kagizi ila
suzalar. 25 mi-lik kolbaya 2 ml 1%-li benzidin mahlulu, 2 ml 3%-li H202 ve 1 mi
hazirlanmis ferment preparati slave olunur, qarisdirihr ve 3 daqigs saxlanilir. 3
dagigedan sonra kolbaya 10 ml 30%-li NaOH slave olunur va garigdirilir. Kolbada

amale galmis rangli ¢okinti 10 ml spirt vasitasi ile hall olunur, sonra standart (birtipli)
mahlula nisbatan kolorimetrlonir.

NH, NH

NH, NH

peroksidaza

e —

Standart meahlul 25 ml-lik dl¢u kolbasinda hazirlanir. Kolbaya 2 ml 1%-li benzidin
ve 3 ml 0,01 N KMnO4 mahlulu alavae olunur. 10 dagigeden sonra (yasil reng tind
girmizi ranga ¢evrildikdan sonra) 10 ml 30% NaOH ve 10 ml spirt alava olunur.

Neticenin hesablanmasi. Peroksidazanin aktivliyi vahidi olaraq, peroksidaza
preparatinin 3 dagige middetinde standart mahlula gdre emsale gatirdiyi renglenmae
goturulir. Peroksidazanin aktivliyi (C) gabul olunmus vahida géra 1 q bitki toxumasinda
asagidaki tenlik tizra hesablanir.




Burada, h1 — nimuna mahlulu tabagasinin qalinhgi,

hz2 — yoxlama mahlulu tabagasinin galinhgidir.

iS 39
ASKORBINATOKSIDAZANIN AKTIVLIYININ
TOYINI

Bu ferment oksidoreduktazalar sinfine aid olub, askorbin tursusunun
dehidroaskorbin tursusuna cevrilmasini kataliz edir. Askorbinatoksidazanin tarkibina mis
elementi daxil olur (vitaminlar bahsine bax). Balgabaq, kahi, lobya bitkileri nisbaten
askorbinatoksidaza ile zangindir.

Reaktiv ve lavazimat:

. Termostat

. Cini havangdasta

. 25 va 30 ml-lik 6lct kolbalari
. 100 ml konusvari kolba

. 0,01 N KJOs

. 10%-li KJ,

. 0,001 N Naz2S20s3

. 1%-li nisasta

© 00 N oo o b~ w N PP

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

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

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

isin gedisi

20 g balgabaq bitkisi ¢ini havengds 10-15 ml pH=7 olan 0,15 M fosfat buferi
mahlulununun igtiraki ile azilir. 50 ml-lik enlibogaz kolbaya kegirilir ve fosfat bufer
mahlulu ils cizgiya ¢atdirilir. Sonra mahlul filtrle stzalur ve filtratdan ferment preparati
kimi istifads olunur.

Preparatdan iki 50 ml-lik 6lgu kolbasinin har birine 10-ml tékaltr ve bunlardan biri
bir-iki dagiqe qaynadilir (fermentin inaktiviagdiriimasi ti¢lin) ve sonra soyudulur. Har iki
kolbaya 10 ml askorbin tursusu slave edib termostatda, 37°C temperaturda 30 daqiga
middatinde inkubasiya olunur. Sonra har iki kolba gaynama temperaturuna qadar
qizdirihr. Soyuduldugdan sonra su ile cizgiye gadar doldurulur. Saffaf mahluldan iki 100
ml-lik konusvari kolbanin har birina 10-ml mahlul tékuldr ve tGzarine 5 ml 10% KJ, 10 ml



5%-li HCI, 10 damla 1%-li nisasta ve 10 ml 0,01 N KJOs mahlullari slave olunur. 5
dagigadan sonra mahlullar 0,001 N Na2S203 mahlulu ila gdy rang itana gadar titrlonir.

Naticenin hesablanmasi. Natice asagidaki tenliys asasan hesablanir:

. (a=b)-T-01088
N

burada: x — askorbinatoksidazanin aktivliyi
a — tacrubae varianti t¢un sarf olunmus 0,001 N Na2S203 miqgdari, ml-ls,
b — kontrol tG¢tin sarf olunmus 0,001 N Na2S203 miqdari, ml-ls,
T — titra duzalig,
0,088 — 0,001 N Na2S203-8 muvafiq olan askorbin tursu- sunun ml-la migdari,

N — nimunanin gr-la migdari.

iS 40
LIPAZANIN AKTIVLIYININ TOYINI

Lipaza qliserinla yag tursular arasindaki murekkab efir rabitasinin parcalanmasini
kataliz edir:

Y (0]
CH,-0-C —R,
CH, - OH R, - COOH
7° |
CH -0-C =R, CH-OH + R,— COOH
lipaza |
‘ 0 CH, - OH R, - COOH

CH,-0-C —R,

R1; Rz; Rs yuksak molekullu yag tursularinin radikallarini gosterir.

Lipaza fermenti batin bitki organizmlerinde yayilmisdir. Yagla zangin olan
bitkilerda lipazanin migdari nisbaten cox olur. Mixtalif bitkilerden alinmis lipazalar bir-
birinden aktivlikleri ils, pH-In ve temperaturun optimumlarina ve s. xassalerine goéra
forglenirler. Lipaza unu, yarmani saxlayarkan (xUsusan yukssak ritubstds ve yuksak
temperaturada) onun terkibinds olan yaglari pargalayir ve naticeda onlarin tursulugu
artir ki, bu da unun va yarmanin tez xarab olmasina, keyfiyyatin asagi dismasina sabab
olur.

Reaktiv va lavazimat:

1. 10 sm diametrda havang-daste

2. 100 ml-lik va agzi kip tixac ile baglanan konusvari kolba
3. Tamiz guinabaxan yagi

4. Asetat buferi mahlulu, pH 4,7 (slavalera bax, 20)



5. Etil spirti

6. Efir

7. Toluol

8. Timolftaleinin va ya fenolftaleinin 1%-li spirt mahlulu
9. 0,1 N NaOH

Lipazanin aktivliyinin tayini, onun tasiri naticasinde yaglarin parcalanmasindan
alinan yag tursularini galavi ile titrlemaya asaslanir.

isin gedigi

lki nimuna goétirib (3 g) havengdasteds kvars qumunun istiraki ils azilir ve 100
ml-lik agzi kip ortulen konusvari kolbaya kegcirilir. Hovangdasta 2-3 dafe az migdar (2-3
ml) su ile yuyulur ve kolbaya 1 ml temiz glinsbaxan yagi alave olunur. Lipazalarin
coxunun optimum pH-nin 4,5-5,0 oldugunu nazera alaraq kolbaya 5 ml pH=4,7 olan
asetat buferi mahlulu (pH=4,7 olan asetat bufer mahlulunu hazirlamaq tctn bir hacm 1
N CH3COOH-la bir hacm 1 N CH3—COONa garisdirilir) ve bir nege damci toluol slava
olunur. Kolbadaki mahlul mexaniki qarisdiricida qarisdirilir va 20-24 saat muddatinda
termostatda 30°C-de va ya otaq temperaturunda saxlanilir. Bu muddet arzinde
lipazanin tesiri naticesinda yaglar pargalanir.

Toecrubi variantla yanasi olaraq, kontrol variantda (iki numuna) goturalar. Lakin
termostata qoymamisdan eavvel fermentin inaktivlssdirimasi Uc¢lin 3-5 daqige
middatinda gaynadilir. 20-24 saatdan sonra konusvari kolbalara 25 ml spirt ve 15-25 ml
efir slava olunub qarisdirilir. Mahlul siikunat halini aldigdan sonra 0,1 N NaOH-la 0,5 ml
1%-li timolftaleinin spirtdeki mahlulunun istiraki ila titrlanir.

Temiz yagdin hazirlanmasi — 300 gr glinabaxan yagi qifda 2%-li NaOH mahlulu ile
ganisdirilir ve sakitlesdikdan sonra galavi mahlul tékulir. Qifda distille edilmis su ile bir
neca dafa yuyulur (fenolftaleinle manfi reaksiya alinana kimi) va qifdan CaClz buraxi-
laraq qurudulur.

Naticonin hesablanmasi. Lipazanin aktivliyi 10 g toxuma goéra 0,1 N NaOH-la ifada
olunur. Hesablama asagidaki tenlikle aparilir:

,_(@T—-b-T).10
N

burada: x — lipazanin aktivliyi
a — tecribi variant t¢un serf olunmus 0,1 N NaOH-in migdari, ml-ls,
b - kontrola sarf olunan 0,1 N NaOH-in migdari, ml-ls,
T - 0,1 N NaOH ucun titre duzalig,

N — numunanin ¢akisi, gramla
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9.

I BOLMAY® AID SUALLAR

. Fermentler nadan taskil olunmuslar?

. Koferment ve prostetik grup na demakdir?

. Fermentlarin hansi muhum xassalarini bilirsiniz?

. Fermentleri materialdan ayirarkan hansi gaydalara amal edilmalidir?
. Amilazanin igtiraki il nigsastanin pargalanmasi reaksiyasini yazin.

. Fermentlerin spesifikliyini hansi tacrtibs ile miayyanlasdirmak olar?

. pH fermentin faalligina neca tasir gostarir?

Tacribani tasvir edin
Katalaza ve peroksidaza fermentlarina aid tecribaleri tesvir edin.

Askorbinatoksidaza fermentinin faalligini tayin etmak U¢in tacriba necs aparilir?

10. Lipaza fermenti na kimi tasire malikdir?



I BOLM®
KARBOHIDRATLAR

Karbohidratlar tebistda, xtUisusan bitkilar aleminda an genis yayllmis maddalardir.
"Karbohidrat” termininin meydana ¢ixmasi bu sinfin nimayandalarinin dyrenilmasi
zamani ilkin tedqgigatlarda C, H ve O elementlari nisbatlarinin C va suyun (H20) birlag-
masina uygun gealmasi ila slagadardir vo Cn(H20)n formulu ils ifads oluna biler.
Sonradan malum oldu ki, karbohidratlarin hamisi bu formulaya uygun galmir. Buna
misal ramnoza (CsH1205), 2-dezoksi-D-riboza (CsH1004), D-digitoksoza (CeH1204), nadir
va saxelanmis sakilde olan streptoza (CeH100s5) va s. ola biler. Sonuncu goakar
molekuluna 2 aldehid va bir metil qrupu daxildir. Metil grupu digitoksozada da var.
Bundan basqga karbohidratlara aid olmayan sirke tursusu (C2H40O2) yuxaridaki formulaya
uygun galir. Belalikle karbohidrat mefhumu tarixi ad kimi saxlaniimisdir.

Coxatomlu spirtlerin aldehid ve ketonlari va onlarin polimerlari olan karbohidratlar
energetik, plastik, midafie, dayaq, tenzimlayici, ehtiyat va s. kimi mihim funksiyalar
dagiyan maddeler olmagla yanagi, organizmlerin hayat fealiyyatini temin etmoakde
ahamiyyaetina gbra he¢ da zllallardan geri galmirlar.

Sads goakerler vo ya monosaxaridler (Cs—Cio aldo ve keto sakarlar) hidroliz
olunmurlar. Onlardan a-D(+)glikopiranoza tsbistde serbast halda rast galen an davamli
sokar kimi istisna olmagla, galanlari maddaler mubadilesi proseslerinda | va Il daracali
mirekkeb soekarlordan emale galir. Fotosintez prosesi tebistde mdvcud olan
karbohidratlarin esas manbayidir. Bundan basqa c¢oxlu digar biosintez vyollan
movcuddur. Onlardan yaglar ve zllallardan baslayan glikoneogenezler muhim yer
tutur. | deracali poliozalar (oligogakarler) ve ondan ¢ox monozadan ibarat Il deracali
poliozalar (haqiqi glikanlar, homo ve heteropolisaxaridler) hidroliza (geyri fermentativ vo
fermentativ) maruz galaraqg monomerlari olan muxtalif sade sakarleri emale gatirirlor.
Karbohidratlar xisusen monozalar labil birlesmalardir ve Ui¢ asas tip ¢evrilmalera maruz
gala bilirlar.

0 |
1. Karbonil (-cZ_ -aldehid ~ ¢=0 -keton)
1 ve qru-

punun istiraki ile geden oksidlesma-reduksiya, evazolunma reaksiyalari, aldon
tursularinin alinmasi ve s.

2. Hidroksil (spirt—OH) gruplarinin istiraki ile geden reaksiyalar. Buraya muxtalif
efirlerin  karbonil  téremalarinin, uron tursularinin, qlikozidlerin, anhidridlarin,
dezoksigakarlarin alinmasi ile alagadar olan reaksiyalar aiddir.

3. Karbon skeletinin dayigsmasi ile slagadar olan reaksiyalar. Buraya monoza
skeletinin uzanmasi, qisalmasi, izomerlar amale gatirmasi, muxtalif tdremalar va Uzvi
maddsalerin digar siniflari nimayendalarinin amala gealmasi va s. misaldir. Mono-
sokarlorin reaksion qabiliyyati funksional qgruplardan, konformasiyalardan, reaksion
mihitden ve s. asilidir. Asagida nazardan keciracayimiz keyfiyyat reaksiyalari asasan
karbon skeletinin dayismasi (3) karbonil qrupunun istiraki (1) ve bazi digar spesifik
xasselara asaslanir.
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MONOZALARA AID REAKSIYALAR
PODOBEDOV-MOLIiS REAKSIYASI

(a-NAFTOLLA REAKSIYA)

Bu reaksiya sakerleri misahide etmak Ug¢lin hassas reaksiyalar sirasina daxildir.
Onun vasitasile mirakkab maddalerin, masalen =zilallarin terkibinde olan saker
komponentlarini de agkar etmak olur. Reaksiyanin mahiyyati ondan ibaratdir ki, sekar
komponenti, masalen qlikoza, mineral tursu (bizim halda sulfat tursusu) tesirinden 3
molekul su itirerek oksimetilfurfurola, ksiloza ve ya arabinoza furfurola cevrilirler. Oz
novbeasinde a-naftol sulfat tursusu mdahitinde sulfolasir ve furfurol ve ya oksi-
metilfurfurolla xinoid tabiatli rangli mahsullar emala gatirir

4) 3)
HC CH
H,SO0,
+H - 3H,0 O
) 5 Vi
©). o o’
/- 07 o ) H
©) |CH2
OH

a - D - glukopiranoza oksimetilfurfurol

Yuxarida a-D-glikopiranoza sn davamli konformer saklinds (C-1 konformasiya -
Chair ingilisce "kursu” s6zunun bas harfi) yazilmisdir.

OH OH OH
+H,SO, SO,H
~H,0

SO,H SO.H

o - naftol 4 - sulfo - a - 2,4 - sulfo - a -

naftol (1 — oksi—  naftol (1 - oksi -

(1- oksinaftalin) 4 gylfonaftalin) 2,4 sulfonaftalin)

Reaktivlar:
1. 5%-li monosaxarid (glikoza, fruktoza, mannoza,
galaktoza, ramnoza, arabinoza, ksiloza va s.)

2. 1%-li a-naftol (spirtda)



3. Qati H2S04
4. Timolun 1%-li spirtli mahlulu
isin gedigi

Iki sinaq stigasinin birine 5 ml yoxlanilan monosaxarid mahlulu digarina eyni
migdarda distilla suyu (yoxlama varianti) gétirab haer iki sinaq susasina 1 ml a-naftol va
susenin divari ile ehtiyatla 3 ml qati H2SO4 slave etmali. Calismaq lazimdir ki, sinaq
susaleri silkelonmasin. Onlar stativde bir gader galir, tursu dibs kecir va bir neces
dagigedan sonra iki mahlulun serhaddinds qirmizi-bandvsayi rangli halgsa aydin
gorandr. Yoxlama variantinda bels reng amale galmir.

Sinaq slUsesine saxaroza (0,1%), zulal mahlulu géturub tacriibeni bu defa timolla
tokrar edin ve naticalari daftera geyd edin.
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TOLLENS NUMUNB®SI
Naftorezorsinle karbohidratlarin emaele gatirdiyi renglarin xarakterina gbra onlari
biri-birinden ayirmag mumkundur. Adatan Tollens nimunasini uron tursularini mugahida
etmak Ucln tatbiq edirlor. Sonuncu spirt grupunun karboksil qrupuna gader oksidlag-

masi naticesinde muvafiq monozadan amale galan uron tursusu adstan naftorezorsinla
bandvsayi roengli mahlul amale gatirir.

OH OH
‘ ©/
|
OH

o - naftol rezorsin
OH HO
/ \
(J e
|
(HC-0H),
|
COOH

Dinaftolglitkuzonat

Adatan sakarler oksidlesdiricilare garsi galevi muhitde hassasdirlar. Cunki galavi
mihitde sekar molekulasi asanligla enollasir. Karbon skeleti izomerlase va ya
pargalana bilir. Aldon tursulari (aldehid qrupunun karboksila gadar oksidlagmasi zamani
alinan tursular) ve poliollar da sakarlera aid olan bazi xarakterik reaksiyalari verir.



Sokarlarin hamginin aromatik sistemlarle kondenss reaksiyasina daxil olmasi ve
rongli mahsullar amala gstirmasi artiq bize malumdur. Ele qlikuron tursusu da
naftorezorsinle kondensa olunub dinaftelglikuronat emale gatirir.

Qlukuron tursusu naftorezorsinle bandvgayi, maltoza ve qalaktoza goOy-yasll
renglari amala gatirirler.

Reaktivler:

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

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

4. Benzol

isin gedigi

7 sinaq susasina ndvbae ile barabar migdarda (5 ml) glukoza, fruktoza, mannoza,
galaktoza, ramnoza, arabinoza, ksiloza mahlullarini goéturub her birine 0,5 ml
naftorezorsin va 1 ml gati xlorid tursusu slave edarak onlari qizdirir ve 1-2 daqiga
gaynadiriq. Sinaq susalarini soyudub onlara eyni migdar mévcud hacm gadar benzol
alave edir va qarisdiririg. Mahlullar tadricen ayrilarkan amala galan rangleri migsahida
etmali ve dafterde geyd etmali. 2-ci, fruktoza olan stisada rang amale galmir. Qlikoza,
mannoza, galaktoza goy-yasil, ramnoza bandvsayi, arabinoza ve ksiloza ise tind goéy
rang verir.

Tollens sinagini apararkan benzol savazinae efir de goétirmak olar.

Bu nimuna vasitasile ayrica gotirialmis monoza mahlullarindan basqa, tarkibina
har hansi bir monoza daxil olan madda ve ya onun su ekstraktinda monozalari da
musahida etmak olar.

Digar bir tecriiba vasitasile qarisigda reduksiya gabiliyystine malik olan sekarlari
agkar etmak mumkindir. Bunun Ggun avvalceden tarezide 0,005 q dinitrobenzol ¢akib
(analitik tarazide ¢akmak daha alveriglidir) onu sinaq susesina kegirir va 5-6 damla efir
vasitasila hall edirik. Sinaq susesini mantar tixacla baglamaq olar. Sonra hamin sinaq
susasina tedqig olunan maddadan narin halda az migdar ve ya ekstrakdan 1-2 ml tokib
garisiga 2 ml su ve 2-3 damla 1,0 N NaOH mahlulu alave edarak susani qizdiririq.

Sinaq slUsesinda asagidaki quruluslu muvafiq rengli birlesmanin amale galmasi
(adeten tund-bandvsayi) muhitds reduksiya gabiliyyatine malik sakerin oldugunu
gosterir.

C,H,NH =® (‘: 0 CH—

C,H,NH C,H,
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KETOHEKSOZALARA MOXSUS
SELIVANOV REAKSIYASI

Fruktoza va diger ketoheksoza mahlullarini xlorid turgsusunda hall edilmis rezorsin
mahlulu ile birlikde qizdirdigda qirmizi-albali rengli birlesma alinir. Kondensasiya
mahsulunun amala galmasi Ucln fruktoza turs muhitde 3 molekul su itirarek oksimetil-
furfurola cevrilmalidir (41 sayli ise bax).

Xususi muhit yaradildigda (mivafig temperatur ve pH muhitinds) aldoheksozalar
da bu reaksiyani verirler

Reaktivlar:
1. 5%-li fruktoza ve glikoza

2. Selivanov reaktivi (elavelar 22)

HoO HO
%
HO-CH, O~ OH “c” ON cron +2©
‘ OH
1 N3/ cH, -Ho J -
2= H,0

3H,0
OH H H H

HO
OH
- C\\ O\ CH,0H
H
OH H H

Guman olunan alizarin tipli rengli kompleks
isin gedisgi

iki sinaq stisesinin har birine 5 ml Selivanov reaktivi, birine 1 ml fruktoza, ikinciye
hamin migdarda gliikoza slave edib onlari temperaturu 70-80°C olan su hamaminda 3-5
dagige saxlayiriq. Birinci sinaq susasinda xarakterik rang emala galir.
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KARBOHIDRATLARIN KARBAMIDL®
KEYFIYY®T REAKSIYASI

Aldoza ve ketozalar gati xlorid tursusu muhitinde karbamidle (sidik cdvhari)
reaksiyaya girerak onlari ayirmaga imkan veroan muxtslif rangler amala gatirirlor.



Aldoheksozalar qirmizi, fruktoza ise firuzayi-goy rangli maddalaerin amale galmasina
sebab olur.

Reaktivler:

1. 5%-li fruktoza ve glikoza
2. Kristallik karbamid

3. Qati xlorid tursusu

isin gedigi

2 ¢ini (oda davamli) gaba 1,5-2 q kristallik sidik covhaeri kristallari yerlagdirib onu
2,5-3 ml xlorid tursusu vasitasile islatmali. Birinci gaba 2 ml glikoza, ikinciye hamin
migdarda fruktoza tokib sise cubuq vasitasile qarisdirmaqgla karbamid kristallarinin hall
olunmasina nail olmali. Qablari gqaynayan su hamamina yerlasdirib vaxti qeyd edirik.
indi mehlulu garisdirmadan 5-10 deagige erzinde gablarda rengli halgenin emale
galmasini musahida edirik. Qirmizi halga gliikozaya, ikinci gabdaki firuzayi-goy rang ise
fruktozaya maxsusdur.
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PENTOZALARIN MUSAHID® EDILM®SI
(Bial reaksiyasi)

Pentozalar turgs muhitde furfurol amale gatirir. Furfurol orsinle demir xloridin cuzi
migdarinin igtiraki ile kondense reaksiyasina girir. 0,25 g orsin 120 ml 25%-li xlorid
tursusu mahlulunda hall edilir. Mahlula 5 damla FeCl2 slave edilmalidir. Alinmig orsin
reaktivinin 10 ml-na 5 ml 0,1% har hansi pentoza mahlulu alave edib qarisigi 1-2 daqiga
gaynatdigda gdy-yasil rang alinir. Qeyd etmak lazimdir ki, bu reaksiyani glikoza ile da
aparmagq olar. Bu sakarler gehvayi reng amale gatirir. Reaksiyani arabinoza mahlulu ile
asagidaki qayda Uzre de aparmagq olar.

Sinaq susesine 1-2 ml orsin reaktivi tokilb gaynama temperaturuna qedar
qizdirinig. Sinaq susasina darhal 5-6 damla arabinoza sakaeri alave edib gozlayirik. 2-3
dagigadan sonra rangin amale galmasi musahida edilir. Orsin reaktivi ile arabinozanin
sinaq susesinde garisigi su hamamina da yerlesdirile biler. Bu zaman yasil reng
tedrican amala galir. Rangin amale galmasi bu dafs orsinle oksimetilfurfurolun yasil
rongli alizarin tipli rangli boya alinmasi ils alagadardir.
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FLOROQLYUSINL® REAKSIYA

Sinaq susesine 1-2 ml floroglyusin tokib qaynayana gader qizdiririg. Sinaq
susasine 5-6 damla arabinoza ve ya basqa pentoza mahlulu slave etdikde darhal
¢ahrayi va tadricen qirmizi reng alinir. Qeyd etdiyimiz kimi muhitde pentoza oldugda



heksozalardan fargli olaraq furfurol amala galir. Furfurol ise 6z névbasinds floroglyusinle
mavafig rang verir.

Reaksiya asagidaki sakilde gedir va geyd edilen formullu rengli kompleks amala
galir.

()H
+ HCl +2
Z3H-OH OH 40
HO-HC CH-OH
arabinoza furfurol OH
\
CH

CH,

HC
HC CH
HO-HC CH-OH
CH,
C-HC
HC N
OH
|
CH
HC

HO-HC CH-OH

CH,
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FURFUROLUN MUSAHID® EDILM3SI

Xlorid tursusunun tasirinden pentozalardan furfurol amale galdiyini musahide
etmak Ugln sinaq susasina 1-2 ml pentoza mahlulu va eyni migdar gati HCI slavas edilir
ve qaynadilir. Anilin asetat ve ya anilinin basga tursularla birlesmasi mahlulunda
isladilmis zolaq sakilli filtr kagizini sinaq susasinden ayrilan buxar Gzerinds saxladiqda,
kagiz zolagi qirmizi renga boyanir. Bu zaman ayrilan furfurol buxarlari anilin birlesmasi
ilo kondensa edarak qirmizi rangli kompleks amala gatirir. Reaksiya asagidaki sakilda
gedir.



HO OH

HO OH HC CH
+ HCl
—3H- OH 40 7
HO-CH, ™o H HC c-C
(0] AN H
ribofuranoza furfurol
CH
CH
HC C—NHX * He
+ - H- OH I - CH
HC HC N C+ C=N -C CH
o Ho o
Anilinin tursu HC
birlosmasi Rongli kompleks CH

* X - burada miuvafiq Gzvi tursu gahigini goésterir ve hamin galiq reaksiyada
bilavasite igtirak etmir. Tecribs zamani rangin emale galmasi — C = H — qrupunun
yaranmasi ila alagadardir.

KARBONIL QRUPU UZR8 KARBOHIDRATLARA
MOXSUS REAKSIYALAR

Sade sokarlords karbonil grupu (serbast aldehid va keton qruplar) yuksak
reaksion gabiliyyata malik oldugundan onlar an muxtalif kimyavi cevrilme reaksiyalarina
meruz qgala bilirler. Sade sakarlarin mahlullarda tsiklik veziyysta (99%) dismasini
nazera alsaq, yarimasetal ve ya tautamer formada mdvcud olan sakerde karbonil
grupunun anomer karbonu (iki oksigen atomu ila birlesan yegana "C”- atomu) izafi manfi
yuka (- 6 yuk) malik olaraq daha ¢ox aktiviegmis olur.

Karbonil grupunun daxil ola bildiyi reaksiyalarina, eavez olunma, oksidlagma-
reduksiya reaksiyalari, aldon tursulari toramalerinin alinmasi, lakton halgasinin agiimasi
va s. misaldir.

C <+ anomer
H-C-O0OH OH ©

H,C - OH

glitkoza o - D(+) qgliikkopiranoza

Muhitden asili olaraq geda bilen bu proseslarden, oksidlasma reaksiyalari galavi
muhitde asanligla geda bilir. Bu zaman karbonil qrupu karboksile gader oksidlasir ve
mivafig aldon tursusu amale galir. Monosaxaridlerin bir sira zaif oksidlagdiricilar
vasitasile galevi muhitde ve yiuksak temperaturda asanligla oksidlegsmasi onlarin
migdarca tayin olunmasi reaksiyalarinda genis tatbiq olunur. Bela oksidlesdiricilare 2-



valentli misin, vismut va gumusun duzlarn misaldir. Mis 2-sulfatin (CuSOa) gelavida
Feling | adlanan mahlulu migdari analizds tstbiq olunan maddalardan biridir. Eyni
zamanda Feling Il mayesi de genis istifada olunur (slavalar 23).

iS 48
SOKORLARIN REDUKSIYAETM® QABILIYYSTI

Tarkibinda sarbast karbonil (aldehid ve keton) ve ya sarbast glikozid hidroksili olan
batin monogakarlar, hamcinin gisman mirakkab sakarlar galevi muhitde mis, bismut,
gumus ve s. metal ionlarini reduksiya etma qabiliyystine malikdirlar.

H (OH) H O (HO) H
N 7 NVZ N\ /7
1C 1C C|
| |
H-C-OH H-C-OH H-C-OH

H-C-OH H-C-OH H—C|—OH
H—é H—C|—OH H—(|3
H2C| - OH H2C|_ OH H,C-OH
a-D-glukopiranoza D-glikozanin B-D-

aldehid formasi glukopiranoza

Qlikozid, basga s0zls, yarimasetal hidroksil sakerlarin tsiklik formasinda aldehid ve
keton gruplarinin yerinde amala galan hidroksila deyilir.

Yuxarida gosterilen tsiklik formalarda 1-ci karbondaki, sagda

(0]
yerlesan (OH) —C<H -In yerinde amala galmis va
qrupu, sar-

bastdir vo ya disaxarid maltoza gotirsek, 2 molekul glikoza birleserkan gliukozid
hidroksillerindan biri serbast galir.

Qlikoza va fruktozadan emals galmis saxaroza ise 2 heksoza glukozanin aldehid
ve fruktozanin keton qrupu hesabina birlesmis oldugundan burada sarbast glikozid
hidroksili yoxdur. Demali saxaroza reduksiyaetma gabiliyystine malik deyildir.

Reduksiyaetma prosesinin neca getdiyini mis duzu misalinda gosterak.
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Trommerin taklif etdiyi bu tacribade CuSOa4 duzu gslevi muhitde temperaturun
tasirindan goakarlerin igtiraki ile mis 1 okside (Cu20) gadar reduksiya olunur. Reaksiya
asagidaki kimi gedir:

1) CuSOa+ 2NaOH —> Cu(OH)z + NazSOa

2) H O
ANV
C OH COOH
\ Cu N |
H—C‘—OH OH H-C-0OH
|
HO-C-H + —  + HO-C-H +2CuOH+H,0
| | N\
H—C‘—OH _OH H-C-OH Cu,0|H,0
|
H-C-oH "< H-C-OH
\ OH |
H,C - OH H,C - OH
qlikkoza mis-2-hidroksidi glitkon tursusu

Qirmizi kerpici rangli mis 1 oksidin amale galmasi, yoxlanilan gakarin
reduksiyaetme qabiliyystine malik oldugunu gosterir. Trommer reaksiyasinin
catismayan cehati ondadir ki, mis duzunun artiq olmasi, qizdirarkan mis 2 oksidin
amals galmasina va muhitin bazan gara renge boyanmasina sabab olur.

3) Cu(OH)2 — Cu20{ + H20

gara rengda



Bu hal galevi catismadiqda da bas verir ve ya galevi ¢ox goturildikds ise sari
rengli CuOH alinir.

Xarakterik qirmizi karpici reng, yani Cu20 almaq Ugtin CuSOa-le yanasgi Feling-2
mayesi adlanan stabilizatordan istifade edirlar. Feling-2 mayesi seqnet duzunun
galevide mahluludur. Stabilizatorun muhits daxil olmasi ile reaksiya asagidaki sokilda
gedir. 1-ci reaksiyada amala gelan Cu(OH)2 ¢cokuntl vers bilmir va segnet duzu ila
birlesib kompleks madda amale getirir. Reaksiya asagidaki kimi gedir.

_OH  HO=CH-COONa 0 —CH=COONa
Cu’ @ + D —— Cu \ +2H,0
OH HO - CH - COOK \o — CH-COOK
seqnet duzu seqnet duzunun mis alkoqolyati

Bu zaman amala galen segnet duzunun mis alkoqolyati sakerle birlasarak
asagidaki kimi reaksiyanin getmasina sabab olur ve naticads seqnet duzu ayrilir.

0 O — CH - COONa
7 %
R_C< +2Cu | +2H,0 —
H 0 - CH - COOK

sokor

HO - CH — COONa
—— R-COOH +2 | +Cu,0 4
HO — CH - COOK

seqnet duzu

Reaktiv va lavazimat:

1. Stativ, sinaq stsalari va su hamami
2. Pipetkalar

3. 5-10%-li glikoza

4. 5-10%-li maltoza

5. 5-10%-li saxaroza

6. 10%-li NaOH

7.1-5 %-li CuSO4

8. Feling-2 mayesi (alavealare bax, 23)
9. 10%-li NH4 OH

10. Nilander reaktivi (alavalare bax, 24)



11. 5 %-li AgNO3
12. 5 %-li mis asetat (CH3z COO) 2Cu )
13. 5 %-li natrium asetat

14. 1 %-li sirke turgusu (CHs COOH)

isin gedigi
A. Trommer sinagi
Tamiz quru sinaq susasine 1-2 ml yoxlanilan sekar mahlulu, sakar mahlulu
hacminin yarisi gader NaOH ve 4-5 damla CuSOs4 mehlulu tokib gaz Uzarinda
gaynayana gadar qizdiririg. ®mala galan rangi ayani gormak ugln sinaq susasini maili
tutub mahlulun Ust sathi qizdinlir. Nazarde tutmali ki, hadden ¢ox qizdirma va uzun
middastli gqaynatma zamani reduksiyaetma qabiliyystine malik olmayan sakarler da

gismen hidrolize ugraylb musbat reaksiya vera bilar. ®male galan rengi ve onun
sabablarini izah etmali.

B. Feling sinagi

Sinaq sutsasina 1 ml yoxlanilan saker mahlulu, 1 ml Feling 2 mayesi va 4-5 damla
CuS0O4 mahlulu tokiib maili veziyystde mahlulun st sathini qizdirirg.

Bu dafs amala galen rangin na Ugun xarakterik oldugunu izah edin.
C. Nilander sinagi

Bu sinag bismut duzlarindan bismutun metallik formaya qgader reduksiya
olundugunu gostaerir. Sinaq susasina 1-2 ml yoxlanilan sekar mahlulu gotiriab tzarine 1
neca damla Nilander reaktivi slave edib qizdirdigda gara rangli metal bismutun ¢ékmasi
musahida edilir. Reaksiya asagidaki sakilde gedir.

3 CeH1206 + 2Bi(OH)2 NO3 + 5NaOH =

= 3CsH1107Na + 2Bid + 2NaNOs+ 6H20

C. Gumus glizgt sinagi
Bu sinaqda gumus metalinin reduksiya olunmasi gostarilir.

Sinaq susasine 1-2 ml teze hazirlanmigs AgNOs mahlulu goétarib, Gzerine damla-
damla ammonium hidroksid alave edilir ve boz rangli ¢okintt alinir. Cokuntd hall olana
gadar galavini slave etmali. Daha sonra sinaqg sugasina 2-3 ml 5%-li glikoza salava edib
gaynar su hamamina yerlagdiririk. Bir middatden sonra sinaq susasinin divarlarinda
gumusin ¢okdliyd muisahide edilir. Bunu daha aydin gérmak ugln sinaq susesi
soyudulub i¢arisindaki mahlul atilir.

Bu zaman reaksiya asagidaki gsokilde gedir.

1. AgNOs3 + 3NH40OH = [Ag(NH3) 2JOH + NH4NO3 + 2H20



2. CeH1206 +2[Ag(NH3) 2JOH = CsH1107NH4 +2Agy +3NH3 +H20

Gordluyumaz kimi burada heksozadan, glikon tursusunun ammonium duzu amale
gsalir va gumus metali sarbast olaraq ayrilir.

iS 49
DISAXARIDL®R

Onlar birinci daracali murakkeb sakerlere aid olub, oligo-gekarlar sirasina
daxildirler. “Oligos” yunanca bir gadar demakdir. 2, 3 va 4 monoza qaligindan amala
galen oligosekarlor muivafiqg olaraq di-, tri-, tetrasaxaridler adlanir. Disaxaridler, I
monozanin qlikozid hidroksili, o birinin hidroksil qrupu hesabina amala galdiyindan, 6z
mahiyyati etibarile glikozidlardir.

Reduksiyaetma gabiliyyatine goére disaxaridler 2 tipsa: maltoza ve tregaloza
tiplerine ayrilir. Treqaloza tipli disaxaridlerde monozalarin birlesmasi glikozid
hidroksilleri hesabina oldugundan onlar reduksiyaetma qabiliyystine malik olmur.
Buraya saxaroza va treqaloza aiddir.

CH,~OH |
q o)
H
OH H
OoH
H OH
saxaroza
CH,~OH
H 0O Iﬁ
H )
OH H
HO 0
H

treqaloza

Gorunduyd kimi saxaroza glikoza ve fruktozadan, treqaloza iss, 2 molekul
glikozadan amsale galmisdir. Maltoza tipli sakerlerde ise 2 monozanin birlagsmasi
glikozid hidroksili hesabina olmadigindan onlar reduksiyaetma gabiliyystine malikdir.

CH,~OH CH,~OH
A AN
H ) wed H (1)
H OH H
HoN —o0— OH

H OH maltoza H OH

Disaxaridlerin digar nimayandsleri - maltoza, melibioza, sellobioza maltoza tipli
sokerlara aiddir.

Disaxaridler fermentativ yolla ve ya mineral tursular vasitesile, onlari tagkil edan
monozalara gadar pargalanir. Daha dogrusu, hidrolize ugrayirlar. Bu zaman saxaroza,



glikoza ve fruktozaya; treqaloza ise 2 molekul qlikozaya parcalanaraq diger
disaxaridlar kimi Feling mayesi ile musbat reaksiya amale gatirir.

Reaktiv ve lavazimat:

[ERN

. 5 %-li maltoza, laktoza ve saxaroza

N

. 5 %-li NaOH

.5 %-li CuSOa4

. Qati HCI

. Qati H2SO4

. 250 ml-lik Erlenmeyer kolbalari
. Hava soyuduculari

. Su hamami

© 00 N oo o b~ W

. Sinaq susaleri
10. Qirmizi lakmus kagizi
isin gedisi

a) sinaq susasina eyni migdarda (2-3 ml) maltoza, laktoza ve saxaroza mahlullari
tokib tzarine 1 ml NaOH va 4-5 damla CuSO4 slave edib Trommer sinaginda oldugu
kimi mahlulun Ust sethi gaynayana gadar qizdirilir.

b) Hemin tacrtbani Feling 1 ve 2 mayelarinin garisigi ile takrar etmali.

c) Mineral tursularla saxarozanin hidrolizi. Saxaroza goturilmus sinaq susesinda
mis-1-oksidin amale gelmadiyini muigahide etdikden sonra 2 oaded Erlenmeyer
kolbasinin birina 4-5 ml gati HCI va digarina gati sulfat tursusu goéturtb har ikisina 10-15
ml saxaroza alave edirik. Kolbalara muvafiq hava soyuducusu kegirib su hamamina
yerlagdiririk. 25-30 dagigadan sonra hidrolizin basa ¢atdigini yoxlamaq Ugln avvalce
sulfat tursusu goéturiimus kolbadan, sonra isa digarindan 1-2 ml mahlul sinaq stsalerina
kegirilir. Sinaq susalarini avvalce soyudur ve girmizi lakmus kagizinin igtiraki ile NaOH
vasitasile mahlullar neytrallasdirilir. Sonra har 2 sinaqg stsesinde Trommer ve ya Felinq
sinag! aparilir. Qirmizi karpici rangin amala galmasi hidrolizin basa ¢atdigini gdsterir.
©ks halda kolbalari hamamda bir gadar de saxlamag olar.

Qeyd etmak lazimdir ki, haddan ¢ox ve uzun middst saxarozanin tursularla
birlikda qizdirilmasi yaxsi natice vermir. Cunki bu halda amale galen monogakarlar da
yana biler. Xususile bu sulfat tursusu ile tacribaye aiddir. Bu tacriibade kolbalara
tokllen saxarozanin migdarinin azaldilmasi mumkunddr.



iS 50
MURSKKSB SOKORLOR
(ikinci daracali poliozalar)

Buraya asasan iri molekul kutlaleri olan ve su ila kolloid mahlullari emala gatira
bilon sekarlar aiddir. Nisasta, inulin, glikogen, selliloza, hemisellllozalar, pektin
maddalari, galaktanlar aqar-aqar, bir qrup selikli maddaslar, ksilanlar, gisman az rast
galen kalloza, lixenin, dekstranlar va diger sakar tipli maddaler Il daracsli poliozalara
aiddirlar.

Bu sakerloerin aksariyyati bitkilarde ehtiyat gida maddasinin boyuk hissasini teskil
edir. Yuksek mollekullu karbohidratlar bitki ve heyvan organizminds geden maddsler
mibadilasinds, gidalanmada, bir cox sanaye sahalerinde miahim rol oynayir. Onlarin
xarakterik nimayandalerindan nisastani gostermak olar. Qeyd etmaliyik ki, nisastanin
sokar hissasi 2 mirakkab sakardan, amiloza ve amilopektindan tagkil edilmisdir.

Nisasta bir cinsli madde olmayib terkibinda fosfat tursusu, muxtaslif yag tursulari ve
Ss. maddelare rast galinir. Nisastanin mihUm xassalarinden biri, onun kalium
mahlulunda hall edilmis yodla gdy reng emale gatirmasidir. GOy rengin emale galmasi,
gorinlr nisastanin yodla adsorbsion va kimyavi birlegsmaler vermasile izah edilir. Soyuq
suda nisasta yalniz sisir, lakin hall olmur. Tursu ile hidroliz zamani 96,1-97,6% qglikoza
amala gatirir. Aralig mahsullar olaraq svvelca muxtelif molekul kutlali dekstrin adlanan
mirekkab sekarlar emala galir. Hidrolizin ilk mahsullari 6z xassalari etibarile nisastadan
az ferglenir. Sonraki mahsullarin molekul kutleleri get-gede azalir. Reduksiyaetma
gabiliyyati artir. Bu dekstrinler asagidakilardir.

1) Amilodekstrinler - 25%-li spirtde hall olan ag rangli maddalar olub yodla
bandvsayi goy reng emals gatirirlar.

2) Eritrodekstrinler - mulayim etil spirtinde sferik sakilli kristallar seklinda ¢okuntu
amale gatirir. Yodla qirmizi gonur rang verirler.

3) Axroodekstrinlar - isti 70%-li etil spirtinda hall olur va buxarlandiridiqda sferik
kristallar saklinda spirt mahlulundan ayrilir. Yodla reng amale gatirmirler.

4) Maltodekstrinler - spirt vasitesile ¢okmir ve yodla rang amale gatirmirlor.
Maltodekstrinlarden sonra hidroliz davam etdirildikde maltoza ve nahayat glikoza
molekullari emals galir.

Reaktiv va lavazimat:
1. 5 ve 10%-li NaOH
2. 1%-li CuSOa4
3. qati ve 25%-li HCI
4. qati ve 10%-li H2SOa4
5. 1 va 0,1%-li nisasta

6. LUgol reaktivi (alavaler 25)



7.0,1%-li glikogen
8. Erlenmeyer kolbalari
9. Hava soyuducucu
10.Qirmizi lakmus kagizi
11.Sinaq susaleri
12. Su hamami

isin gedisi

a) Sinaq susasina 5 ml 1%-li nisasta mahlulu gotirub Gzarine 2 ml 5%-li NaOH, 4-
5 damla CuSOs slave edib su hamamina yerlosdiririk. Mis bir oksidin amale galib
galmadiyini musahida edirik.

b) Sinaq susasina 5 ml 1%-li nisasta, 2-3 damla gati HCI ve ya H2SO4 tokib 10-15
dagige muddetine su hamaminda vyerlagdiriik. Sonra sinaq susaesi soyudulur,
neytrallasdirilir va Trommer sinadi vasitasila hidrolizin qurtarmasini yoxlayiriq.

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

Nisastanin hidroliz mahsullarinin
miisahides edilmasi.

¢) Malum oldugu kimi nisasta ve onun hidroliz mahsullari yodla muxtslif rengler
amale gatirir. Hidrolizin sonuna yaxin ve son mahsullari reng vermirler. Hidroliz
naticesinda dekstrinlar, maltoza ve nahayat glukoza alinir.

Reaktiv ve lavazimat:

Qaynar su hamami
0,1 %-li nisasta
Ltqgol mahlulu
Feling mayesi
10 %-li NaOH
6. 10 %-li H2SO4

Mikrokimyavi sinaq susasine 15 damla nisasta ve eyni miqdar sulfat tursusu
tokurak. Mahlulu qarisdirib oradan diger sinaq susasina 2 damla mahlul kegiririk. Homin
sinaq susasinda nisasta askar edilir. Birinci sinaq susasini gaynar su hamamina hidroliz
ucun yerlagdiririk. Har daqgigadan bir sinaq susasindan nimuna goéturub bos sinaq
susasina kegiririk. Nimuna gotirtlmasi o vaxta gader davam etdirilir ki, naehayat heg bir
rong amale galmasin. Sonra hidrolizi basa ¢atmis mahlulda glikoza olub-olmadigini
Trommer va ya Feling sinagi vasitasile yoxlamagq olar.

abrownNpE

Sinaq susasina 2-3 ml 0,1%-li nisasta ve 1 damla liigol mahlulu alave edib amale
galen rang musahida edilir. Sinaq susasi qizdirildigda (qaz Uzarinds) mahlul yenidan
soffaflasir. Soyutdugda reng barpa olunur.



d) nigastani musahide etmak Ugun bitki mahsullarindan istifade etmak olar.
Bunun Gc¢in danli bitkilerden taxillar, paxlah bitkilerin toxumlari, kartof yumrusu ve
torkibinda nisasta olan basqa materiallar istifada edils biler.

Masalen, kartof yumrusundan kasikler gotirib esya susesinds ve ya farfor gabda
yerlosdirilir. Kesiklarin Gizerina 1 damla ltiqol reaktivi alave etdikda gdy reng emala galir.

Bitki toxumalarinda digar sakarlarin olmasini da musahida etmak olar.

Masalen, inulini misahida etmak lcln yer armudu yumrusunu avvalcadan 14 gin
muddaetine 50%-li etanolda saxladigdan sonra, ondan kasikler hazirlayib mikroskopla
baxmagq olar. Huiceyra divarlarinda sferik formada inulin kristallarinin ayrildigini gérmak
olar.

e) sinaq susesine 2-3 ml glikogen ve 1-2 damla luqgol reaktivi slave edib
garisdirdigda boz reng alinir.

@) inulin fruktofuranoza ve az miqdar qlUkopiranoza qaliglarindan teskil
olundugundan, Selivanov sinagini vera bilir. Sinaqg susasine 5 ml 0,1 %-li inulin, 1 ml 25
%-li HCI va bir nec¢a rezorsin kristallari alave edib qizdiririq. Mahlul girmizi renge
boyanir (fruktoza ile reaksiyaya bax, is 43).

iS 51
SAD® SOKORLARIN FENILHIDRAZIN
SINAGI IL® ASKAR EDILM3S|

Fenilhidrazin sinagi sarbast karbonil (aldehid vea keton) qrupuna malik olan
sokarlor U¢lin hassas sinaq olub ciz'i migdarda reduksiya qgabiliyyatine malik sekarlori
askar etmaya imkan verir. Reaksiya zamani suda hall olmayan ozazonlar alinir ki, bu
zaman kristallarin formasina asasan muhitde hansi sekar oldugunu muayyanlasdirmak
muamkundur. Masalan, fenilhidrazin va sirka turgsusunun natrium duzu mahitinda glikoza
ince saplaglardan amala galmis supulrgs, ulduz ve basqa formalarda toplasmis iynavari
kristallar emala gatirir. Reaksiya asagidaki 3 marhalada gedir.

Birinci marhala

o , N=-NH-CH
C -------------- ' C
| H { | A
H=Cc=0H + /E/N—NH_CﬁHs H-C-OH
| Hé |
HO-C-H = ' HO-C-H
| fenilhidrazin | + RO
H-C-OH H-C-OH
| |
H-C-OH H-G-OH
|
CH,0H CH,0H

gliikkozo - fenilhidrazon



Burada fenilhidrazin gliikoza ile birlasib glikozo- fenilhidrazon emals gatirir.

Ikinci merhslads fenilhidrazin smale galen fenil hidrazonu oksidlegdirir.
Fenilhidrazon 2-ci karbon atomunun yanindaki 2 H atomunu itirir va hamin yerdes yeni
karbonil grupu olan ketoqrup amala galir.

N - NH - CH; T-NH-qm
l
C-H C-H
------------------------ »NH, |
H-C-OH + | C=0
| > NH- CH; — I + NH,+ CH,— NH,
HO-C-H HO-C-H
I
H-C-OH H-C-OH
I I
H-C-OH H-C-OH
I I
CH,OH CH,0H

Ucuinci merhslede emals gslen ketogrup yeniden fenilhidrazinle reaksiyaya
girarak glikoza ozazon kristallarini verir.

N = NH - CH, T-NH-Q&

|

C-H C-H

—— "H S |

C+0 + N-NH-CH, — C|:N—NH—C6H5 +H,0

[ — ; H”
HO-C-H HO-C-H

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

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

| I

CH,OH CH,OH

gliikozo - ozazon
Reaktiv va lavazimat:

. Stativ ve sinaq susaleri

. Su hamami

. Buzlu su

. Mikroskop

. Osya susesi

. Pipetka

. Fenilhidrazin

. Sirke turgusunun natrium duzu (CHsCOONa)
. 0,5 %-li glikoza mahlulu

OO ~NOOTPAWNPF

isin gedigi

Sinaq slsesine 100-150 mq fenilhidrazin, 200-300 mg CH3COONa kristallari
goturub Gzarine 2-3 ml glikoza mahlulu tékalir. Sinaq susasini qarigdirib 30-40 daqiga
middatine qaynar su hamamina yerlasdiririk. Arabir sinaqg susasini qarisdirmall.



Sinag susesinda sarimtil
¢cokuntu alindigda onlari buzlu
suya Yyerlasdiririk. Cox vaxt
sarl ¢okuntl soyuq suya
kecirildikden  sonra  alinir.
Kristallarin formasini
muisahida etmak U¢iin pipetka
vasitasile 1 damla mahluldan
. goturib agya susesi Uzarina

Sekil 5 kecirib vo mikroskopla baxiriq
(sakil 5).

Tacrubani diger sekarlarle aparib kristallari misahide etmali. Bu defe hansi madde

amale galdiyini reaksiya tanliyi vasitasile muayyanlasdirmali.

iS 52
QICQIRMA NUMUNB®SI

Canli organizmds esas tenaffiis materiali olan glikoza anaerob yolla
parcalanarkean amale galen pirolizim ve ya sud tursusu, sonraki parcalanma va
dayisma zamani an muixtelif mahsullar amala gatira bilar. Masalan, bitki organizminda
amala galen pirouzim tursusunun hansi mahsullar amala gatira bildiyini asagidaki
sxemdan gérmak olar.

2CH,-CO - COOH

C,H,OH v»a CO, + H,0 + 686 kkal
CO, +28.8 kkal

Belalikla, organizmde pirotzim tursusu fermentativ yolla mixtalif mahsullar emala
gatirir. Qeyd etmaliyik ki, sxemds gicqirmanin yalniz 2 névu gdsterilir. Lakin gicqirma
prosesinda digar son mahsullar da alinir. Qicqirma prosesi mikroorganizmlarin tesirile
da geds biler. Bu proseslardan sarabgiliqda, ¢orak, pive, sirka ve s. senayesinds genis
istifade edilir. Adi maya (xemir mayasi) vasitasila glikozanin etil spirti ve karbon gazi
amale galana gadar parcalanmasini Eynhorn cihazinda musahids etmak olar (sak.6).



ayrildigini musahide edarik. Proses tadrican getdikde CO:2 borunun nazik (bagl)

Gostarmak lazimdir ki, spirt
gicqgirmasina heksoza, trioza ve
monozalar ugraya bilerler.
Qicqirma qabiliyyati monosakarle-
rin  konfiqurasiyasi ve izomer
% formalarindan da asilidir.

Masalan, tebistda an ¢ox yayillmis
glukozanin D formasi daha
asanligla qicqirir.  Qicqirmani
muisahide etmak Ucln burada da
Eynhorn  cihazindan  istifada
etmak olar.

Cihazin  icerisine  sokar
mahlulunda qarisdiriimis  maya

Sokil 6 helmesiyi  tokib  30-35°C
temperatur mahitina
yerlosdirildikda mayanin

fealligindan asili  olaraq 1-3
saatdan sonra CO2z gazinin
kopuk seklinde mahluldan

hissesinin yuxar tarsfinde toplanir.

Xususi daracelanmis cihazlarda toplanmis CO2-nin hacmca migdarina asasen
g6turtlmus sekarin faizini miayyanlesdirmak olar. Qicqirma zamani hamginin etil spirti

amala galir. Prosesin cem tonliyi beladir:

CeH1206 —2 C2HsOH+2CO2 +28,8 kkal.
Boruda etil spirti alindigini, yodoform alinmasi reaksiyasi ilo, CO2-ni ise qelavi

terafinden onun udulmasi ile miayyenlasdirmak olar.

C2Hs0H+4J2 +6NaOH—CHJ3+5NaJ+HCOONa+5H20

CO2+2NaOH — Na2CO3+H20

Reaktiv ve lavazimat:

a b~ wWNPEF

0 ~NO®

9

. Toza va ya quru maya

. 5 %-li glikoza

. «Caxir dagi» turgusunun 1 %-li mahlulu

. 10 %-li NaOH

. J-un KJ -da hazirlanmig mahlulu (Ltqol reaktivinin

hazirlanmasina bax; 25)

. 2 adad Eynhorn cihazi
. havang-daste
. Olcu silindri

Termostat

10. Termometr
11. Sinaq sugaelari ve stativ



12. Kigik qif

isin gedisi
is asagidaki marhalslorle aparilir:

1. 1 g tezea maya, 5 ml distille suyu il birlikda farfor havangde azilir va garisdirib
30 ml su ile kimyavi stekana kegirilir.

Stekana 1 ml «gaxirdasi» turgsusunun mahlulu tokilur. Bu zaman pH-1 taxminan 5-
6 olan muhit yaranir (lakmus kagizi ile yoxlamali). Bele mihitde qicqirma daha yaxsi
gedir. Zaif Uzvi tursu avezine mineral tursu isladilse pH c¢ox asagl dise biler.
Stoekandaki mahlulu Eynhorn cihazina maili vaziyystde ele bosaldiriq ki, bagh hissa
tamamile dolsun ve orada qabarciq galmasin. Cihazi tamamila doldurmaq lazim deyil.
Cihazda olan mahlul yoxlama mahluludur (su ile). Nazarde tutmal ki, maye tarkibinde
miayyan gadar gltikoza ola bilar.

2. Paralel olaraq goéturtlmis 1 g maya 5 ml 5 %-li glikoza mahlulu ile havengdas
azilib 30 ml hamin glikoza mahlulu va 1 ml Uzvi tursu istiraki ile kimyavi stekana,
oradan da yuxaridaki qayda Uzre Eynhorn cihazina kegirilir. Har iki cihaz 30-37°C
temperaturda termostata yerlasgdirilir. Qicqirmanin middati maya gdbalaklarinin fealligi,
miqdari, optimal mihitde (t° ve pH) glikozanin miqdari, formasi ve digar amillarden
asihdir. Qeyd etmak lazimdir ki, taze maya olmadigda faalligini itirmamis quru mayadan
da istifade etmak olar. Bu halda maya hevaengde mulayim su ve glikoza mahlulu ile
azildikde daha yaxsI natica verir.

3. 30-180 dagigedan sonra her iki cihaz termostatdan c¢ixarilir. Muddati
muayyanlesdirmak Ugln arabir gicgirmanin hansi siratle getdiyine baxmag olar. Kontrol
cihazda maya terkibinde sekar olmadigi ve ya cuzi oldugu halda cihazin bagli
hissasinda ¢ox az gabarciq yigilir. Tacriba variantinda ise ¢oxlu migdarda CO2 qazi
toplanir.

4. ©malsa galen gazin CO2 oldugunu yoxlamagq Ugun cihaza tam dolana gader 10%
NaOH mahlulu tokub bas barmagqla cihazi baglayiriq. Qarisdirib barmagin emala galen
bosluga dogru soruldugunu muisahide edirik. Bu zaman CO2 galavi vasitasile udulur va
vakuum amale galir.

5. Haqigatan etil spirti amala galdiyini yoxlamaq ug¢lin cihazdan sinaq susesina 3-
4 ml mahlul stzdlir. Mahlula sari rang amale gealana gadar J2 (yod) mahlulu tokuldr.
(Ltgol mahlulu) ve sinaq susasi qizdirihr. Bu zaman yodoformun kaskin iyi hiss edilir.

iS 53
QICQIRMA PROSESININ FLUOR IONLARI
IL® TORMOZLANMASI

Sokarlarin  anaerob cevrilmasinin saciyyavi cahatlerindan biri, bu prosesdes
magnezium ionu ve fosfor turgusunun istirakidir. Spirt qicqirmasi ve bu prosesds Mg
ionlarinin istirakini, glikozanin muayyan temperatur ve pH-da fosfat buferinde maya ila
gicgirmasi prosesinda karbon gazinin ayrilmasi ile mugahide etmak olar. Spirt



gicqirmasinin tormozlanmasini muhite natrium flior slave etmoaklo alds etmak olar.
GUman olunur ki, tormozlanma enolazani inaktivlesdiran magnezium-fliior-fosfat
kompleksinin emale galmaesi ile alagadardir. Qicqirmani yeniden barpa etmak Ugun
kalsium xlordan istifads edilir.

Tacrubani aparmaq Ugun U sakilli borulardan qurasdirilmis monometrdan istifade
olunur. Borular diametri 1 sm, hundurliyd 55-60 sm olub bir ucu aciq, ikinci ucu isa
hacmi 80-100 ml-lik iki edad harlenan retortlu stise gaba barkidilir. Monometrlar metilen
abisi mahlulu ile doldurulur ve taxta stative baerkidilir. Xlsusi monometrlar olmadigda
toecriiba diametri 0,5-0,6 sm olan adi U sakilli borularla aparila biler. U sakilli ti¢ adad
boru metilen abisi ile doldurulur ve har biri rezin borular vasitasile sinaq sugalari ila
birlasdirilir. Sinaq susaelari ise kauguk tixac ile méhkam baglanir.

Monometrls igladikda onun borulari arasinda millimetrli kagiz zolagdi yapisdirmagla
hesablama aparilir. Qeyd etmak lazimdir ki, yuxaridaki gayda Uzre qurulmus
monometrin is prinsipi Varburqg cihazina uygundur.

Isi aparmaq tglin asagidaki mahlullar hazirlanir.

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

25 %-li glukoza

1 %-li NaF

10 %-li kalsium xlorid (mahlul doymus CaClz-dan hazirlanir)

Taza maya

Tecrubaden gabaqg cihazin gabini va retortunu asagidaki qayda ila doldururugq.
Fosfat buferinde suspenziya halina salinmis maya slzuntisl gabin markazi hissasina
tokalir. Qlukoza mahlulunu yan retortlardan birine tékib lazim galdikde oraya natrium
flior alave edilir. CaCl2 mahlulu muvafiqg qablarin retortuna (ikinci retort) alave edilir.
Belalikla, asagidaki terkibli garisiglar aliriq.

gk wbdpeE

Cadval 8
Reaksion qgarisiglarin terkibi
Qabin asas 1-ci yan retorta 2-Ci yan retorta
tutumu
maya | pH-16,0 | 25%-li | 1 %-li | fosfat | 10%-li fosfat
olan glikoz . buferi?
(a-1a) | fosfat a (ml- | buferi | CaClz pH-6,0
buferi (milo) ) ? (- | (i)
ml-lo ml-la
(ml-la) pH Ia)
6,0
(ml-
)]
1. 2 6 2 - 1 - 1
2. 2 6 2 0,5 0,5 0,5 0,5
3. 2 6 2 1 - 1 -




Qablar dolduruldugdan sonra onlari monometrlare birlasdirib Varburq cihazinin
vannasina yerlasdiririk. Cihaz temperaturun barabarlegsmasi Ugun (agig kranla) 10
dagige saxlanilir. Sonra birinci retortdaki mahlul (glikoza ve NaF) gabin merkazi
hissesine bogaldilir. Qablardaki mahlullar 5 daqgige garisdirilir v monometrin kranlari
baglanilir. 15 dagigadan sonra birinci hesabat geyd edilir. Kranlar agilir, ikinci retortdan
CaClz olava edilir. Yena kranlari baglayib 15 degigeden sonra ikinci hesabat geyd
olunur. Tacriiba 30 ve 37° C-de aparila biler. Sonuncu halda proses daha intensiv gedir
va tecriba tez basa catir. Her hesablamadan sonra monometrlarde mahlullarin
saviyyasinin barabarlesdiriimasi ondan irali galir ki, hamin saraitde spirt qicqirmasi
kifayat qadar surastlenir ve har 15 dagigadan bir saviyyalerin dayismasi demak olar ki,
monometrin bittn golunu tutur.

Tacribanin naeticesini asagidaki qayda ile geyde alirlar: tacriibenin muddati
gicqirmanin CaClz slave edildikden sonra barpa olunma sursti ile miayyan edilir. Natice
gosterir ki, birinci gabda gedan normal gicqirma fonunda digar (2, 3 va 4 s-li) qablarda
NaF ionunu 6ziine birlesdirerak qicqirmani tormozlayir. ikinci ve lclincii gaba CaClz
alave edilmasi qicqirmani avvalki giymatine gader barpa edir. Tormozlamanin glcu va
barpanin surati alave olunan NaF ve CaClz-nin gatiligindan asilidir.

Adi U sakilli borularla isladikda G¢ sinaq susasinin har birina terkibinde 2 q taze
maya olan 6 ml fosfat buferi, 2 ml glikoza va sinaq susalerinin ikisina 1 ml NaF mahlulu
tokalur. Sinaq susalerindea mahlullar qarisdirihr ve taxminan 20 dagigedan sonra U
sokilli borulara birlesdirilir. 15-20 dagigeden sonra birinci sinaq susasinda qicqirma
getdiyi, qalan iki sinaq stsasinda ise qicgirmanin tormozlanmasi aydin gorinur. Sonra
har U¢ sinaq susaesini agib ikinci sinaq stusasine 1 ml CaClz mahlulu tokib yeniden U
sokilli borularla birlesdiririk. 20-30 dagigedan sonra birinci ve uUglincu sinaq susasinda
avvalki kontrol gadar qicqirma getdiyi miisahids edilir. Ikinci siisede qicqirma dayanir.
Ucuincli sinaq stisslerinds gicqirma Ca ionlarinin kdmayils barpa olunur.

iS 54
SOKORLORIN MUBADIL3SI

Cox hallarda maddaler mubadilesinde sakarlarin funksiyasinin onun yalniz kimyavi
reaksiyalari enerji ile temin etmasi iloe alagalendirirlor. Lakin bu tamamile bele deyil.
Olbetta sakarlarin oksidlegsmasi zamani organizmda ¢oxlu migdarda enerji alinir ki, bu
enerji ATF molekulunun makroergik alagslerinde toplanir ve bu enerji kimyavi
reaksiyalarin getmasina sarf olunur. Lakin maddsaler mubadilesinda sakarlor daha
muhim bir vazifeni yerina yetirir. $akerler ¢oxlu migdar Gzvi maddaslarin manbayidir.
Hamin maddaler lipidlerin, zulallarin ve nuklein tursularinin ve diger mihim maddalerin
sintezinda istirak edirler. ilk (zvi maddsler kimi bitkilorde sintez olunan sekarlorde «C»
bir element kimi daxil olur ve onlarda enerji toplanir. Demak olar ki, butin digar
maddaleari «C» (karbon) va enerji ilo teamin edan sakarlerin par¢galanmasi prosesidir.



Soakarlarin organizmlards sintezi ve parcalanma mexanizmlari gox murakkabdir vo
mihazire materiallarinda bu proses qisa serh edilir. Bunu nazars alaraq biz burada
sokarlarin yalniz pargalanmasinin Gmumi sxemini veracayik.

Gorunduyd kimi, glukoza 6-fosfat bu proseslerde markazi yer tutur. Sonradan
amale galen aralig mahsullarindan markazi yer tutanlari pirotizim tursusu vae ribulozo-5-
fosfatdir. Sekarlarin pargalanma yollari qicqirma, glikoliz, tensffis ve s. arasinda
mirekkab asiliig mdvcuddur. Bu asililig névin bioloji xUsusiyyetlari ve organizmlarin
hayat geraiti ile six alagedardir. Nainki név daxilinda, hatta eyni organizmin muxtelif
toxuma va orqganlarinda sakarlerin pargcalanma yollarinin bir-birina nisbati muxtalifdir.
Buna baxmayaraqg, butiin organizmlara miayyan deraecaeds Umumi ganunauygunluq
xasdir. Masalen, akser organizmlarde gekerlerin aerob pargcalanma yolu Ustiun galir,
tonaffus, glikoliz ve gicqirmani yavasidir, sekarlarin dixotomik pargcalanma yolu apoto-
mik yola nisbatan daha muhim yer tutur ve s. Sakerlerin parcalanmasi zamani emala
gelen aralig mahsullardan an muhumleri fosfoqliserin tursusu, fosfoenolpirotizim
tursusu, pirolzim tursusu, asetil-koenzim A, eritrozo-4-fosfat, ribulozo-5-fosfat, tri- ve
dikarbon tsiklinde amala gelean quzuquladi sirka, ketoglitar ve s. tursulardir. Bu
mahsullar amin tursulari, yag tursulari, gliserin, nukleotidlar ve digar ¢coxlu monomerlarin
amale galmasina sarf olunur. Hemin maddalardan sonra zulallar, lipid, nuklein tursular
va diger biopolimerlar sintez olunur.

SXEM 1

Miirokkab Oliqo-
sokarlar Hidroliz sokorlor

. e

= Monosokarlar

=

Lg fosforlasma l

B

Heksozofosfatlar Pentozofosfatlar
v / T
\ Qliikoza - 6 - fosfat ﬁ
: tot‘ﬂik apotom;
dixo parcalanma Mik
| piroiiziim tursusu | | ribulozo - 5 - fosfat ‘
qicqirma qlikoliz tonoffiis
R
anaerob yolla aerob yolla

Sakarlerin mibadilasine aid bir nege laboratoriya isini nezerden kegirok.



Madaalts sirenin amilazas/ vasitasila
nigastanin hazmi

Nisasta va diger mirekkab sakarlor gida ile birlikde gismen agiz boslugunda va
sonra madada agiz siresinin amilazasinin tesirinden pargalanir. Lakin mada sirasinda
amilaza olmadigindan, sakerler tam parcalana bilmayib onikibarmaq bagirsaga daxil
olur va yalniz orada bagirsaq sirasinin amilazasinin tesirinden tam hidrolize ugrayir.
Nisasta ve diger murakkab sakerler burada araliq mahsullarina ve sonra monozalara
gadar parcalanarag gana sorulur. Nisastanin bu yolla haezmini géstarmak lcln asagi-
daki qaydada iglayirik.

Reaktiv ve lavazimat:

1. Stativle birlikds sinaq susaleri

2. Termostat

3. Termometr

4. Tarkibinda 0,3 % NaCl olan suda 0,1 %-li nisasta

5. Mada siresinden alinmisg sidzuntid ve ya 0,1 %-li Na2COs msahlulundan
hazirlanmig 0,2%-li pankreatin mahlulu

6. Mada sirasi va ya 0,2 %-li HCI-da hazirlanmig 0,1% pepsin (alavelara bax, 26)

7. 10 %-li NaOH

8. 5 %-li CuSOa4

9. 10 %-li HCI

10. Lugol reaktivi

isin gedigi
1. 3 adad sinaq slisasina taxminan 1 ml nisasta mahlulu tokulur.

2. Birinci sinaq sutsasine 2-3 ml mada siresinden alinmis stzuntli ve ya pankreatin
mahlulu, ikinci sinag sussesine 2-3 ml mada siresi vo ya NaOH-la avvalca
neytrallagdinimis pepsin mahlulu tokalur.

3. Har 3 sinaq susesi 37-40°C temperaturda 1,5-2 saat muddete termostata yerlasdirilir.

4. Har sinaq susesindan bir gadar g6turib bir va Gg¢tinct mahlulu HCI-la turs mihite
gadar catdiring (aks halda gelavi muhitde yod rangini itirir), Gzerine damla liqol
reaktivi alave edilir. Birinci sinaq sugasinde gy rang amala galmir. Cunki burada
nisasta pargalanir. Lakin birinci sinaq susasinda bandvsayi girmizi rang emala geala
biler. Bu ise mahlulda dekstrinler oldugunu gosterir. ikinci ve (gciincli sinaq
susalerinds ise nisasta par¢calanmadigindan goy reng musahida olunur.

5. Her U¢ sinaq susesinde Trommer sinagi aparilir. Pankreatin olan sinaq susasinda
amilaza tesir goOstardiyinden musbat natice alinir. Neytrallagdirimig ve
neytrallagdiriimamig mada sirasi olan sinaq susslerinde isa qirmizi karpici rang
musahida olunur ki, bu da mada siresinda amilaza olmadigini gostarir.



i$ 55
SOKOBR MUBADIL®SININ ARALIQ
VO SON MOHSULLARININ TOYiNi
(ezale ekstraktinda stid turgusunun miisahida edilmasi)
Uffelman nimunassi

Heyvan toxumalarinda, xususen azalsloerda sakarlerin anaerob pargalanmasinin
son mahsulu olan sid turgsusunu musahida etmak Ugun asagidaki mahlul ve preparatlar
hazirlanir.

1. ©zale ekstraktl - 30-50 g sicovul ve ya adadovsaninin azalasini svvalce qaygl
vasitasile dograyib sonra cini havengda 60-100 ml su ile tam qarisiq halina disena
gadar azirik. ©zalani at masinindan da kecirmak olar. Alinan sizuntini kolbaya kegirib,
10 dagige qarisdirir va bir ne¢a gat tanzifden stzurik.

2.1 % -li fenol mahlulu.
3. 1 %- li xlorlu deamir mahlulu.

is zamani iki eadad silindre 50-80 ml fenol ve 1-2 ml xlorlu demir tékurik. Demirin
fenollu birlesmasinin amale galmasi, mahlullarin bandvsayi ranga boyanmasina sebab
olur. Sonra silidrlerdan birine azale ekstraktini alave edirik. Homin silindrde yasilimtil
sarl roengin amale galmasi, muhitde sud turgsusunun damir duzunun alinmasi ile
alagadardir. ikinci silindrds banévsayi reng dayismir.

iS 56
QLIKOLIZ ZAMANI SUD TURSUSUNUN
OMOLD GOLMdSI

Malum oldugu kimi anaerob muhitde fosfotriozalardan emaele galmis pirotzim
tursusu insan va heyvan organizminde sid turgusuna ceuvrilir.
CH, CH,

\ \
C=0 +NAD-H+H —— CHOH +NAD"

| |
COOH COOH

Qlikoliz zamani amala gealmis sUd tursusunu, onu sirka aldehidine sulfat tursusu
vasitasila ¢evirmakle musahide etmak olar.



CH, CH,

‘ | 0O 20
cuon SO 7Y Ly o7

| \H \OH
COOH

siid sirka garigqa
tursusu aldehidi tursusu

©mala gelan sirke aldehidi veratrolla rengli birlesma amale gaetirir. Std tursusunun
amale galmasini 6yrenmak Uglin ferment manbayi, pirouzim turgusu va reduksiya
olunmus NAD olmaldir. Lakin bahal giymatli NAD tapmaq avazina asagidaki gaydaya
asasan islomak olar. ©zala halmasiyine nisasta mahlulu slave etsak, halmagikda olan
fermentlar nisastann pirolzim turgusuna gader parcalayar. Bu zaman paralel olaraq
azealanin NAD*-n. NAD.H (+H*)-a gadar reduksiya olunur. Sonuncu pirolizim tursusunu
sud turgusuna gevirir. Reaksiya agsagidaki sxemda gedir.

NiSASTA amilaza = QLUKOZA
ﬁ
= ATF
S
Z k; ADF
qliikozo - 1 - fosfat —— > qliikozo - 6 - fosfat
v sid
3 fosfoqliserin tursusu
aldehidi NAD
( R > piroiiziim
NAD-H +H tursusu

1, 3 difosfoqliserin
tursusu

Reaktiv ve lavazimat:
1. Termometrle su hamami

2. Buz

3. Spatel

4. QIf

5. Filtrlar

6. 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 saklinda



10. Qati sulfat tursusu
11. Etil spirtinde hazirlanmis 0,2%-li? veratrol (pirokatexinin dimetil efiri)

12. ©zala halmasiyi (100 g ada dovsaninin azalesi et masinindan kegirilir, tenzifde
yuyulur va sixilir. Yuyulmus azalaya fizioloji mahlul tokular.

isin gedisi

Iki sinaq slisesine Umumi kitlesi noxuddan boyik olmayan migdarda ozsle
halmasiyi goéturib sinaqg suselarini ndmralayirik. Kontrol rolunu oynayan birinci sinaq
susasina fermentlari inaktivlesdirmak Ug¢un 5 damla 3- xlorsirke tursusu alava edirik.
Sonra har iki sinaq susasina slsa hacminin yarisi gadar nisasta mahlulu ve anaerob
muhit yaratmaq Uglin 7 damla vazelin yagi gotirib onlari 37°C-de 1 saat middatina su
hamamina yerlasdiririk. Middat kecdikden sonra ikinci sinaq sisesine 5 damla 3-
xlorsirke tursusu alave edirik. Sinaq sussalerindaki mahlullar mivafig némralenmis temiz
sinaq susalerine sUzulir. Sud tursusunun muasahidasine mane ola bilan sakarlari
cokdurmak dgln, sinaq susalerine 0,25 q kalsium hidroksid ve 10 damla mis sulfat
tokarak. 15 deqige muddstinde suseler arabir cgalxalanir. Mshlullar yeniden
némralanmis besinci ve altinci sinaq susasina suzulir. 5-6 damla stzunti yigildigda
sinaq suselari buza yerlasdirilib har birinin tGzarine 15 damla qati sulfat tursusu slave
edilir. Sinag susealeri 5 daqgige gaynar su hamamina yerlesdirilir. Nehayat sinaq
susalerini buzda soyudub haer ikisina iki damla veratrol alave edirik. Tadrican tacriba
sinaq susasinda qirmizi rang eamala galir. Kontrol sinaq susasinde ise tacriibaden avval
azelada olan sud tursusunun istiraki ile alaqadar zaif ¢ahrayi rang alinir.

iS 57
SiDIKD® PIROUZUM TURSUSUNUN
MIQDARCA TOYINi

PiroGzdm tursusu insan organizminda saker mubadilesinin araliq mahsulu kimi
amale galir. Anaerob saraitda pirouzim tursusu yuxarida gosterildiyi kimi sid tursusuna
cevrilarek reduksiya olunmus NAD-Hz-nin oksidlagsmasina sebab olur. Aerob saraitds
ise pirouzum tursusu CO2 ve H20-ya gadar oksidlesir. Bu proses ATF tarkibinde eneriji
toplanmasi ile elagadardir.

Normal halda gan plazmasinda 0,8-1,5 mq % pirouzum tursusu olur. Bir sutkada
sidik vasitasile 10-25 mqg piroUzum turgusu ixrac olunur. Bi avitaminozu ve
hipovitaminozu zamani ganda, digar toxumalarda va xUsusile beyinds ¢coxlu migdarda
piroluzum turgusu toplanir ki, bu da tarkibinds tiamin pirofosfat olan koenzim A-nin
sintezinin pozulmasi ile alagadardir. Koenzim A aerob pargalanmanin ilk marhalalarinda
istirak edir. O, pantoten tursusu, tioetanolamin fosfor tursusu ve adenindan ibaratdir.

Pirolzim tursusunun miqdarca tayini onun turs muhitde NaHSO3s ve KHSOs da
bisulfit birlesmasi amale galmasina asaslanir.

2 Veratrolu 0,2%-Im gvayakolla (purokatexunun monometul efurn) avaz etmsk olar



CH, CH

| | oH
CO + NaHSO, C

| | N\ SO;Na
COOH COOH

NaHSOs —un artiq miqdarini J2 ile birlesdirmakla reaksiya muhitinden g¢ixarmaq
olar.

NaHSO3 + J2 + H20 — NaHSO3z + 2HJ

Bu zaman sidiyin Gzvi birlesmaleri da oksidlasir. Mahlula NaHSOs slave etmakla
galevi muhit yaratmaq ucin pirotizim tursusunun bisulfit birlegsmasi parcalanir. Belslikla
serbast ayrilan bisulfitin migdari pirotizim tursusunun migdarina ekvivalentdir. Bisulfit
ise Jzila titrlanir. Sarf olunan yoda gora pirotizim turgsusunun miqdari hesablanir.

Reaktiv va lavazimat:
. 1%-li NaHSO3 va ya KHSOs3
. 0,1 N J2 mahlulu
. 0,01 HJ mahlulu
. NaHSOs3 (doymus mahlul)

1
2
3
4
5. 0,1 hiposulfit (KNOs-le yoxlamali. Slavalers bax 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 stekanlar

isin gedigi

1 ml sidik tzarina 1 ml 0,1 N quzuqulagi tursusu ve 9 ml su tékurik (sidikde olan
kalsiumu ¢cokdirmak tgin).

Alinan mahlula 10 damla teze hazirlanmis NaHSOs elave edib garisdirir va
garanliqda 15 dagige saxlayirig. Bisulfitin artiq migdarini nisasta istiraki ile gby reng
itana gadar 0,1 N Jz-la J2-un artiginin isa rang itena gadar 0,1 N hiposulfitla lagv edirik.
Axirda daha dagiq natice almag uc¢in mahlula 0,01 N J2 mahlulu zsif gdy reng barpa
olunana geder damla-damla slave edilir. Hiposulfit muhitden kanar edildikden sonra
kolbaya 10 damla doymus NaHSOs mahlulu tokariuk (bu zaman goy reng itir). Kolbadaki



mahlul 10-20 saniys arzinds itmayan goy reng alinana gadear 0,01 N J2-la titrlanir. Serf
olunan 0,01 N J2-un miqdari piroizim tursusunun miqgdari ile ekvivalentdir.

Hesablama asagidaki tanlikla aparilir.

CH, —-CO-COOH-0,01-A suduymgundsluk muqdare
1,0

X:

0,01 J2-un qgatihgi

A - 0,01 N J2-un ml-le miqdan (titlenmaya searf olunan); 1,0 - analiz U¢in
g6turdlmus sidiyin miqdari. Pirotzim tursusunun gram ekvivalenti ve sutka arzinde
amale galen sidiyin migdari nazars alindiqda bir sutkada amala galan pirotizim tursusu
mgq-la ifada olunur.

i$ 58
QANDA $9KORIN MiQDARCA TaYiNi

Qeyd etmak lazimdir ki, insan organizmina sekarlor asasan bitki mahsullari
vasitasile daxil olurlar. Organizma har gin yaglardan taxminan 10 dafe ¢cox, 500 g-dan
az olmamaq sertile sekar daxil olur. Yuxarida geyd etdiyimiz kimi sekarlorin hazmi
asasan onikibarmaq bagirsagda va xususen nazik bagirsaqda bas verir. Disaxaridlar -
maltaza, saxaroza, laktoza va digarlarinin pargcalanmasi nazik bagirsaqda ifraz olunan
glukozidaza (maltoza), B-fruktofuranozidaza (saxaraza) ve ya invertaza-galaktozidaza
(laktaza) ve digar muvafiq fermentlar vasitesile basa gatir. Alinan monosakarler muxtslif
suratle (glikoza ve qalaktoza) daha tez gana sorulur. Qapi venasi vasitsile sakarlar
gara ciyara galir. Qlikozanin bir hissasi gara ciyarden kecarak bltin organizmae yayilir.
Osas kutle isa glikogen saklinde garaciyarda toplanir. Qanda sakerin miqdari azaldigda
glikogen parcalanir, yeniden glikoza emala galir va gana daxil olur. Organizmin bitin
hiiceyralari terafindan glikozanin sarf olunmasina baxmayaraq qanda sakarin migdari
eyni saviyyada (80-120 mq /%) galir.

Xagedorn-Yensen Usulu

Bu dsul ile sakerin migdarca teyini asagidaki prinsipa asaslanir. ©vvalca goalavi
(NaOH) mahlulu ile sink sulfat (ZnSO4) qarisdirilir.

2NaOH + ZnSO4 —» Zn(OH)2 + NazSO4

Alinan garigiga muayyen miqdar tayin olunan gan tokdlir. Bu zaman saker
mahlulda galir. Qeyd etmak lazimdir ki, mahlulda digar reduksiya etma gabiliyystina
malik olan maddaler da var (masalan, glutation, sidik tursusu, kreatinin). ©slinds ganda
gliikozanin miqdari bir geder azdir. istifade olunan bu Uisulun els ¢atismayan cahati do
burasindadir. Lakin glikoza migdarca diger reduksiyaedici maddalerden dafelarla
goxdur. Mahz buna gore alinan naticani gliikoza kimi gabul edirlar.

Mohlulda ¢okmus zulali sizmakle, ayirib sizintiys musyyan miqdar titrlenmis
girmizi gan duzu mehlulu slave edib qizdirirlar. Bu zaman qanin reduksiyaedici



maddsaleri ekvivalent miqdarda qirmizi gan duzunu sari gan duzuna gadar reduksiya
edir.

Sokar + Ks[Fe(CN)s] — $Sokarin oksidlagmis mahsullar +
+ K4[Fe(CN)s] + K3[Fe(CN)s] qahgi

Bundan sonra maye icarisine sirka tursusu ve sink sulfat (ZnS0Oa), kalium yod (KJ) ve
natrium xlor (NaCl)-dan ibarat qarisiq alava edilir. Sink ionu avvalcadan amals galmis
sari gan duzunu ¢okdurdr.

2K4[Fe(CN)e] + 3ZnS0O4 — KaZns[Fe(CN)s]2 + K2SOa4

Beloalikla, sari gqan duzu sonraki reaksiyalarda istirak etmir. Sari gan duzu
cokdurialmass, o oksidlesib girmizi gan duzuna gevrila bilar ve natice dizgin olmaz.
Paralel olarag KJ reaksiyaya daxil olmayan qirmizi gqan duzu ile reaksiyaya girir, bu
zaman qirmizi gan duzunun miqdarina ekvivalent olaraq J2 ayrilr.

2K3[Fe(CN)g] + 2KJ — 2K4[Fe(CN)s] + J2
Nahayat ayrilan yod nigastanin istiraki ila (indikator sifstile) hiposulfitls titrlenir.

2Naz2S203 + J2 —» 2Nad + NazS40s

Titrlenmaya sarf olunmus hiposulfitin migdari ganin sakari ile reduksiya edilmamis
girmizi gqan duzu ilsa ekvivalentdir. Serf olunan hiposulfitin miqdarini bilsrak xususi
cadvalden qanda sekarin migdarini hesablamaq olar.

Qeyd etmak lazimdir ki, sakarin tayininda istifade olunan reaktivler reduksiyaedici
gabiliyyate malikdir. Hamin reaktivler tarafinden reduksiya olunmus qirmizi gan duzunun
migdarini nazara almaq Ug¢un kontrol tacriba qoyulur ve alinan naticadan hamin giymati
cixirlar.

Reaktiv ve lavazimat:

1. Sinaq susaleri va kimyavi stakanlar Gg¢ln yuvalari olan su hamami
. Kimyavi stekanlar
. Qiflar
. Iki edad 25-50 ml-lik biiretka

2

3

4

5. 2-3 ml-lik mikroburetka

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

8. Qan goturmak tciin iyna
9. 0,1 N NaOH

10. 0,45 %-li ZnSOa4



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

12. Uggat mshlul (ZnSO4 + KJ + NaCl)

13. 3 %-li sirka turgusu

14. 0,005%-li hiposulfit (alavale bax 27, 27 A)

15. Doymus NaCl-da hazirlanmis 1%-li hall olan nigasta
16. Distille suyunda gaynadilmis ve suyu sixiimis pambiq

17. Etil spirti

Isin gedisi

1. 4 adad sinaq sltsesini némralayib har birine 5 ml ZnSO4 ve 1 ml NaOH
tokalur.

2. Sol alin adsiz barmagini (¢acgela yanindaki barmaq) spirtla isladilmis pambiqgla
silib spirt qurudugdan sonra sterilize edilmis iyna ilo barmag@i sancirlar. iyna gismen
derine getmalidir. Qanin birinci damlasini pambigla temizleyib ikinci damlasini
mikropipetkaya yigmali. Mikropipetkani els veziyyatdes tutmaq lazimdir ki, gan 6zt oraya
axsin. Bele mimkin olmadiqda pipetkadan havani sormagla gani yigmali. Lakin bela
etmak lazimdir ki, qan igerisine hava gabarcigi dismasin. 0,1 ml gan toplayib
pipetkanin ucunu pambiqgla sildikden sonra gan birinci sinaq susasina uftirmakla
bosaldilir. Qan sinaq susasindan yenidan sorulur ve yeniden bosaldilir. Bunu t¢ defe
tokrar etmsali (pipetka bu yolla yuyulur). Yuxaridaki gayda Uzra ikinci sinaq susasina do
0,1 ml gan goétirilir. Sonra spirtle isladiimis pambigla barmagq silinir. Ug ve dérdiinci
sinaq susaleri kontrol kimi qalir.

3. Butun dord adad sinaq susesi U¢ deqgige miuddatine su hamamina yerlagdirilir.
Bir azdan zulal ¢okur. Cokuntinu filtratdan ayirmaq ugun dord kigik kimyavi stekani
nomralayib har birina i¢arisine su ile yuyulmus pambiq yerlasdiriimis qif qoyulur, har
sinaq susesinds olan garisiq muvafig nédmrali stekanlara sutzulir. Sinaqg susaleri ve
mavafiq qiflar iki defe 3 ml su ile yaxalanib gifdan sizulir. Bitin stekanlarda filtrat
soffaf olduqda pambiglar giflardan gixarilir.

4. Her stokana pipetka ile 2 ml qirmizi gan duzu alave edib onlari 15 daqige
muddaetine qaynar su hamamina yerlagdirirlor. 15 dagigadan sonra stekanlar svval
havada, sonra suda soyudulur.

Hor stokana pipetka ile 3 ml tg¢gat mahlul ve 2 ml sirke tursusu alave edilir.
Bununla J2 ayrilir v mahlul sari ranga boyannr. Bu zaman amala galmis sari gan duzu
muhitden gixariimis olur. Hamginin KJ-da olan va reaksiyaya daxil olmayan qirmizi qan
duzuna ekvivalent migdarda sarbast J2 KJ-dan sixigdirilib ¢ixariimig olur.

5. Mikroblretkani hiposulfitte doldurub stekanlardan biri sari reng itena qader
titrlanir. Sonra stakana bir damla nisasta alava etdikda mahlul Jz ile gby rengs boyanir.
GOy rang amala galarss titrlemani davam etdirirlor. Bu zaman stekani ag fonda qoymaq
lazimdir. Nigasta slave etmazden avval ve sonra sarf olunan hiposulfitin Gmumi



migdarini geyd edib ikinci stekani titrlayirik. Alinan ragemlarden istifade edarak
hesablama aparilir. Bir va ikinci stekana birlikde sarf olunan hiposulfitin orta giymati va
eyni ile U¢ va doérdinci stekana sarf olunan hiposulfitin orta giymatini tapib sekarin
giymsati cadvalinden hesablanir. Tutaq ki, tacribs variantina (qan 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).

Cadval 9

Hipo-

sulfit
_ Hiposulfitin migdar, —— ml-le

mig- 100

dari,

00/00/00/00]00|00/00/00]|00]00
mHe 1o 11 |2 |3 |a |5 |6 |7 |8 |9

0,0 |38 |38 |37 |37 |37 |37 |36 [36 |36 |35
01 |5 |2 |9 |6 |3 |0 |7 |4 |1 |8

0,2 35 |35 |35 |34 |34 (34 |34 |33 |33 |38
5 |2 |0 (8 |5 (3 |1 |8 |6 |3

0,3
0.4 33 |32 |32 |32 |32 |32 |31 |31 (31 |31
0’5 1 |9 |7 5 |3 1 (8 |6 |4 |2

31 |30 |30 |30 |30 |30 [29 |28 |29 |29
06 1o |8 |8 |4 |2 |o |8 |6 |4 |2

0.7 129 |28 |38 |28 |23 |28 |27 |27 |27 |27
0,8 O |8 |5 (4 |2 |0 |8 |6 |4 |2
0,9 27 |26 |26 |26 |26 |26 |25 |25 |25 |25
10 |0 |8 |6 |4 |2 |0 |9 |7 |5 |3
11 |25 |24 |21 |21 |24 |24 |24 |23 |23 |23
12 |1 |9 |7 |5 |3 |1 |0 |8 |6 |4

1,3 23 |23 |22 |22 |22 |22 |22 |21 (21 |21
2 |0 |8 |6 |4 |2 1 19 7 |5

1,4
15 21 |21 |20 |20 (20 (20 {20 |20 |19 |19
1’6 3 1 |9 |8 6 |4 (2 (0 |9 |7

19 |19 |19 |19 |18 |18 |18 |18 |18 |17
L7 15 |3 |1 |o |8 |6 |4 |2 |1 |9

18 17 |17 (17 |17 |17 |16 |16 |16 |16 |16
1,9 7 |5 |3 |2 |0 (8 |6 |4 |3 1

15 |15 |15 |15 |15 |15 |14 |14 |14 |14
9 7 |5 |4 |2 |0 |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 |12 {12 |11 |11 (11 |11 |11 |11 |10
4 2 0 9 7 |5 3 1 0O |8

10 {10 |10 |10 |99 |97 |95 (93 (92 |90

6 |4 |2 |1 |81 |79 |77 |75 |74 |72
88 |86 |84 |83




70 |68 |66 |65 |61 |61 |59 |57 |56 |54
52 |50 |48 |47 |45 |43 |41 |39 (38 |36
34 |32 |31 |29 |27 |25 |24 |22 |20 |19
17 |15 |14 |12 |10 (8 |7 |5 |3 |2

Cadvaldan 1,3 ve 0,04 saquli satirlerinin kesisma nogtasinde 117 ragamini tapiriq, yoni
117 mq % kontrol variant tgun giymat tapilir. Tecribadan kontrol variantin giymatini
cixib sekarin giymatini tapiriq (117-3 = 114 mq/%).

iS 59
BERTRAN USULU
(MAKEN-SOORLA GOR® MODIFIKASIYA)

Bertran ¢aki Usulu ile sakerlerin migdarca tayini geker niumunasini Feling mayesi
ilo gaynadarkan mis-1 oksidin (Cu20) emale galmasi va hamin ¢okintunin g¢akisinin
muiayyan edilmasina asaslanir. Aldozalarin Feling reaktivi ilo oksidlesma reaksiyasi
asagidaki sxemlo gedir (is 48).

COONa COONa
\ \
HCOH HC-0
| + Cu(OH), | > Cut2H0
HCOH HC-0
\ \
COOK COOH
COONa 40 COONa
| C \/ COOH |
HC-0 | “H | HCOH
2 Cu+ (CHOH), — (CHOH), +2 | + Cu,0
Hc-0 "~ | | HCOH
| CH,OH CH,0H |
COOK COOK

Sakerleri tayin edarken amale galen mis oksidi, havanin oksigeni ile asanligla
oksidlasdiyindan Bertran Usulunun gaydalarinin azaciq gézlenilmamasi sahv naticalera
sobab olur. Ona gore da hal-hazirda gekarleri miqdarca tayin etmoak tg¢in Maken ve
Soorlun isleyib hazirladiglari daha daqgiq ve sade hacmi analiz Usulu tetbig edilir. Bu
usulda tarkibinde misin migdari dagiqg malum olan Feling mayesindan istifade edilarak
yodometrik Usulla tayin olunmus sarf olunmayan misin migdarina asasan reduksiya
olunmug misin migdari hesablanir.

Maken ve Soorl Usulu seraiti glikoza, fruktoza, invert saker (saxaroza), laktoza,
maltoza, qalaktoza, pentoza, arabinoza, ksiloza ve ramnoza lgun eynidir.

Reaktivler:

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



2. Terkibinde 173 q segnet duzu ve 50 q NaOH olan 500 ml hacminda su
mahlulu.

isin gedigi

250 ml-lik odadavaml konusvari kolbaya pipetka ile 10 ml 1-ci, sonra 2-ci
mahluldan 10 ml tokidb Uzasrina tarkibinds 100 mqg-dan c¢ox teyin olunacaq maddasi
olmayan har hansi bir madds ve ya saker 50 ml-a catana gader distille suyu alava
edirik. Mahlul elektroplite va ya qaz lUzerine yerlosdirilmis asbest I6vha Gizarinae qoyulur.
Lévhada diametri 6 sm-a yaxin daira ¢akilir. Qarisiq U¢ deaqigs arzinda qizdirilib daqiq 2
dagige aramla gaynadilir ki, kolbada olan mahlulun hacmi azalmasin. Bunun Ug¢ln
kolbanin agzina kicik gqif goymagq olar.

Qaynatma qurtardigdan sonra kolba soyuq su ile 25°C-ys gadar soyudulur ve
tzarine 10 ml suda ve 10 ml 25%-li sulfat tursusunda (1 hacm tursu, 6 hacm su) 3 q
kalium yodid hall edilmis qarisig alava edilir (cemi 20 ml). Yuxaridaki garigigdan hamin
nisbetde numunalerin sayina mduvafiqQ hazirlamaq olar. Qarigsiq elave edilan kimi
aramsiz qarisdira-qarisdira kolbadaki mahlulu 0,1 N Na2S20s3-le (natrium tiosulfit)
gahvayi rang sariya kegana gadar titraleyirik. Kolbaya 10 ml 0,5-11%-li nisasta tokub
darhal titrlemani goy rang tam itena gader davam etdiririk. Mahlulun rengi mis yodida
maoxsus sarimtil (krem rengi) galir.

Tamamila eyni qayda Uzre lakin sakarsiz kontrol tacriibasi aparilir. Yoxlamaya sarf
olunan natrium tiosulfitin migdarindan (ml) birinci tacribsa variantina serf olunan
Na2S203 ¢ixilir. Alinan naticeya asasen asagidaki cedvaldan sekarin miqdari hesablanir
(cedval 10). Saxarozanin migdarini teyin etmak uc¢in mahlul svvalce inversiyaya
ugradilir. Bunun agin 5 q sekar, 50 ml HCI-da hall edilir (5%). Mahlul 30 dagige gaynar
su hamaminda qizdirihr. Soyuduldugdan sonra 1 ml 1 N NaOH-la neytrallasdirib 500
ml-a gadar gatihgi azaldilir. Sonra lazimi migdar mahlul gétirib yuxaridaki qayda Gzra
analiz edirik. Alinan natice iUmumi hacma hesablanir.

Cadvelda her vertikal siranin saginda (glikozadan baslayaraq) ikinci sira
reqemlar verilmisdir. Bu reqemlardan sarf olunan natrium tiosulfitin ml-le migdari geyri
tam (kasrli) adad olduqgda istifada edilir.

Masalan, glikoza mahluluna titirlema zamani 3,5 ml Na2S203 sarf edilmisdir.
Onda qglukozanin miqdar bels hesablanir: 3 ml Na2S203 19,1 mq mise va ya 9,4 ml
glikozaya uygun galir. 9,4-den sonra sagda 3,2 yazilmisdir, farq 0,5 gaderdir. Bu
zaman

glukozanin miqgdari =9,4%=11 mq olur.

Alinan cavab kolbaya goéturalmis nimunads olan sakarin miqdaridir. Bu migdara
asasan Umumi ¢akiys, hacma va s. gore sakari %-la hesablamaq olar.



iS 60
SOKORLORIN MIKROKIMY&VI
USULLA TOYINI

Sokar molekullari peryodat-ionla oksidlagarak qarisqa tursusu amala gatirir. Alinan
tursunu titrlemak olar.

Hamar, suse tixaci olan 6lclst 22x3 sm-lik sinaq slUsasinae 0,2-3 mqg saker
goturib onu 5 ml suda hall etdikden sonra 0,25 N NaJOas-lo oksidlesdiririk (bela
mahlulun 1 ml-i 3,9 mq sakari oksidlesdirir).

C//O
| “H
(CHOH), + 5J0, — 5HCOOH + HCHO + 5JO;

|
CH,OH

Alinan qarisig 100°C-de 20-40 deqgige qizdinlir. Soyutdugdan sonra sinaq
susasine 0,2 ml NaOH uzarindes govulmus etilenglikol tokirik (peryodatin artigini
parcalamaq ucgun).

Mahlul qirmizi metil indikatorunun istiraki ile 0,01 N NaOH-la titrlenir. Titirlemanin
naticesine osasen s$akerin pentoza, metilpentoza, aldoheksoza, 2-ketoheksoza
siniflerina aid olmasi miuayyan edilir. 1 mol. oksidlesen monogsakare pentoza ve metil-
pentozalar 4 mol., aldoheksozalar - 5 mol., fruktoza va sorboza 3 mol. garisga tursusu
amala gatirir.

iS 61
VILSTETTER V@ SEDER USULU IL®
ALDOZALARIN MIQDARCA TYINI

Usul hipoyoditin galevi mahlulun kdémayils aldozalarin aldon tursularina
cevrilmasina asaslanir.
0
cZ COONa
| “H |
(H-C-OH), +J,+3NaOH — (H—$—OH)n + 2Nal + 2H,0
I

CH,OH CH,OH

Tixaclh 250 ml-lik kolbaya terkibinde 1%-dan ¢ox aldoza olmayan 10 ml sakar, 25 ml 0,1
N J2 ganigdira-garigdira 30 ml 0,1 N NaOH tokulur. Kolbani baglayib 10-15 daqgiga
saxladigdan sonra 4 ml 1 N H2SOas-le mahlul turgulagdirilir. Ayrilan J2-ni 0,1 N Na2S20s-
la nisastanin istiraki ila titrloyirik. Aldozanin miqdar (ve ya aldehid grupuna ekvivalent
migdar) alave olunan yodla (bizim misalda 0,1 N 25 ml J2) ayrilan J2-nin (titrlemaye
asason) forgina gbra hesablanir. Qalavinin artigi cox deyilsa oksidlagsmaye deqiq 2 g-
ekvivalent Jz sarf olunur.



Bu dsulla muxtslif aldozalarin migdarini tez tayin etmak olar. Mahlulda saxaroza
va fruktozanin olmasi aldozanin teyin olunmasina mane olur. Analizin daqigliyina geyri-
Uzvi duzlar coxatomlu spirtler tesir gostarmirler.

iS 62
SOKORLBRIN XROMATOQRAFIYASI
(Analitik Gsullar)

Muxtslif gekerlerin tadqiqi ve sintezi xromatoqrafiyanin tetbigindan sonra genis
inkisaf etmayes baglamisdir.

Asagida tasvir edacayimiz kagiz ve nazik tabaqgali xromotoqrafiya Usullari alinan
maddalarin temizliyini askar etmak ve sakar formalarini muayyanlasdirmak Gg¢un analitik
kimyada istifade ounan muasir Gsullardir.

Sokerlerin kagiz lizerinde xromatoqrafiyasi

Bu Usulda kagiz sellilozada adsorbsiya olunmus geyri matsharrik faza - suyun
dasiyicisi vazifasini gorur. Muteharrik faza sifstile su ile Uzvi halledicilerin qarisiglari
istifada olunur. Sakarlerin ayrilmasi Ugun asagidaki halledicilar tatbiq edilir:

. Butanol sirke tursusu : su (4:1:5)
. Butantol : etanol : su (45:5:50)
. Su ile doydurulmus fenol

. Su ile doydurulmus butanol

1

2

3

4

5. Piridin : amil spirti : su (35:35:30)

6. Butonal : piridin : su (5:4:3)

7. Etilsirka tursusu : sirka tursusu : su (3:1:3)
8. Etilsirke turgusu : piridin : su (4:2:4)
9. Butonal : etanol : su (4:1:1)

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

Bazi halledicilarin hazirlanmasi tsullari.

Butanol : sirka turgusu : su (4:1:5). Bu halledici yuxariya dogru harekat edan
xromatoqgrafiya Ugun tatbiq edilir. Halledicini 1,5 litrlik boluclt qifda 400 ml n-butanol, 100
ml buzlu sirke tursusu ve 500 ml distille suyunu yaxsi qarisdirmagla hazirlayirlar. Bir
gadar kecdikdan sonra qarisiq 2 fazaya ayrilir ki, fazanin asagi qati kanara bosaldilir.
Qalan halledici bulandigda qifa gaffaf reng alinana gader damla-damla sirke tursusu



alave etmak lazimdir. Mahlul gox saxlandigda qifin dibinde su tebagasi amala galir ki,
onu da bosaltmaq lazimdir.

Etil sirka tursusu : piridin : su (4:2:4). Boélicu qifda 200 ml etilsirka tursusu, 100
ml piridin ve 200 ml distille edilmis su yaxsica qarigdirilir. Tebaqgalar ayrildigdan sonra
asagl tabaga bosaldilir. Yuxar tabaqge ise asagiya dogru harakat edan xromatoqrafiya
ucun tatbiq edilir.

Kagiz. Sakerleri ayirmaq ugun adatan 1 ve 2 ndmrali xromatoqrafiya kagizi tatbiq
edilir. Dizgun amaliyyat aparmaq uUgun goturulmus kagizda kapilyarlarin veziyyatini
toyin etmek lazimdir. Bunun Gc¢lin kadizin kanarlarindan baslayaraq qarsihgl
perpendikulyar istigamatda eni 4 mm, uzunlugu 70-75 mm zolaq kasilir. ©8gar kapilyarlar
zolagin uzunluguna, yani perpendikulyar veziyystde yerlosmissa kanarindan tutulmus
zolag 6z agirligi naticasinda ayilmir. Kapilyar horizontal vaziyystds olduqda zolaq qévs
soklinde ayilir.

Xromatoqgrafiya zamani maddenin asas saciyyavi xususiyysti muteharriklik amsali
R+-dir. Rt maddeanin kecdiyi yolun halledicinin kecdiyi yola nisbatini ifade edir.
Muteharriklik amsali, sakarlarin qurulusu, halledicinin tarkibi, kagizin keyfiyysti, muhitin
temperaturu ve digar amillarden asihidir. Muxtalif gakerler tgun Rt giymati asagidaki
cadvalda verilir.

Cadval 11
Muxtalif gatisiglarda monozalar Ggun Rf-in giymatloeri
Qatisiqlar

Mono- etilsirke t: su : butanol : sirka
sokarlor : piridin : su turgusu : 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
glukoza 0,195 0,49
mannoza 0,24 0,62
fruktoza 0,24 0,62

Ramnoza ucin 0,37-ya bearaber R: vahid gebul edilmigdir. Yarimspirtlor tgiln
propanol : etilsirke tursusu : su (7:1:2) garisidi tatbiq edildikde Rf 0,11 (inozit), 0,31
(sorbit, dulsit), 0,44 (arabit), 0,34 (mannit), 0,58 (gliserin) olur. Bir dl¢ullu yuxariya dogru
harokat edan xromatogramma almaq uUgun kapilyarlari vertikal vaziyystds yerlosmis



uzunlugu 40-50 sm olan xUsusi kagiz goturulir. Kagizin eni onun Uzarina yerlosdirilmis
nimunsalerin sayindan asilidir. Kagizin kenarindan ensiz hissa boyu bir-birinden 2,5-3
sm arall gara karandagla (kimyevi karandas olmaz) baglangic (start) xatti c¢akilir.
Xromatoqrafiya Ugun baglangic xatt Gizerine gatihgr 0,1-1% olan 0,01 ml sakar mahlulu
kapilyar pipetka ilo 1 damla yerlagdirilir. $Sekar 50-80% -li etanolda hazirlanir. Damla
lakasinin diametri 5-6 mm-dan ¢ox olmamalidir. Lakalar arasindaki masafe 2-3 sm olur.
Bu amaliyyatdan sonra kagiz qurudulur. Sonra kagiz dibinda halledici olan (masalen, 60
ml butanol - sirka tursusu - su 40:10:50 nisbatinda) hermetik badli gaba yerlosdirilir. Bu
zaman zolaq gabin divarlarina deymamali ve ucu damcilar yerlagsen xattden asagi
hallediciye salinmalidir. Kagizin kenarina gadar halledicinin galxmasina yol vermak
olmaz. Proses adaten 15-20 saat davam edir. Sonra kagiz zolagi gabdan c¢ixarilib
qurudulur ve sakarlar askar edilir.

Asagl dogru harekat eden xromatogramma almaq ugln kagiz zoladini horizontal
vaziyyetda yerlasmis kapilyarlar boyu uzununa kasmak lazimdir. Nimunalar zarina
kanardan 10 sm masafeds yerlosdirilir. Kagizin asagi hissasi halledicinin axmasi Ugun
disciklar saklinda kasilir (sakil 7).
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Sekil 7

iri 8lglilll stise silindr icerisine kicik basqga silindr yerlasdirib tizerine halledicisi olan
Petri gablari goyulur. Qabin ig¢arisine mahlula ensiz kssikli uclari olan kagiz salib
Uzarine saat susasi yerlasdirilir (kagizin dismamasi Ug¢un). NUmuna nisani qoyulmus
noqtaler hallediciys gatmamalidir. iri silindrin dibina igarisinds halledici olan stekanlar
yerlagdirilir. 1 némrali kadizda xromatografiya 30-40 saat davam edir. Sonra kagiz
qurudulur ve miayyan usulla tedgiq olunan maddalar askar edilir.

Murakkab birlegmaleri fraksiyalara ayirmaq Ug¢un eyni kagiz zolagina analiz olunan
garisiqda tapilacagi guman edilon maddsaler (muayyenlasdirici maddaler) damci
vasitasile yerlagdirilir. MUayyanlasdirici (basqa s6zls, bu maddaler “sahidlar” de adlanir)
tedgig olunan madda lakalarinin har iki terafinden ¢ixis xatti Gzarine damci vasitesile
yerlesdirmak maslahatdir. Bazi hallarda mirakkeb madds ¢atin ayrilirsa xromatoqrafiya
amaliyyati takrarlanir. Bunun Ggun birinci amaliyyatdan sonra kagiz qurudulur (maddaler
askar edilmadan), ikinci dafe xromatoqrafiya amaliyyati aparilir vae yalniz bundan sonra
sokorlar agkar edilir.



Reduksiyaedici ve reduksiya etmaysn karbohidratlar
dcun Umumi askaredicilar

Ammonium molibdenat: 3 ml qati xlorid tursusu Uzarinae garigdira-qarisdira 20 ml
10%-li ammonium molibidenat slave etmakls reaktiv hazirlanir. Sonra reaktive 5
ammonium xlorid tokaltr. 70°C-de 20 dagige muddatda qurudulur, naticede ag fonda
abi lekalar alinir.

Sekerlaerin qurgusun tetraasetatla agskar edilmasi

Benzolda 1 q qurgusun tetraasetat hall edilir. Lazim galdikde mahlul faallagdiriimis
agac komuru vasitesile ksilol, sonra ise hazirlanmis mahlulla gilenir. Bir nege dagigadan
sonra gahvayi fonda ag lakalar amale galir.

KMnOs4 — NaJOs4  vasitasila askar edilma.

2%-li NaJOa4 va 2%-li natrium karbonatin suda mahlulunda 1%-li KMnOa4 hazirlayib
is zamani mahlullar (4:1) nisbatinde (KMnO4 — 1 hacm, NaJO4 — 4 hacm) qgarisdirilir.
Cilendikden sonra kagiz otaq tempraturunda 10-15 deqgige saxlanilir. Naticeda
sokarlarin sari-yasil lekalari emala galir.

Reduksiyaedici sakerlar liglin iimumi agkaredicilor

Gumus nitratin amonyakli mahlulu. 5%-li gimus nitrat Gzarine damla-damla gati
NH4OH amals galan ¢okintl hall olana gadar alave edilir. Mahlulu daim is zamani teza
hazirlayib isin sonunda artigini tullamaqg lazimdir. ©ks halda mahlul uzun middast
galdigda partlayici fulminatlar amale gale biler. Yuxaridaki qarisigla xromatogrami
cilayib kagizi quruducu skafda 100-110°C-de 10-15 dagiga saxlayirlar. Naticadsa zaif
gahvayi fonda tind lakalar emala galir.

Gumiis nitrat va NaOH mahlulu. Xromatogrammani askar etmak tc¢in 2 mahlul
hazirlanir:

1 mahlul - 20 ml asetona 0,1 ml gimusin suda doymus mahlulu tokib Gzarina
hall olana geder damla-damla su salava edilir.

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

Qurudulmus xromatogramma birinci mahluldan cald kecirilarak qurudulur va ikinci
mahlulla ¢ilanir. Barpa olunma qurtardigdan sonra gisman nem xromatogrammani 15
dagige middatine 15%-li hiposulfit mahluluna salmaqgla gumus nitratin artigi ¢ixarilir.
Sonra axar suda 1 saat middastinde xromatogramma yuyulur. ©@male galen gahvayi ve
ya qara lekalerin aydin olmasi dgln xromatogrammani H2S mahluluna salmaq olar. Bu
usul hamginin poliollart musahide etmak tcln da yarayir.

Trifeniltetrazolxlorid.  Usul trifeniltetrazolxloridin rengsiz duzunun rengli hall
olmayan formazana gadar asagidaki tanlik tGizre reduksiya olunmasina asaslanir.
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Hor gin 1 N HCl-da teza 0,5-2%-li trifeniltetrazolxlorid mahlulu hazirlanir.
Xromatogramma cilenir, 5 daqige muddstinde gqa-ranliqda 100°C-de qizdirilir.
Trifeniltetrazolxloridin artigi suda ¢oxlu yumagla kenar edilir. ®male galan rang piridin
vasitasila ekstrak-siya olunub intensivliyi 490 nm-da 6lculir (spektrofotometrds).

Anilinftalat. Su ile doydurulmus 100 ml etanol va ya butanolda 1,66 q ftal tursusu
va 0,93 q qovulmus anilin hall edilir. Alinmis mahlulla xromatogramma cilanir, 20 daqige
arzinde 100°C-da qizdirihr, naticedes aldopentozalar parlaq albali-qirmizi,
aldoheksozalar isa qirmizi-gahvayi rang amale gatirirlar. Reaktiv, ketozalara nisbatan
aldozalar t¢iin daha hassasdir.

Muxtelif siniflere moaxsus sokerlar (iglin askaredicilar

Rezorsin nimunasi. Etanolda hall edilmis 1%-li rezorsinin 10 ml-i Gzaerine 90 ml 2
N HCI slave edib qarigdiririq. Xromatogramma alinan mahlulla ¢ilanib 85-90°C-ds 10
dagige qurudulur. Cahrayi fonda ksiloza ve arabinoza - gdy, ramnoza - sari, qalaktoza,
glukoza, mannoza - boz reng verir.

Anizidin nimunasi. 2 ml gati sulfat tursusuna 0,5 q p-anizidin alava edib 50 ml
spirtla qarisdiririg. Alinan qarisigla xromato-qgrammani gilayib, 3-5 daqigs arzinda 95°C-
de qizdiririq. Bu zaman aldopentozalar - tind gahvayi, aldoheksozalar - zaif gahvayi,
uron tursular - qirmizi, heksulozalar - sari limon rangi verir.

B - naftilamin ve demir ionu (Fe®") nimunasi. 50 ml 95%-li etanolda 100 mq B -
naftilamin hall edib tGzarina 50 ml butanol, 0,4 ml 3,8 N HCI ve 1 damla 10%-li demir
sulfat alave edilir. Xromatogrammani ¢ilayib, 10 degige 160-170°C-da qurudurug. Fruk-
toza sari, sari-gcehrayi, pentozalar - c¢ehrayi-qirmizi, metilpentozalar - zeif sari,
heksozalar - agiq gahvayi reng verir.

p-dimetilaminobenzaldehid nimunasi. 1%-li  p-dimetilaminobenzaldehid
(etanolda) qati HCl-da 4:1 nisbetinde garisdirilir. Alinan qarisigla xromatogramma
cilanir va 30 saniye muddsatinda 90°C-da qizdirilir. Dezoksisakarler ve glikanlar gby va
ya boz renga boyanir. Qlikanlar adatan avvalca ¢ahrayi rang verir.

Hidroksilamin nimunasi. 1 N hidroksilamin (turs xassali) metil spirtinde ve 1,1 N
KOH-1n, hamcinin metil spirtinde mahlullarin barabar hacmda garisdirib hamin qarisigla
xromatogrammi ¢ilayir ve havada 10 dagige arzinde qurutdugdan sonra tarkibinds 1%
FeCls vo 1% HCI olan qarisigla yeniden cilayirik.

Ogar maddae sarbast tursu halinda olarsa emala galmazdan avval onu eterifikasiya
edirler. Bunun Ucln icarisine diazometanin efir mahlulu qoyulmus bagl qabda
xromatogramma alinir. Metil efiri 10-15 daqigs arzinds amala galir. Laktonlar aldon va
uron tursularinin efirlari goy ve ya al lekalar emals gatirir.

Orsin numunasi. Su ile doymus 100 ml butil spirtinda 0,5 q orsin (3,5 dioksitoluol)
ve 15 q 3-xlorsirka turgusu hall edilir. Reaktiv soyuducuda 1 sutka qala bilar.



Xromatogramma alinan msahlulla cilenib 20 daqgige arzinde 105°C-da qurudulur.
Heptulozalar - goy, pentulozalar goy-yasil, heksulozalar sari reng amale gatirir.
Aldoheksozalar, uron tursulari va oksitursular rang vermir.

Anilinig¢xlorsirke turgusu numunasi. 85 N 3-xlorsirka tursusunun suda
mahlulundan 32 ml va 50 ml soyudulmus mibbi spirt gotlrib garisdirir ve mahlulu buz
Uzarina yerlasdirib tzarine 8 ml soyudulmus rangsiz anilin slave edirik. Qarisigi 100 ml
soyudulmus tibbi spirtle qarisdirirng. Alinan msahlulla xromatogramma cilendikde
sokarler rangli lekaler emale gatirir. Poliollar ise reng vermir. Nimuna poliollari ayirmaq
Ucun istifads edilir.

i$ 63
SOKORLORIN NAZIK QATLI
XROMATOQRAFIYASI

Son iller arzinds N.K.Kogetkov ve amakdaglar taraefindan taklif olunan bu tsullar
sokarlarin kimyasinin dyranilmasinda genis tatbiq edilir.

Xromatoqrafiya uzunlugu 20 sm olan kenarlari hamarlanmis guse |6vha Uzarinde
aparilir. Lovha Uzerine dord gat mesamsali kaprondan slenmis 1 mm galinhdinda
aliminium oksidi ¢akilir. Hamar tebaga (gat) almaq Uc¢in tzarlarina lazimi galinhdr olan
rezin halga kecirilmis stisa boru ve ya lévhadan istifads edilir (sakil 8).
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Sekil 8

Xromatografiya Uc¢un Brokmana goOra ikinci dearacasli aktiviya malik olan
aliuminium oksidindan istifade olunur. Madda l6vha Ulzerine asag! ksenarlarindan 3-4
sm, bir-birinden 1,5-2 sm araln vaziyystdsa yerlagdirilir. Xromatoqrafiya amaliyyatini
yuxari dogru hearekat etma Usulu ile aparirig. Bunun t¢lin hermetik kamerada l6vha
15-20° bucag altinda qoyulur: halledici bilavasite kameraya tokils biler ve ya Petri
gabinda yerlagdirile biler (sakil 9).



Sekil 9

Xromatoqgrafiya amaliyyati texminen 20 daqiga c¢okir. Sonra pulverizatorun
komayi ila 16vha gati H2SOa-le ¢ilanib infraqirmizi lampa ila qizdirilir. Aliminium oksidin
aclg fonunda komurlanmis gekarlerin tind lekaleri amala galir. Bu usulun deaqigliyi 10
mkq-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)
. Benzol : metanol (9:1)

F. Etilsirka tursusu
G. Xloroform : metanol (1:1)

Hidroksil gruplari tamamile avaz edilmis sakarler Gcliin A ve B halledicileri tatbiq
edilir. Tarkibinda bir (OH) grupu olan sakarler Gglin C, C, D, E, ©, 2 va ¢ox hidroksili
olan gakarlar Ggln ise C, C, F, G halledicilari totbiq edilir. Hidroksillari tamam avez
edilmis o formalar tgtin B, C, C, D, merkaptanlar tgtin A, B, C halledicileri tatbiq edilir.

Sarbast (OH) grupu olan sakarlar ve téremalari G¢lin xromatoqrafiya amaliyyatinda
asagndaki halledicilar sistemi isladilir.

1. Etilsirke : n:propanol : su (10:2:1),
2. Etilsirka : n:propanol : su (20:7:4),
3. Etilsirka : n:propanol : su (10:5:3).
Askaredici - qati sulfat tursusudur.

Selllloza Uzerinde nazik qatl xromatoqrafiya

Owvelca selliloza tozu hazirlanir. Bunun Ugin 800 g pambiq sellilozu tibbi
etanolda hazirlanmis 51 10 %-li HCI mahlulunda 20-25 dagige qaynadilir, avvalce su ilo
sonra metanolla yuyulub havada qurudulur.



Alinmis selliloz porosokundan 5 q goéturub, 0,3 q gips ve 15 ml su ile qarisdirib
pasta hazirlanir. Alinmis pasta 6lgust 13x18 sm olan susa |6vha Uzarina ¢akilib 5-10
saat arzinds otaq temperaturunda ve 45 daqgige - 104-106°C qurudulur. Bels tabages
cilema zamani tokulmur. Rf-in kanarlanmasi 5 %-dan ¢ox deyildir.

Asagidaki halledicilar sistemi tatbiq edilir:

Tret-butanol : n-propanol : su (8:2:3)
Tret-butanol : etilsirka : su (6:13:3)
Fllor-butanol : etilsirka : 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 : etilsirks : su (15:2:3)

Coxatomlu spirtlerin garisigi yuxaridaki sistemlerde ve asagidakilarda yaxsi

ayrilirlar:

o 0k~ wbd P

1. n-butanol : 25 %-li NH4OH : su (15:1:2)
2. n-butanol : piridin : su (6:4:3)
3. n-butanol : etanol 25 %-li : NH4OH : su (8:3:1:8).
Aldozalari askar etmoak Ucun: 1.Anilinftalat. 2.Anilin-difenilaminfosfor tursusu
isladilir.

Silikagel Uzerinda nazik qatli xromatoqrafiya

KSK (150-200 Mes) markali silinkagelin 6 g-in 0,35 q gips ve 15 ml su il
garigdirilaraq pasta hazirlanir. Pasta slsa l6vhaya surtilib 6-12 saat havada (otaq
temperaturunda) ve 40 dagige 104-106°C-da qurudulur.

Ayirma amaliyyatini asagidaki halledicilar sisteminds 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 va 3-cll ise mono- va disaxaridlari, hamcinin
polioksitursulari ayirmaq lcln tatbiq edilir.

Askaredici kimi kagiz xromatoqrafiyasinda tatbiq edilan reagentlor:

AgNOs-un ammonyakli mahlulu

Kalium permanganat : natrium-peryodat

Qurgusun tetrasetat (sonradan rozanilinls islenmig)

Kalium peryodat benzidinle (qeyda bax)

QEYD: Xromatogramma metaperiodatin suda mahlulu ils islenir. 6 daqgige
saxladigdan sonra 0,1 M benzidinin 50 %-li metanol : aseton : 0,2 N HCI garisiginda
(10:2:1) iglenilir. Sarbast a-qlikol gruplar birlesmalar xromatogrammada goy fonda ag
lakaler emale gatirir.

Moo



Sokarlarin gips Uizerinde nazik qatli
xromatoqrafiyasi

Cini hevangda 10 q kdzardilmis kalsium sulfat ve 20 ml distille edilmis su 5-7
dagige arzinde homogen kutls alinana gader azilir. Alinan pasta 6x18 sm Olgulu susa
l6vhaye nazik gatla sdrttlir ve otaq temperaturunda 20 saat qurudulur. Bu yolla alinmig
gips tabaqgasi méhkam olur.

Monogekarlar Ug¢un xloroform : metanol (19:2), xloroform : metanol (19:3),
disaxaridlar Gictin xloroform-metanol (19:5) qarisiglari tetbiq edilir.

Suni yolla hazirlanmig sakar qarigiglari gips lovhalarinds yaxsi ayrilir. Bunun Ggln
sokarlarin spirtda 1%-Ii mahlullarini 1:1 nisbatinds garigsdirmaq olar.

D-glukoza : L-ramnoza
L-arabinoza : D-galaktoza
D-arabinoza : D-qalaktoza
L-ramnoza : D-mannoza

Qarisiglar xloroform : metanol (19:2) halledicisi ila ayirib natrium metaperiodat ve
kalium permanganatin galavi mahlullari vasitasile askar edirlar.

10 ml 2 %-li natrium karbonatin suda mahluluna 40 ml 2%-Ii natrium metaperyodat
tokub alinan garisigda 0,5 q kalium permanganat hall edilir. Cilandikden sonra
xromatogramma otaq temperaturunda 15-20 deqiga erzinda saxlanilir. Naticeds sari
fonda sade sokarlarin sari lakeslari emala galir.

Il BOLM®Y® AID SUALLAR

1. Mduirakkab maddslerin tarkibindaki karbohidratlari hansi reaksiya ilo askar etmak
olar? Reaksiyanin tanliyini yazin.

2. Sekarlerin reduksiyaetma qabiliyyati ne demakdir?

3. Hansi gekarler reduksiyaetma gabiliyystine malikdirlar va na tgin?

4. Trommer sinaginin mahiyyati nadan ibaratdir?

5. Segnet duzu va Feling mayelerinin igtiraki ilo sade goekarlarin reduksiyaetma
tonliyini yazin.

6. Hansi reaksiya iloe monosakarlari disaxaridlerden ayirmaq olar?

7. Nilander ve gumuUsg guzgu reaksiyalarinin tenliyini yazin.

8. Selivanov reaksiyasi hansi sakarlar tgln xarakterikdir? Bu reaksiyanin tenliyini
yazin.

9. Pentozalara aid hansi xarakterik reaksiyalari bilirsiniz?

10. Ne Uiclin saxaroza reduksiya etmir? inversiya ne demakdir?

11. Hansi reaksiya yalniz monogakarlar Uguin xarakterikdir?

12. Sekarlarin gelavi va téramsalerinin turs muhitde kondense reaksiyalarina misal
gosterin.

13. Tollens va dinitrobenzolda reaksiyalarin mahiyyati nadir?



14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

24.
25.
26.
27.

28.
29.
30.
31.

32.
33.

ikinci deracali poliozalar hansilardir?

Nisastanin hidroliz mahsullari hansilardir? Bu mahsullari nece musahide etmak
olar?

Qlikogen vae inulini neca askar etmak olar?

Fenilhidrozin sinaginin tenliklerini yazin.

Tindal hadisasini hansi sakearlarda va neca musahide etmak olar?

Qicqirma nadir va onu hansi tacriibs ile musahide etmak olar?

Qicqirmani neca tormozlandirmaq va barpa etmak olar?

Optiki aktivlik na demakdir va onu neca musahids etmak olar?

Mutarotasiya nadir? Bu hadisani gdstaran tacribani tasvir edin.

Sokarlarin aralig mubadilesinde amale galen metabolitlarin bioloji manasi nadir? Bu
metabolitler hansilardir?

insan organizminde nisasta nece hazm olunur?

Uffelman nimunasi tacriibasini tasvir edin.

Sud turgsusunun eamala galmasini hansi tacriiba ile misahide etmak olar?

Sokarlari migdarca tayin etmak Ggln hansi Gsullar size malumdur va bu Usullarin
mahiyyeti nadan ibarstdir? Bertran tsulunun mahiyyatini izah edin.

Muxtalif sekar formalarini mikrousulla nece agkar etmak olar?

Aldozalara aid miqdari analizin mahiyyati nadir?

Hansi xromatoqrafiya Usullari mivcuddur va onlarin mahiyyati neden ibaratdir?
Reduksiya edan vea reduksiya etmayan karbohidratlar Gglin xarakterik agkaredicilare
misal gostarin.

Sekarlarin digar siniflerine aid askar edicilare misal gostarin.

Sakarlarin nazik qatl xromatoqrafiyasna aid analitik Gsullar hansilardir?



IV BOLM®
LIPIDLBR

Lipidlar - yaglar ve yagabanzar (lipoid) maddalari bir-lesdiran termin olsa da,
lipidlerin tesnifati bir gox cehatdan ¢atinlik téradir ve miuxtalif név tasnifat névinin
meydana c¢ixmasina sabab olmusdur. Lakin lipidler asagidaki muhum taleblare
cavab vermalidir. 1. Bioloji mansali olmali. 2. Qeyri-polyar mayelarda hall olmali,
suda ise hall olmamalidir. Bagqa sozle, lipidlaer hidrofob maddalardir. 3. Lipidlara
yuksek alkil radikallar ve ya karbosikllarin olmasi saciyysvidir. Eyni zamanda
lipidlarin struktur, fiziki-kimyavi ve bioloji ve ya fizioloji tesnifatlari da moévcuddur.

Mo6vzunun genis oldugunu ve teqdim olunan praktikumda lipidlere az yer
vermali oldugumuzu neazearse alsaq, lipidlerin tasnifati burada muzakire olunmur.
Takca onu geyd edoak ki, lipidlarin muhum terkib hissasi (asil lipidlerin) olan yag
tursularinin (200-dan ¢ox) 6zl asas ve ya doymus, iki grupa boéllinan ikinci daracali
yag tursulari (monoen va polien) ve geyri-adi yag tursularina bolundr.

Il boyluk grup neytral lipidlar - gliserol (trihidroksi spirt ve ya gliserin) ve yag
tursularinin efirlari olan asilgliserollardir.

Neytral lipidlere yluksak geyri-polyar lipidlarin murekkab qarisigindan ibarat olan
mumlar da aiddir. Bu qurulusda ¢ox atomlu spirtler, yiksakmolekullu Gzvi tursular va
yuksakmolekullu karbohidrogenlar, bazan tursular ve sarbast spirtlar da daxildir.

[l boyuk qrup polyar lipidlere fosfolipidler, glikolipidler daxil edilir. Lipidler
sinfine steroidler ve terpenlari do daxil edirlor. Belalikle, lipidler sinfi ¢ox genis
yayllmis hadden ziyade coxlu birlesmalari ahate edir. Takcoe, 200-den c¢ox yag
tursusunun amala gatirdiyi 600 yad ndévinun mdévcud oldugunu demak, lipidlarin nece
yayildigina subutdur. Onlardan 420-si bitki yagi, 80-i quruda yasayan heyvanlarin, 100-
U ise su heyvanlarinin yagi kimi malumdur.

Lipidlarin bioloji rolu, onlarin hiiceyre membraninin mutlag komponentlarinden biri
olmasi, membran strukturuna malik butin hiceyradaxili quruluglarin tarkibine daxil
olmasi, energetik, ehtiyat, mudafie va s. funksiyalarin dasinmasi ile miayyan olunur.
Tabistde genis yayilmis trihidroksispirt (gliserol ve ya gliserin) ve yag tursularinin
efirlarindan ibarat olan neytral lipidlerdan (onlar adstan yaglar adlanir) triasilgliserollarin
kimyavi xassalori va bioloji funksiyalari yaglarin terkibine daxil olan yag tursularinin
tabiati ilo muayyan olunur.

Yaglarin Umumi qurulusunda R1, Rz va Rs radikallari yag tursularinin gahlglaridir ve
onlar



0)

Va
H,C-0-C-R,
O\\C (0) C|f
R,-C-0-C-H
| //O
H,C-0O-C-R,

aksar hallarda muxtalif olur. Basqa soOzle, triasilgliserollarda maksimal miuxtaliflik
ganunu movcuddur. Yag tursularinin R1R1R2 olmasi az, RiR1R1 isa ¢ox nadir haldir.

Yaglar muxtslif amillerin tesirindan tez xarab olur va acilasirlar. Bu amillere
havanin oksigeni, su, isiq, temperatur va s. daxildir. Hemin amillari kanar etmakla
yaglari uzun middeat dayismadan ve keyfiyyatini itirmaden saxlamagq mumkundur.
Acilasan yaglarda gliserin tadricen ayrilaraq toplanir ve eyni zamanda yag tursular
ayrilir. Mavafiq tacriiba vasitesile onlari agkar etmak mumkindur. Bu reaksiyalardan
biri de xarab olmus yagda qliserini misahide etmak ucln tatbiq olunan akrolein
sinagidir. Diger sinaq vasitasila bitki yaglari askar edilir.
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1. Akrolein sinagi

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

JH 0
HO-C G | N
| SH: ° | "H
HC-= 0O =:H CH + 2HOH
| |
H,C —OH CH,
akrolein
(akrolein aldehidi)

Tarkibinda gliserin olmayan lipidlar va diger maddaler (mumlar, steridlar, sterinlar
vo s.) bu sinagi vermir.

isin gedigi

Tamiz quru sinaq susasina azaciq (2-3 damci) yag salinir, dzarine 0,5 mqg quru
kalium hidrosulfat ve ya KHSO4, HsBOs, MgSO4, NaHSO4 ve s. su udan madde alave
edib ehmalca acgiq alovda qizdinlir. Bu zaman ag rengli buxarin ayrilmasi va qicig-
landirici (g6z yasardici) qoxu, akroleinin amala galdiyini gostarir. Bu tecriiba gliserinla
da musbat olur. Lakin mum va sairs ile natice alinmir.



GUmusun ammonyakli mahlulunda isladilmig filtr kagizini buxar Uzasrina tutsaq
kagizin garalmasini gorarik.

2. Belye sinagi

Bu tacruba ile adsten bitki yaglarinin mansgayi bilinir. Bu ise temiz bitki yaglarinin
turs muhitde (gati HCI tursusu ila birlikda) rezorsinin benzoldaki mahlulu ils birlikde
ganigdirib (galxalayib) saxladigda yasil goy va ya bandvsayi reng amala gatirmalarine
asaslanir.

isin gedigi

Bir ne¢a temiz quru sinaq sudsaesinin hearasina bir gader (1-2 ml) yad salinir.
Uzerina 0 gadar da qgati xlorid turgusu tokulir, sonra harasine 1-2 ml rezorsin slave
edib, bark calxalanir va serbast buraxilir; bu zaman amala galen ranglare fikir verilir:

a) pambiq yagi, kincut yagi, xas-xas yagi va s. bandvsayi ve ya goy;
b) zeytun yagi, kokos yagi ve s. yasil rang verirlar.

Yaglar suda hall olmur. Bunu bela yoxlayirlar: bir nega temiz sinaq stsasina eyni
migdar harasine 2-3 ml yag goturilir. Uzsrlerine eyni migdar (4-5 ml) miixtslif halledici:
birine su, digarina spirt, Gclnciys xloroform, doérdiinclys karbon dord xlorid ve saira
alave edib ayri-ayri qarisdiraraq hall olmalarina fikir verilir. Yaglar suda heg¢ hall
olmadigi halda axirincilarda daha yaxsi hall olur.

3.Emulsiyalagsma tacriibasi.

Emulsiya biri-digerine qarismayib mahlulda hall olacag maye madda
hissaciklarinin asili vaziyyatde qalaraq dispers sistemi amale gatirmasina deyilir. Basqa
sozle, emulsiya - maye halda olan dispers fazanin maye dispers muhitde asili
vaziyyetde olmasina deyilir. Buna sud misal ola biler. Emulsiyanin yaxsi ve
hissaciklarinin daha da kicik olmasina bir ¢ox tebii maddaler kdbmak edir ki, bunlara
emulgator (emulsiyalagdirici) deyilir. Masalon, zilallar, sabun mahlulu, gelavilar (soda
va sair) yaxsi emulgatorlardir.

Emulgatorlar halledici ile yag kuraciklari arasindaki sethi garginliyi azaldaraq
emulsiyanin sabitlesmasine kdmak edir.

isin gedigi

Bir ne¢a tamiz sinaq sugasinin harsesine 2-3 ml yag ve o gadar da birinci sinaq
susasina soda mahlulu, ikinciya sabun mahlulu, Ugtinctys galavi (KOH) mahlulu slave
edib axirinciya ise yag ve sudan basqa he¢ bir sey slave etmayib sinaq sugalarinin
hamisi bir ne¢a deqigays isti su hamamina qoyulur, sonra sinaq suse-larinda
emulsiyanin vaziyyetina diqgat yetirilir vo naticede hansi sinaq susasinds yaxsl
emulsiya amala galdiyi mugsahida edilir.



Qeydler: a) emulsiyalagsma tacrtbasi Ug¢un goturilan yaglarin hamisi bitki yag,
yani duru yag olduqda tacriibs isti su hamamina qoymadan da aparila biler. b) Tacriiba
aparildigi muddeatds, alovdan alisici maddalarin qorunmasi dglin o muddatde
laboratoriyada elektrik cihazlari ve qaz yanmamaldir (tecriba Ucln isti su, ya digar
otagdan gatirilmali ve ya qabagcadan hazirlanmalidir).
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Yaglarin strafli dyranilmasi, onlarin bir sira xassalerle barabar konstantlarinin da
oyranilmasini taleb edir. Yaglar bir sira arima deracasi, donma daracasi, refraksiya va
saire ile barabar mihim kimyaevi konstantlara da malikdir. Ona gore da yaglarin bir sira
kimyavi konstantlarinin da 6yrenilmasi ¢ox vacibdir.

A.Tursuluq sdadi ve ya yagdlarin tursulugu

Tursuluq adadi bir gram yagin terkibindaki serbast tursularin neytrallasmasina
lazim olan qelavinin (KOH) milligramlarla miqgdarina deyilir. Tursuluq adadi bitki
yaglarinda heyvani yaglara nisbaten daha cox olur ve bitkide heyvan organizmina
nisbatan daha ¢ox dayisandir.

Isin gedisi

Temiz quru kolbaya (ve ya stekana) 3-5 qr yag goturilir. Uzerine 30 ml
(avvelcadan neytrallasdiriimis) efir ve spirt qarisigi (barabar hacmli qarisiq) ve 1-2
damla fenolftalein tokib hall edilir. Biretkadan 0,1 N KOH-in spirtde mahlulu ile ¢ahrayi
rong alinana qadar titrlanib asagidaki tanlik tzre tursuluq adadi hesablanir.

a-56T
X =
N

burada: a - 0,1 N titrlemaya serf olan KOH, ml-Is,
N - yagin migdari, gr-la,
T - KOH-In duzaslig amsall,
5,6 - 1 ml 0,1 N KOH-da olan galavinin migdari mg-la (ve
ya KOH-In titri).
B.Sabunlasma adadi

Bir gram yagin terkibinde serbast va birlagmis halda olan butin yag tursularinin
neytrallasmasina sarf olunan galevinin (KOH) milligramlarla migdarina sabunlagsma
adadi deyilir.



isin gedigi

Temiz quru kolbaya 2 grama qgedsr yagd gotirilir. Uzsrine 25 ml 0,5 N KOH
(spirtde mahlulu), ikinci kolbaya ise yag evazina o gadar (2 ml) tamiz su alib (kontrol),
har iki kolba havasoyuducusu ile birlesdirilib gqaynar su hamaminda bir saata qadar
sabunlasma aparilir. Damci sinagindan istifade edearek sabunlagsmanin tamamlig
muayyan edilir. Sonra kolbalarin harasine 1-2 damla indikator (fenolftalein) alave edib
HCl-un 0,5 N mahlulu ile rang dayisilana qader titrlanib asagidaki tenlik Uzre
sabunlagsma adadi hesablanir:

. (a—b)-28,055.T
N

burada: a - kontrola (suya) searf olunan HCI-un migdari ml-ls,
b - 0,5 N HCI -un asas tacribays (yaga) sarf olunan migdari,
ml-la
T - HCI- un diizslis emsall,
N - yagin miqgdari, gr-la,

28,055 -1 ml 0,5 N KOH tafavit edan HCI-un mg-la migdari.

C. Efir adadi

Bir gram yagin terkibinda birlesmis halda olan yag tursularinin neytrallasmasina
sorf olunan gealavinin (KOH) milligramlarla migdarina efir adadi deyilir. Bu konstanti
amali suratda tayin etmaya ehtiyac yoxdur. Cunki efir adadi yagin sabunlasma adadin-
dan tursuluq adadinin ¢ixilma farqidir va bu yolla da hesablana bilar.

C. Yod adadi

Yod adadi, lipidlerin tarkibindeki doymamis tursularin migdarini gdésterir. Ona gore
de yuz gram yagin terkibindaki doymamis tursularin doymasina serf olacaq yodun
gramlarla migdarina yod adadi deyilir. MlUxtalif yaglarin yod adadi de ¢ox muxtalif olur.
Masalen, glinabaxan yagi 120-140, pambiq yagi - 100-110, zeytun yagi - 80-90 va s.
Bir s6zle, yod adadini 6yrenmak, onlari saciyyalandirmak ticiin daha vacibdir. Yod adadi
iki yolla tayin edilir.

a) BrJ vasitasila yod adadinin tayini (Qanus usulu), BrJ yodun bromla sirks tursusu
mahitinda birlegsmasi naticesinda alinir. Brl doymamis yag tursularinda ikigat rabita
yerlarina birlasir. Reaksiyaya daxil olmayan BrJ arti§i KJ-la asagidaki kimi reaksiyaya
girir.

Brd +KJ —>KBr +J2



Burada ayrilan yod isa tiosulfit vasitasils titrlanir.
I2 +2Na2S203 — 2Nal+ Na2S40s
Reaktiv va lavazimat:

1. Bitki yag!

2. Qanus reaktivi; 13 g kristallik J2 100 ml buzlu sirke turgusunda (1 litrlik
kolbada) hall edilir. Mahlula 8,2 q Br slave edib hacmi litre catdirilir. Mahlul rengli gabda
saxlanilir (qonur rangli). Mahlulu sorucu skafda hazirlamaq lazimdir.

3. 20 % KJ is zamani hazirlair

4. 0,1 N natrium tiosulfit

5. 1 %-li nigsasta

6. Xloroform

isin gedisi

250-300 ml-lik konusvari kolbaya 0,2-0,3 q yag analitik terazids c¢cakib 10 ml
xloroformda hall edildikden sonra tokulir. ikinci eyni dlgiili kolbaya yagsiz 10 ml
xloroform goéturalur (kontrol), har iki kolbaya 25 ml Qanus reaktivi alave edilir. Qablari
tixacla mohkam baglayib calxalayaraq ve 1-1,5 saat muddstinde garanliqgda
yerlagdiririk. Sonra haer iki kolbaya 10 ml 20 %-li KJ va 50 ml su tokub ayrilan yodu
Na2S203-le zaif sari rong alinana gadar titrlayirik. Sonra mahlula 10-12 damla nisasta
alava edib rangsizlasena gader titrlemani davam etdiririk. Nazarda tutmaq lazimdir ki, 1
ml 0,1 N Na2S203 1 ml 0,1 N Jz-a uygun galir. Yod adadi agagidaki tanlikle hesablanir.

_ (C-0)K-0,1269-100
N

U

Burada: U- yod adadi,
C - kontrola serf olunan Naz2S203 , ml-ls,
O - tacruibe variantina sarf olunan Na2S203, ml-ls,
K - 0,1 N tiosulfitin dizslis emsali,
0,1269 - yoda gorae tiosulfitin titri,
N - yagin ¢akisi q -la.

b) Yod adadinin Qyubl tsulu ils teyini daha daqgiq olsa da ¢ox zeharli HgCl2 (cive
xlorid) tetbiqi il slagadardir. Ona géra da kicik praktikum masgslelari Gc¢in bu Usul
maslahat goriimur. Yuxaridaki Qanus Usulu ise tez basa galen alverisli Gsuldur.
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(Mikrousul)

Bu Usul, turs mihitde kalium bixromatin istirakile yagin karbon gazi ve ya suya
gadar oksidlagsmasina asaslanir.

Reaktivler:

1. Oksidlagdirici garisiq: 25 ml temiz suda 5 q AgNOs hall edib onu 50 ml suda hall
olmus 5 q K2Cr207 ile qarisdirir, amale galan ¢okuntu sentrifugalanir ve tekrar yuyulur.
Alinan pasta 500 ml gati H2SO4 -da hall edilib oksidlesdirici olaraq igladilir.

2. 10 %-li KJ

3. 0,1 N Na2S203
4. 1 %-li nigsasta
isin gedisi

Terkibindaki yagin migdarini tayin etmak tgin miayysn migdar 20-40 mq sinaq
gakisi goturulur. Xirda kolbada uzarine 110-212 ml oksidlesdirici slave edib 1-1,5 saat
middatinds ekstraksiya aparilir. Sonra ekstrakt stziltir ve 5 ml efir il yuyulub ekstrakta
alava edilir, efir ise su hamaminda tamamile buxarlandirilir. ©sasen yagdan ibarat olan
gahigin Gzerine 10 ml oksidlagdirici qarisiqg (1) alave edirlor. Sonra har iki gabdaki
madda (ekstrakt) soyudulur va harasi ayriligda 50 ml -ik kolbaya kecirilir. Har iki kolbaya
harasine 30 ml 10 %-li KJ mahlulu alava edilir. 1-2 damci nisasta (indikator) alave edib
sorbastlesan yod Na2S20s ile titrlanir.

IV BOLM®Y® AID SUALLAR

Lipidlerin esas xassaleri hansilardir?

Akrolein ve Belye sinaglarini na tcun tetbiqg edirler?
Emulsiya mahlullari nadir va hansi emulqgatorlari taniyirsiniz?
Yag adadleri hansilardir ve onlarin tayini nece aparilir?
Yaglarin migdarca tayini naye asaslanir?

ISR .



Il. HISS®. IMMUNOLOGIYA
VI BOLM®
TOCRUBiI MODELL®SR
(HEYVANLARLA iSLOM® USULLARI)

Onurgahlarda immun sistemin Oyrenilmasi aksar hallarda qarsiya qoyulmus
magsadin halli Gglin uygun olan eksperimental (tecriibi) modelin se¢cimindan asilidir.
9gar musayyen antigena qarsi antizardabin boyuk miqdarda alinmasi taleb olunursa, bu
halda tecriba Ucln kifayst gadar iri heyvanlardan (dovsan, kegi, qoyun va ya at) istifada
edilir. Insan Ggiin effektiv protektiv peyvandlsrin alinmasi magsadi ile immun sistemleri
insanin immun sistemina an yaxin olan heyvanlardan istifade edirloer. Lakin, agar
infeksion agentin bdylimasi insan ve ya primatlarda mimkindirss, bu halda
peyvandlerin istehsall Ggln simpanze va ya babuinlarden istifade olunmasi taleb olunur.
immunologiya sahesinde aparilan fundamental tedqigatlarin ekseriyyati ticiin en rahat
tocrubi obyekt sicanlardir: onlar genetik ndqgteyi nezardan yaxs! xarakterize olunmusglar
va suratli inkisaf dovriyyesine malikdirler. Si¢anlarin immun sistemi diger heyvan
novlarina nisbatan daha genis dyranilmisdir ve mahz sicanlar Gzsarinds insanin muxtalif
immun vaziyystlarina uygun olan goxsayl modeller islanib hazirlanmisdir. Bu modellar
organizmin butévliyldnid pozan miuxtslif agentlera gargi immun cavabin inkisafinin ham
fundamental, ham deo tetbigi aspektlerinin dyrenilmesine imkan verir. immunologlar
asasan siganlarin temiz xatleri ile iglayirler. Bunlar yaxingohum ¢arpazlasma
naticasinda alinmis transplantasiya antigenlerine géra genetik cahatden identik olan
heyvanlardir. Sicanlarda doélin inkisafi 19-21 gin davam edir; bir sican 10-12 bala vera
biler; artiq 2-3 aydan sonra balalar yetkin yasa catirlar ve Ozlari coxalma gabiliyystina
malik olurlar. Bacilar ve qgardaslar arasinda tekrarlanan carpazlagsma zamani 20
generasiyadan sonra heyvanlarin genotipinde 98% homoziqot alelloer misahida olunur.
Bu heyvanlari singen adlandirirlan. Hal-hazirda siganlarda xassalarine géra farglanan
150-den c¢ox genetik tamiz (inbred) xatt malumdur. Siganlardan savayi sigovullarin,
daniz donuzlarinin, dovsanlarin, ev quslarinin va itlarin de temiz xatlari alinmisdir. Bela
heyvanlar adi heyvanlarda ve insanda musahida olunan asas histoloji uygunluq
genlarinin nisbatan sabitliyi seraitinde immun cavabi 6éyrenmaya imkan verir. Yalniz
inbred xatloerden istifade edarak hiiceyra va toxumalarin musayyan xatli bir heyvandan
digerine kdcurllmasini hayata kecirmak mimkindir. Singen immun sigcanlarinin
limfositlarinin musahidasi godstermisdir ki, immuniteti intakt singen sicanlara passiv
sokilde kegirmak olar.

Cadval 13
immunoloji tadgigatlarda istifada olunan

inbred sican xatlori

Xott Xottin | Subxatler Xarakterlari
N gisa
(qaplondv) igar.




1 2 3 4
A A A He Bozi subxatlarde sud
. vazisinin spontan sislerinin
(H-27) A yiksak saviyyasi
AKR AK AKR J Leykemiyanin yuksak
soviyyasi
(H-2) AKR N
BALB c C BALB cj | Stalanmaya garsl
hassasdirlar
(H-29) BALB c
AnN
CBA CBA CBAJ Retinal degenerasiyaya
y sebab olan rd  genini
(H-2) dasiyirlar
CBAH | x.xromosomu ile alaqadar
CBA N immungd_efisite sebab olan
xid genini dasiyirlar
C3H C3 C3H He | Retinal degenerasiyaya
§ soebab olan rd geni
(H-2%) C3H HeJ movcuddur; aksera subxatlor
C3H HeN s.l']d N vezi§inin _ spon?an
siglerinin  yuksak indeksina
malikdirlar
C57BL 6 B6 C57BL 6J | Cox agressivdirlar,
b sualanmanin tosirina
(H-2°) CS7BL | hossasdirlar
6By
C57BL
6N
C57BL 10 B10 C57BL | B6-dan an azi 2 lokusa gore
) 10J forglenirlor; adeaten kongen
(H-27) sicanlarin  alinmasi  Ugun
CS7BL | c57BL 6-nin partnyoru Kkimi
10ScSn istifade olunur
C57BL
10N
C57BR BR C57BRcdj | Hipofiz va garaciyarin
spontan  siglerinin  yuksak
(H-2) soviyyasi
C57L L C57L J | Tecrubi autoimmun
ensefalitin induksiyasina

hassasdirlar, hipofizin




C57L N | spontan sislari

DBA 1 D1 DBA 1J | Cox faaldirlar
(H-29) DBA 1N

DBA 2 D2 DBA 2J | Cox faaldirlar; Il ndévll
pnevmokokk  polisaxaridine

(H-29) DBA 2N | asagi seviyysli cavab

NZB NZB | NZB BINJ | Autoimmun hemolitik
anemiyanin va nefritin yiksak
seviyyasi; NZW ilo
carpazlasma naticesinde Fi-
da sistem qirmizi
qurdesenayina (SQQ) analoji
olan autoimmun  xastalik
yaranir

(H-29) NZB N

NZW NZW NZW N | NZB 1) ¢arpazlasma
naticesinde alinmis Fi-de
autoimmun SQQ musahids
olunur

P P PJ Leykemiyanin yuksak
soviyyasi

SJL S SJLJ Cox agqressivdirlar, adatan
mahv olana gader vurusurlar,
xususila de erkakler;
autoimmun xastaliklarin
yaranmasina hassasdirlar

(H-29)

SWR SWR SWRJ | Autoimmun xastaliklarin
yaranmasina hassasdirlar

Heyvanlarin vivariumda saxlaniimasi ile xisusi adabiyyatlarda daha strafli tanig
olmagq olar. Biz isa, gonc tadqiqatcilar tG¢lin zeruri olan malumatlarla kifayatlenacayik.

Tacrubalarda bir gayda olarag musayyan ¢ekiya malik (18-22 q) yetkin sicanlar istifada
olunur. Heyvanlari tinglikden aldigdan sonra gabaqcadan etiketlari hazirlayaraq onlari
gafaslara (5-10 adad) va ya coanlare (30-100 adad) yerlagdirirlar. ©gar siganlari uzun
muddsatli tacribalerds istifads edirlorse, bu halda mimkin olan xastaliklarin gargisini
almaq Ugun onlari adstan quru ci¢cak peyvandlarinin su mahlulu ile peyvend edirlar.
Mahlul stise cubuq ile tiki gabagcadan ehtiyyatla temizlenmis quyrugun esasinda
yerlagon kicik dari hissasina ¢akilir. Peyvanddan sonra heyvanlari 21 sutka arzinde
karantinde saxlayirlar. Bir ampula 50 si¢ganin peyvand olunmasina kifayet edir.

Tacriibe magsadi ile istifadsa olunan har heyvan grupuna némre verilir vo qrupun
batun ferdleri xtsusi nisanlayici alst vasitesile nisanlanir. Nisanlar qulaglarda ve ya
barmagqlarda yerlagdirilir.



Deniz donuzlarini, dovsanlari, sigcovullari, qoyunlari akser hallarda zardabin
alinmasinda qan donorlari kimi istifade edirler. Bu heyvanlari da hamginin nisanlamagq
mutlaqdir.

ETIKETLORIN NUMUNSL®ORI

intakt heyvanlar Gigiin Tacriibi heyvanlar Ggin
50 ap CBA (epkaknap) &' Tabpuba Ne 1
AnbiHbI6: 01.10.2005 fpyn 1

SICANLARA ANTIGENIN YERIDILM®SI
USULLARI

Tacribanin magsadlarinden asili olarag antigenlerin sicanlara yeridilmasinin
muxtelif Usullarindan istifade olunur: venadaxili (v/d), peritondaxili (garin boslugu
divarlarini ve tzvlarini 6rtan serroz qiga) (p/d), dalaqgdaxili (d/d), azeladaxili (a/d), derialti
(d/a), deridaxili (da/d), deritstl (d/u), peroral — agizdan (per os). Praktikumun bu
bdlmasinin. Maqgsadi antigenin muxtalif daxil etma Usullar ile tanighg ve praktiki
toecriibanin alda edilmasidir. Prosedurlarin diizgun icrasina ¢oxsayl tekrarlar vasitesila
nail olmagq olar.

Reaktiv ve lavazimat:

e Sprisler (1,0 ml, 2,0 ml va 5,0 ml-lik); sprislera inyeksiya tclun iynaler
o Steril fizioloji mahlul

e Steril carrah g6z alstleri (qaycilar, skalpeller, pinsetler, sapla iynalar)
o Efir

e Heyvanlarin narkotizasiyasi ugtn gapaql gab

iS 76
VENADAXILI YERIDILM®

Hall olan antigenleari ve hiiceyraler mahlulunu (migdari 120 min/sig-a gqadaer) 0,2-
dan 1,0 ml-a gadar hacmda sicanlara venadaxili yeridirlar. Yeridilmanin bu tsulunu
antigenin gan dovranina darhal dusmasi ve dalaga catdiriimasi, yani humoral
immunitetin terkib hissalarinin faallagdirilmasi magsadile tatbiq edirloer. Siganlarin
dalaginda anticisimcik amalagatiran hlceyralerin  maksimal migdari antigenin
yeridilmasindan 4 gun sonra musgahida olunur.



N,

Sakil 10. Sicanin quyrugunun yan venasina mahlullarin
venadaxili yeridilmasi

Yeridilma yan (sol ve ya sag) quyruq venasi ila aparilir (s8k.10). Venaya dusmani
asanlasdirmaq Ug¢ln avvala quyrugu su hamaminda 40-50°C temperatur saraitinde
qizdirirlar, sonra sigani kicik garanhg kameraya (qutu tipli) yerlagdirirlor, quyrugunu iss,
kameranin xaricinde saxlayirlar (bu stress haroekat faalliginin qargisinin alinmasina
imkan verir).

Oger muvafig kamera yoxdursa, tecrilbagi sicani alinde saxlayan assistentin
kobmayinden istifade eds biler. ©gar yeridilma alindisa, bu halda rangi tindden acgiga
dayisen vena ile mahlulun asan harskati musahids olunur, gprisin porseni ise asanligla
harekat edir. Bu zaman sicanin quyrugunun gqalinhdr dayismir venadan iynani
¢ixardigdan sonra isa, gan damlasi amals galir.

DIQQ®T! Bger iyne venaya diismayibse, mehlul sprisden ¢ixmir ve ya Gox
catinlikle sixilib ¢ixarilir, quyruq ise xeyli sigir.

iS 77
PERITONDAXILi YERIDILM®

Bu dsul ya antigenlarin yeridilmasi, ya da assitlerin alinmasi ugln tatbiq edilir.
Peritondaxili yeridiima zamani da antigen immun cavabin humoral bandini
stimullasdirarag gan doévranina dusur, lakin dalagda anticisimcik amalagatiren
hiceyralarin  maksimal migdari yeridilmanin yalniz 5-ci gund  muisahide olunur.
Sicanlara peritondaxili 0,2-den 8,0 ml-a gader maye daxil etmak olar.

7
'///

Sokil 11. Sicanlara mahlullarin peritondaxili yeridilmasi



Peritondaxili yeridilma Uc¢in kdmakgi siganin arxa ayaglarini bir az aralayaraq
garin divarini dartilmis veziyyeste getirmakle basi asagi (bas-ayaq) tutur ve sathi spirtle
dezinfeksiya edirler. Yeridilma yeri — canaqg-bud oynagi sahasidir (sak.11).

DIQQ®T! Derini ve garin azslalerini iyne ilo degerak sidik kisesine toxunmamaq
vacibdir, mehlul bilavasite garin bogluguna daxil olmalidir. Diizgiin yeridilme zamani
iyne yerinde ne derinin sismesi, ne de qan damlasi miisahide olunmur. lyneni
¢ixardiqdan sonra yarani spirtle temizlayirler.

iS 78
DORIALTI YERIDILM®

Antigenin bu Usulla gatdiriimasi sayssinde immunitetin hiiceyravi bandi feallasir,
¢unki antigen yaxinligda yerlaesan limfa diyunlarina dusur. Daxil edilen maddanin hacmi
0,5 ml-a gadar ola bilar.

Sakil 12. Sicanlara mahlullarin darialti yeridilmasi

DIQQOT! Sprisin iynasi heyvanin boyun nahiyssine «ziqzaq» seklinds (mshlulun
kenara toklulmemasi meaqsadila) yeridilir. Yeridilmadan avval ve sonra yeridilma yeri
spirtle temizlenir. Dari altinda emals galen mohkem sis 1 sutkadan sonra ¢akilir. Darialfi
yeridilme sitotoksiki reaksiyanin ve geciken hiperhassasliq reaksiyasinin induksiyasi
ucun tatbiq edilir (sek.12).

SICANLARDAN iMMUN SiSTEMi ORQANLARININ V@ HUCEYRSL®ORININ
AYRILMASI

Hal-hazirda immun sistemi organlarina hliceyralerin amale galmasi ve yetismasi
proseslari bas veran markazi limfoid organlari (sumdik iliyi, embrional qaraciyar, timus)
ve immun cavabi hayata kecgiron periferik limfoid organlari (dalaq, limfa duydnleri,
grupsakilli limfa follikullari, badamciglar, selikli gisa ile assosiasiya olunmus limfoid
hiceyralar yigimi), hamcinin dari va gan aid edilir. Lakin bu bdlgu kifayst gadar serti
xarakter dasiyir. Bels ki, ganin formali elementlarinin, o ctimladan limfositlerin manbayi
olan sumuk iliyi bir terafden T- ve B-limfositlarinin salaflerini formalasdiran markazi
limfoid organidir, diger terafdan isa, B-limfositleri Uglin yetisma ve faaliyyat makani olub
periferik limfoid organin funksiyasini yerine yetirir. Bundan basqga, hal-hazirda T-
selaflerin yetismasinda — onlarin timusdan kanarda yetkin T-limfositlarina ¢evrilmasinda
darinin rolu muazakira olunur. Yani periferik organ miayyan saraitde markazi organin
funksiyalarini yerina yetira bilar. Buna baxmayaraq, simuik iliyi humoral immuniteti



temin edan B-limfositlerin asas manbayi sayilir. Embrional dovrde qanyaradici organin
funksiyalarini garaciyer yerina yetirir (yani B-hlceyralarini hasil edir). Timus T-
limfositlerin differensiasiyasini hayata kecirir. O, markezi limfoid organidir ve hiceyre
immunitetine cavabdeh olan yetkin T-hiiceyralarin manbayidir. Limfositlarin yetismasi
zamani onlar markazi limfoid organlarindan immun cavabin inkisafi, yeni antigenin
taninmasi, bu antigena spesifik reaksiya ve ona qgarsi immunoloji yaddasin yaranmasi
prosesleri bas veren periferik limfoid orqganlarina migrasiya edirlor. Bu sababdan
periferik limfoid orqanlar yetkin T- ve B-limfositlarina malikdirlar.

Limfoid hiceyralerinin in vivo va in vitro seraitinda gqarsiligh tasiri Uzra
tedqiqatlarin aparilmasi Ugun sksar hallarda sicanlarin muxtalif limfoid organlarindan
hiceyrealarin ayrilmasi telab olunur. Onlarda T- ve B-limfositlarin faiz nisbati praktiki
olaraq insandaki kimidir.

Cadval 14
insanin limfoid organlarinda T- va B-limfositlerin miqdari, %

(A.A.Yariline gora)

Organlar va toxuma B-limfositlar | T-limfositler
mayesi

Sumak iliyi 10-12 1-4
Timus 0 96-98
Dalaq 40-50 25-35
Limfatik diyunler 35-40 55-65
Badamciqglar 40-55 25-50
Qrupsakilli limfatik 30-40 25-30
follikullar

Qan 13-18 60-70

Reaktiv va lavazimat:

e Efir va ya xloroform

e Heyvanlarin yatizdiriimasi Gg¢un gapaqli banka

e Carrahiyya masasi va iynaler

e Spirt, pambiq

e Steril g6z carrah alatleri (qaygilar, pinsetlor, skalpellar), tlglc

e 1,0-5,0 ml tutumu olan steril gprislor, iynalar

e Steril miihit 199 ve ya RPMi 1640

e Steril plastik vo ya susa gablar (5-10 ml tutumu olan sinaq susgaelari, 5-10 ml
tutumu olan pipetkalar, qiflar, Potter homogenizatoru, Petri qablari, kapilyarlar)

e Steril kapron suzgacleri



Buz

Qoryayev kamerasi

Rezin armud Nel

Qanin konservantlari (heparin, Olsver mahlulu)
Soyuduculu sentrifuga

isiq mikroskopu

Seroloji tadqigatlar Ggun maili stativ

is 79
SUMUK iLiYINDSN HUCEYRSLSRIN AYRILMASI

isin gedisi

1.
2.

Sicanlari efir va ya xloroform vasitasile hussuz veziyyata gatirirlar.

Arxa ayagini bolluca spirtle temizlayirlor. Ayagdi pinsetle saxlayaraq ayaq daragi
atrafi daride qaygI vasitasile dairavi kasik edirler. Digar pinsetla deari «corabi» buda
gadar cixarirlar.

. Diz oynaginin etrafinda yerlesan azalaleri qaygi ile kasib simulyu acirlar. Skalpel

vasitesile azalaleri buda gadar ayirirlar.

. Bud oynaginda qaygi ile ayagi badandan ayirirlar, diz oynaginda ise, budu baldir

ve pancadan kasib ayirirlar.

. Bud sumdiyunu azsle galiglarindan skalpel ile tamizleyib diz ve bud oynaglari

torafindan epifizlari kesarak Petri qablarina yerlasdirirlar.

. Sumuk iliyini spris vasitesile simukdan cakarek steril muhitde hall edib sinaq

susasina yigirlar va onu icarisinde buz olan stekana yerlagdirirlar.

Ayrilmis  sumuk iliyini Potter homogenizatorunda xirdalayirlar, huceyreler
suspenziyasini 4-gath steril kapron stzgacdan suzurler.

. Hiiceyralori Qoryayev kamerasinda sayirlar (bax is 85).

. Intakt sicanin iki baldir siimiiyiinden ayrilmis siimiik iliyinin limfoid hiiceyralarinin

(B-limfositlerin) migdari adatan 20 min tagkil edir.

DIQQOT! Yadda saxlamaq lazimdir ki, alinmis hiiceyralor suspenziyasinda az

migdarda T-limfositleri mévcuddur. B-limfositlerin daha hamcins populyasiyas: 14-15-
gunliik sican embrionlarinin qaraciysrindan alina bilsr: bir embriondan 50 min-a qader
B-hliceyroe alinir.



is 80
TIMUSDAN T-HUCEYROLORIN AYRILMASI
isin gedisi

1. Efirle hussuz veziyyste gatirildikden sonra sigani carrahiyya stolunda beli Ustiina
uzadirlar. Qarin tarsfini spirtle temizledikdan sonra badan boyunca ortadan darini
kasirlor.

2. Badanin garin terafinin azale sethini agaraq darini iynalarls fiksa edirlar.

3. DOs gafasinin orta xatti boyunca asagi qabirgalarin sol ve sag terafinden taxminan
korplcuk sumuyuna gadar qaygil ile iki kasik edirler. Kasikler arasinda olan masafa
3-4 mm-a yaxin olmaldir.

4. Kasilmis azsale qgruplarini pinsetle aralayaraq doés qafssini agirlar. Ursk (izarinds
yerlagan agimtil timusun iki uzunsov paycigi aydin gorandr. Yuxari hissade timusu
pinsetin kdmayi ile ehtiyyatla toxumadan ayirirlar. Bu zaman gan damarinin
kasilmamasi vacibdir, ¢iinki bele halda timusun ayrilmasi ¢atinlesacak.

5. Ayrilmis timusu buz Gzearinds yerlesan steril Petri gablarina yerlesdirirlor. Skalpel
va pinset vasitaesile timusu birlesdirici kapsuladan tamizlayirler, bu zaman o 2
payciga bolinacak.

6. Timusu soyudulmus steril muhitde homogenizasiya edirlar va alinmig suspenziyani
4-qath kapron stizgacden kegirirlor.

DIQQOT! Timus hiiceyralorinin suspenziyasini hazirlayarken diqgstli olmag
lazimdir ki, orada toxuma qaliqlari olmasin, ¢lnki sigcanlar timositlarin yeridilmasina
cotinlikle dozirler.

7. Timus hiceyralorinin sayilmasi Qoryayev kamerasinda aparilir. Adaten bir intakt
sicandan 80 mIn-a gader timosit almagq olar.

SiCAN V@ DOVSANLARDAN QANIN ALINMASI

Tacribanin magsadindan asili olarag heyvanlardan gani zardabin va ya
eritrositlarin ayrilmasi ugun alirlar. Heyvanlardan ganin hamisini almaqg Ugun onlari
oldurdrler. Sag heyvandan ganin az miqdarda géturtlmasi Ggln agrisizlagsdirmani tatbiq
edirler; bu dsuldan istifade edarkan iri heyvanlara Ustlnltk verilir. Eritrositlerin va
zordabin alinmasi Ugln segilmis saglam donor uzun muddast arzinde istifada edilir.
Qanin saglam heyvanlardan géturilmasi elece de immun heyvanlarla aparilan islerda
istifade olunur. Bu vaxt yuksek spesifik antizardabin alinmasindan sonra limfoid yaddas
hiceyrealarinin faaliyyati naticesinde gan zardabinda anticisimciklarin titrinin kaskin
artmasi Ugin onlari az miqdarda antigenlerle stimullasdirmaq kifayet edir. immun
heyvanlar hamginin takrar istifade olunurlar.



iS 81
SAGLAM SICANLARDAN QANIN GOTURULM®SI

Bu dsul hibridoma texnologiyasinda immun limfositlerin va miyelom
hiceyralarinin birlesmasinden avval immun sicanin spesifik anticisimciklarinin titrini
oyranmak magsadi ila tatbiq edilir (sak.13).

isin gedigi

1. Sigani efirle hussuzlagdirirlar. Darin yuxunun go0staricisi heyvanin nizamsiz
harakatlerinin dayanmasidir. Xloroformdan istifade etmak maslehat edilmir, ¢lnki
bu halda artiq doza heyvanin mahvina gatirib ¢ixara biler.

2. Qani goturmak Ggun kapilyari ona taxiimis rezin armudla birge sag ale goturdrler.
Sol al il sicani boyun nahiyasindan goturib stolun sathina bir gadar sixirlar.
Qabagcadan rezin armudu bir gadar sixaraq kapilyarin ucunu sag gozin
retroorbital sinusuna daxil edirlar.

DIQQOT! Rezin armudu ele buraxmaga baslayirlar ki, kapilyarda tezyiq
dayisdikce qan kapilyar vasitesile yuxari qalxmaga baslasin. Prosedurdan sonra
heyvan ayilir. Qani 50 mkl-dan artiq gétiirmak olmaz, aks halda heyvan mahv
ola biler.

3. Alinmis gan damlasini sinaq susasinin kanarina daxili terafden yerlosdirirlor.
Ayrilmis zardabin diba ¢okmasi tUgln sinaq susasini seroloji tedgigatlarda istifade
olunan xutsusi maili stative yerlagdirirlor. Bu zaman gan laxtasi sinaq susasinin
yuxarisinda qalir. Zerdabi avvelca 30 deqiga arzinde termostatda (37°C), sonra
is9, 12-20 saat arzinda soyuducuda (4°C) saxlayirlar.

Sokil 13. Siganin retroorbital sinusundan ganin goéturilmasi

DIQQAT! Zordabin qurumamasi (giin sinaq sisesinin adizi parafilmle
baglanmalidir.

is 82
UMUMi QANIN GOTURULM®SI

Batun prosedurlar tez apariimalidir, ¢lnki gan qisa bir middeatds laxtalana biler.



A. Zardabin alinmasi magsadila ganin gotiirilmasi
isin gedigi
1. Sigani efirle oldurub carrahiyys stolu tzarina beli Usts yerlagdirirlar; qarin tarefini
spirtla temizlayirlar, butiin badan boyunca darini orta xatt Gizra kesirler.

2. Darinin qiraglarini iynalerle fiksa edirlor. Badanin qarin terafinin azala qgati agilir.

3. Asagl gabirgalardan baslayaraq texminan korpicuk simuiyina gader orta xatt
boyunca sol ve sag terefden dos qgafasini qaygi ile iki yerdan kasirler. Kasikler
arasinda olan masafe texminan 3-4 mm olmalidir. Kasilmis hissani pinsetlo
aralayirlar ve dés boslugunu acirlar. Timus, Urak, Grekdan ¢ixan va diafragmadan
garin bogluguna daxil olan garin aortasi aydin gorundar.

4. Qaycl ila qarin aortasini kasirlar, Urayi yarirlar va bir nege dafs pinsetloe garaciyeri
basirlar. Tokulan qan butun doés boslugunu doldurur.

5. Qani rezin armud birlagmis kapilyarla tez gétirib sinaq stsesina kegirdirlor. Bir
intakt sicandan 1,0-1,2 ml-a gadar gan almaq mumkunddr.

DIQQOT! Sinaqg siisesini pambiq tixacla baglayirlar ve 30 degige miiddstine
termostata (36°C) yerlasdirirler.

6. ©Omale gelan qgan laxtasini sinaq susaesinin divarlarindan kapilyar vasitasile
ayirirlar, yeniden pambiq tixacla baglayirlar ve 12 saat miuddstine soyuducuya
(4°C) yerlosdirirler (gece arzinds).

7. Ainmis zardabi 5 degige muddatinde 5000g sureti ile sentrifugada firladirlar.
Cokuntudan ayrilmig zerdab sari roengli ve seaffaf olmalidir (onun cahrayi rengi
zardabda lizise mearuz galmis eritrositlarin movcudlugunu gostarir).

8. Bir intakt sicandan 0,5-0,6 ml zerdab almag olar.

9. Zardabi -20°C-den yuxari olmayan temperaturda saxlamaq zaruridir. Sridilma
zamani zardabin fealligi xeyli azalir, bu sebabdan onu kicik porsiyalarla (0,2-0,5
ml) saxlayirlar ve tecrubaelards taleb olunduqca istifade edarak bir defe aridirler.

B. Eritrositlerin alinmasi magsadile ganin goéturialmasi

Eritrositlarin alinmasi maqgsadila trombun amale galmasinin qarsisini almaq tgun
ganin konservantlarindan (heparin va ya Olsver mahlulu) istifade edirlor. Qanla
konservantin nisbati 5:1 olmalidir.

isin gedigi

1. «Zeardabin alinmasi maqgsadile qanin goturdlmasi» iginin  1-3 bandlerini
tokrarlayirlar.

2. Dos gafasi bogluguna kapilyar vasitasile 0,3-0,5 ml heparin slave edirlor.

3. Qarin aortasini qaygl ile kesib Urayi yarirlar. Bir nega dafe pinsentla garaciyarin
Ustiinden basirlar. Qan dos gefesi boslugunu dolduracaqdir.



4. D6s boglugunda ganla heparini kapilyarin kbmayi ile garigdirirlar.

5. Qani Uzarina rezin armud taxiimis kapilyar vasitasila sorub igarisinda heparin olan
sinaq susasine kecirirlor. Konservantla qarismis gani sinaq susalerinds
soyuducuda 4°C seraitinda saxlayirlar: bu seraitds o0 1,5 ay arzinds saxlanila bilar.

DIQQOT! Saxlanma miiddstinds gan olan sinaq siiselerinin adzi miitlaq pambiq
tixacla baglanmalidir.

Eritrositleri tacriibadse istifade etmazdan avval onlari sentrifugada 5000g suretds
5 daqgige erzinds fizioloji mahlulda bir dafe yuyurlar. Cokuntiide 10 mlrd eritrosit ola
biler. Eritrositlari fizioloji mahlulla lazimi gatiliga gadar ¢atdirmagla durulasdirirlar.

iS 83
DOVSANDAN QANIN GOTURULMaSI

intakt dovsandan alinmis zerdab tocriibelorde sitotoksiki reaksiyalar zamani
komplement gisminda istifade edilir. Bundan basga, immun antizardablarinin alinmasi
Uclin adeten dovsanlardan istifade olunur. intakt ve tacriibi dovsanlar 2 ile gqeder donor
ola bilarler. Qan onlarin qulag seyvaninin kenar venasindan goéturalar.

isin gedisi

1. Qulagin daxili sethinde ortadan kanar venanin yerlagdiyi sahanin 1x1 sm
Olcuds tukund tamizlayirlar ve agiimis darini spirtle dezinfeksiya edirlar.

2. DIQQOT! Ulgiicle venani iizden kéndslen certirlor. Kasik yerinin altina sinaq
sdsesini tuturlar ve onu quru steril pambiqla silirlor.

3. ©gaer prosedur duzgun aparilibsa vae dovsan sakitdirse, gan damla-damla sinaq
susasine tokllacek. Dovsani istide saxlamag magsadile onun Ustiine desmal
ortmak maslahatdir.

4. Qlukoza va fizioloji mehlulu daxil etmadan adetan 10-20 ml gan gdéturtrler.
Oger daha ¢cox migdarda gan talab olunursa (50 ml), bu halda gqani gétirdikdan
sonra itirilmis mayenin barpa olunmasi Ugln fizioloji mahlulun venadaxili
yeridilmasi zaruridir.

5. Zardabin alinmasi dgun yuxarida tesvir edilmis prosedurlari yerine yetirirlor
(bax «Zardabin alinmasi maqgsadile ganin goturilmasi», 6-10-cu bandler).

6. Eritrositalrin alinmasi dgun gani igarisinda heparin olan sinaq susasina yigirlar.



iS 84
HUCEYR® SUSPENZIYALARININ HAZIRLANMASI

Hiceyra suspenziyalarinin keyfiyyeti hiiceyralarin hayat qabiliyysti ve hlceyre

suspenziyasinda aqgreqgatlarin olmamasi ile muayyenlagdirilir. Buna gisman yuxarida
nazeardan kecirilon muvafig tsleblarin yerina yetiriimasi sayasinda nail olmaq olar. Bu
telablerin vacibliyini nezars alib bir daha onlara diqgat yetirak.

DIQQOT! Organ ve hiiceyralerin ayrilmasini aseptik seraitde ve soyugda

aparirlar.

Reaktiv va lavazimat:

a A WO DN

Steril g6z carrah alatleri (gaygcilar, pinsetlar, skalpellor).

Steril miihit 199 ve ya RPMI 1640.

Steril plastik ve ya slse gablar (tutumu 5-10 ml olan sinaq susalari, 2-10 ml-lik
pipetkalar, qiflar, Potter homogenizatoru, Petri gablari, kapilyarlar).

Steril kapron stizgacleri.

Buz.

Qoryayev kamerasi.

Soyuduculu sentrifuga.

isiq mikroskopu.

isin gedigi

. Orqganlarin ayrilmasini steril alatlerle aparirlar.

. Alinmis orqganlari buz tzarindaki steril Petri gablarina yerlasdirirlor.
. Orqganlar birlesdirici ve azala toxumalarindan temizlemak lazimdir.
. Ayrilmis organlari soyug muhitda (+4-7°C) homogeniza edirler.

. Alinmis hliceyra suspenziyasini bir va ya iki defe 4-qath steril kapron stizgacden

kecirtmak lazimdir.

. Hiiceyra suspenziyasi ile sinaq susalarini icaerisinda buz olan stakana yerlesdirmak

lazimdir.

. Hiiceyralori 5 dagige arzinds 1500-2000 g suratle ¢okdurtrler.

. Supernatanti atirlar, muayyan qatiligh hiceyra suspenziyasinin alinmasi Ugun

¢cOkuntuyas lazimi migdarda soyudulmus muhit (2-5 ml) slave edirler.

. DIQQOT! Kapilyarlara ¢ekilmis hiiceyre suspenziyasini diger nazik uzun agizli

kapilyardan kecirmakle ameole galmis aqreqatlari suspenziyadan kenarlasdirmaq
muUmkanddr.

10. Alinmis hiceyra suspenziyasini Qoryayev kamerasinda hesablayirlar.
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QORYAYEV KAMERASINDA HUCEYRSLORIN
SAYILMASI

Qoryayev kamerasi ganin formali elementlarinin va hiiceyroe suspenziyalarinin
hesablanmasi Ugln nazarda tutulub. Qoryayev kamerasi muayyan darinliye malik olan
va dibi daqgiglikle boyuk ve kigik kvadratlara bolinmus xUsusi agya susasidir. Kameranin
is meydancasini ahate edan novgalar mayenin artiginin yigilmasina xidmat edir.
Qoryayev kamerasi — deqiq Olglcu cihazdir ve ehtiyyatla yanasma teleb edir.
Kameranin derinliyi 0,1 mm taskil edir. Boylk kvadratin sahasi 1/25 mm?, kigiyin —
1/400 mm?-a bearabardir. Belslikls, boylk kvadratin Ustlindeki mayenin hacmi 4-10 mkl,
Kiciyin Ustindaki mayenin hacmi 0,25-10 mkl teskil edir.

DIQQOT! Limfoid hiiceyrslorin hesablanmasi (igiin hiiceyre suspenziyasinin az
miqdarini limfoid hiiceyroslarini zadslomaden 3%-li sirke tursusu ile durulasdirmaq
lazimdir. Bu zaman, hemginin suspenziyada olan eritrositler lizise ugrayirlar.

Huceyra suspenziyasinin baglangic qatiligindan asili olaraq suspenziyani 20, 50
va ya 100 dafs durulasdirirlar. Bunun Gglin suspenziyadan 10 mkl goéttrtub Gzarina 190
mkl (20 defe durulasdirilma), 490 mkl (50 dafa) va ya 990 mkl (100 dafa) 3%-li sirka
tursusu alave edirlar. Sonra hesabat aparirlar.

Reaktiv ve lavazimat:

e Isig mikroskopu

e Tutumu 1 ml, 200 mkl, 10 mkl olan avtomatik pipetkalar
e Qoryayev kamerasi

e Tadgiq olunan hiiceyraler suspenziyasi

o 3%-li sirke tursusu

isin gedisi
1. Teamiz esya susesini (kamerani) Ortict slge ila oOrtlrler ve onu ehtiyatla gqiraglardan
sixirlar.

DIQQOAT! Ortiicii siisenin ortasindan basmaq qeti qadagandir, ¢iinki bu onun
korlanmasina sabab ola biler.

Ortlicti sisenin qiraglar Uzre interferensiya halgalarinin emele gelmasi kameranin
duzgun yigilmasinin gostaricisi ola biler.

2. Kamerani tadgiq olunan suspenziya ila doldururlar. Bunun tg¢in damlani yan kenara
yaxinlagdirmaq kifayet edir. Kapilyar quvvalarinin tesiri altinda maye 6z-0ziina
kameraya dolacaq.



3. Huceyralari va goebaka xatlorini aydin gérmak Ugun isiglanmani va boéyudulmani
secmakla mikroskopu is¢i vaziyyata gaetirirler. Kameranin doldurulmasindan bir gadar
vaxt kecdikdan sonra hiiceyraler ¢okdr.

4. Huceyralori bir nega kvadratda sayirlar. Bu zaman kvadratin yuxari ve sol tarsflarinda
yerlagan hliceyraler nazare alinir, lakin asagi ve sag§ tereflarde yerlagan hiiceyralar
nazera alinmir. Adsatan hiceyraleri iyirmi bes boyuk kvadratda, yani bir saquli
sutunda yerloesan batin kvadratlarda (15 kvadrat) ve qonsu sutunun strixlenmeamis
kvadratlarinda (10 kvadrat) hesablanir. Suspenziyanin 100 dafs durulasdiriimasi
zamani alinmis regem millionlarla ifada edilen gatihgina uygun galir (min/ml).

Naticalarin statistik igslonilmasi

Huceyralarin gatiliginin tayini dgln lazim olan kvadratlarin migdari suspenziyanin
muxtalifcinsli olmasi ile ve telab olunan daqiqglik ile musayyenlagdirilir. Hesabatin 25
kvadratda apariimasi mutlaq deyil, kvadratlarin sayini azaltmagq olar. Usulun dagigliyinin
tayini Ugun orta kvadratik kanarlanmani ve orta giymatin standart sshvini hesablayirlar.
Huceyraloerin qatiliginin hesablanmasi zamani standart sehv 0,2-den (20%-dan) artiq
olmamalidir. ©ger, o, ehtimal edile bilen giymatlerdan artigdirsa, bu halda hesaba
alinan kvadratlarin sayinin artiriimasi ve suspenziyanin hamcinsliliyinin artiriimasi dgin
muayyan tadbirlerin gorulmasi zaruridir. Ehtiyac duyuldugda hiiceyra suspenziyasini
durulasdirirlar ve ya (nadir hallarda) sentrifuga vasitesile qatilasdirirlar.

Naticalarin statistik islanilmasi zamani asagidaki dusturlardan istifade etmak olar:

- orta arifmetik X =

burada
Xi — ayri-ayri variantlar;

n — variantlarin say!.

- orta kvadratik kanarlanma

ve ya

burada
Xi — ayri variantlar,;
2 Xi — variantlarin cami;

n — variantlarin say.



o /Z(Xi-Y)2 ;
n-1

- orta arifmetik giymsatin standart sahvi

Ox
\/ﬁ .

Naticalari caedval va grafik seklinds tartib edirlar.

Sx=
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ANTIiZORDABLARIN ALINMASI

Muxtalif mansali antigenlera qgarsi heyvanlarin yuksak spesifikli immun
antizerdablarinin alinmasi 2-3 ay muddaetinda bag vera bilan kifayat gedar uzunmuddatli
bir prosesdir. Bunun mugabilinda tedqig olunan antigena qarsl uzun muddat arzinda
anticisimciklar sintez eden heyvanlar alinir. Antigenin az (testlagdirici) dozasinin daxil
edilmasindan 6-7 glin sonra onlarin ganinda anticisimciklarin titri kaskin derecada artir.

Yuksak spesifikli (yiksak affinli) antizardablarin
alinmasinin asas gortloari

e Antizardabin alinmasi Ugun heyvan va antigenin dizgin secimi taleb olunur. Onlar
bir-birinden genetik cehatden na gader uzaq olsalar, bir o gadar immunizasiya Ugun
az vaxt telab olunacaq ve yukseak spesifikli antizerdabin alinmasi asanlasdirilacaq.
Genetik gohumlugun mdvcudlugu zamani antizerdabin alinmasi ¢atinlesir ve bu
proses daha uzunmuddatli olur.

e Otrafli diisiinlilmis immunizasiya sxemleri tortib olunmalidir. immunitetin humoral
va ya hiceyravi bandinin stimulyasiyasi lglin antigenin daxil edilmasinin daha
alverigli Usullarini; onlarin yeridilmalari arasinda olan vaxt intervallari; heyvanda
anticisimciklarin an yiksek sintezina seabab olan antigenin optimal dozalarini
miayyan etmak lazimdir. Antigenin optimal dozasi her tecribade ham heyvanin
immun sistemi, ham da antigen Ucgun segilir. Bir antigenin eyni dozasi sigcanlarin
mixtelif xetlarinde haploid xromosom dastinden asili olaraq anticisimciklerin
muxtelif seviyyade amala galmasine sebab ola biler. Malumdur ki, korpuskulyar
antigenler daha immunogendirlar, ona gore de fundamental tadgigatlarda
eritrositlora ustunlik verilir. Hall olan antigenler de yuksak immunogen ola bilar
(mas., 6kluz zardab albumini), lakin onlar tezlikle organizmdan kanarlasdirilirlar ve
effektiv immun cavabin inkisafi Gg¢ln onlarin orqanizmda zeruri galma vaxtini
uzatmaq maqgsadile adyuvantlardan (neytral mineral yaglar) istifade edilir. ©gar
antigenin molekul ¢akisi 100 kDa-dan c¢oxdursa, bu halda o yaxgi immunogen
sayilir. Antigenin molekul ¢akisi 5-10 kDa-dan az oldugu halda istifade edilan
antigena qars! immun cavabin yaradilmasi maqsadile antigeni inert dasiyicilara
(mes., lateks) birlagdirerak onun molekul ¢akisini artirirlar. Bele antigenlara
haptenlar deyilir. ©ksar hallarda optimal dozadan bir gader ferglanan antigenin
makro- ve mikrodozalari tolerantligin yaranmasina, yani daxil edilmis antigena qarsi
cavabin yaranmasina gatirib gixarir.



immun cavabin yaranmasi (iglin antigenin daxil edilma tisulu boyiik shemiyyat kesb
edir, cunki bu halda antigen immunitetin muxtalif bandlarini feallasdirir. Venadaxili,
peritondaxili, dalaqdaxili yeridilma ilk névbade humoral cavabi — spesifik B-
limfositlar klonunun formalagsmasini stimullagdirir. Bundan olave yaddas B-
hiiceyralari amala galir. Darialti ve daridaxili yeridilma ilk ndvbads hlceyravi
immunitetin yaranmasina gatirib gixarir. Daxil edilmig antigen yaxinligda yerlasen
limfa dayunlerina catdirilir ki, burada yetkin T-hlceyralari T-effektor hiiceyrealare
cevrilir. T-yaddas huceyralari amale galir. Yaddas hliceyralari antigenin tekrar daxil
edilmasi zamani daha tez ve effektiv immun cavabin yaranmasina kdmak edirlar.
Immunizasiya sxemini tertib edsrken bitiin sadalanan cshatleri nazsre almagq
lazimdir.

e Antizerdabin alinmasi Gg¢ln gani sonuncu immunizasiyadan 6-7 gun kecdikdan
sonra gotururlar, zardabi inaktivliegdirirlar, yani komplement sisteminin zulallarini
parcalayirlar. Bunun Ugln zardabi 30 deaqiga arzinde 56°C temperatur seraitinde
qizdirirlar. Sonra alinmis antizardabin yalniz secgilmis antigena qarsi spesifik olmasi
magsadile onu donorun transplantasiya antigenlerinin tam yigimina malik olan
hiiceyroalarle tam absorbsiyaya mearuz qoyurlar. Adastan bunun Uglun eritrositlerdan,
gan zerdabindan, qaraciyar huceyralarinden istifade edirlor. Antizardabin
spesifikliyine ve absorbsiyanin tamhgina nazarat hemaqglitinasiya reaksiyasi va
sitotoksiki reaksiya ile hayata kegirilir.

¢ Antizardabi porsiyalarla steril ampulalara (0,2-1,0 ml) doldururlar, bir il ve daha artiq
middat arzinda -20°C... - 70°C-da maye azotda va ya soyuducuda saxlayirlar.
DIQQOT! Zardabi sritmak getiyysn olmaz, ¢iinki bu halda o 6z fealligin itirir.

iIMMUN V® TOLERANT SiGANLARIN ALINMASI

Yuxarida geyd olundugu kimi, immun va ya tolerant heyvanlarin alinmasi Ggin
muvafiq immunizasiya sxeminin secilmasi xtisusi shamiyyat kasb edir.

Reaktiv va lavazimat:

Tutumu 1,0 ml, 2,0 ml ve 5,0 ml olan sprisler, iynaler
Steril fizioloji mahlul

Qoyun eritrositleri (QE)

Siklofosfamid

Soyuduculu sentrifuga
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ILKIN IMMUN CAVABIN ALINMASI

ilkin immun cavabin dyrenilmaesi (i¢lin sicanlari bir defe antigenin optimal dozasi
ilo immuniza edirlar. Antigenin optimal dozasini miayyan etmak Uc¢in adeten bir-
birilerindan qatiliglarina gore 10 defe ferglenan uU¢ dozani yoxlayirlar. Mas., QE ila
aparilan taecribada 4 heyvan grupundan istifads edirler: birinci grupa 10 min/sican, ikinci
grupa 100 min/sican, Ug¢iinct gqrupa 1 mird/sican antigen daxil edirler, dordincu qrup
niamunadir. Har qrupa U¢ sigan daxil edilir.



isin gedigi
1. QE gosterilen migdarlarda fizioloji mahlulun 0,2 ml hacminda daxil edilir.

2. V/d yeridilmadon 5 gin va ya p/d yeridiimadan 6-7 gin sonra heyvanlarin
dalaginda IgM sinfinin anticisimciklerini sintez eden plazmatik hiiceyrslerin an
bdylk migdari musahide olunur. Onlari komplementle inkubasiya etmakle QE-nin
agarda lokal hemolizi tGsulu ile geydea almag olar.

3. Uc¢ grupun naticslerini miiqayisae edirler va optimal dozani miisyyan edirler. QE
Ucun optimal doza 100 min/sicana barabardir.
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iKINCILi IMMUN CAVABIN ALINMASI

ikincili immun cavabin dyrenilmasi tiglin siganlari en azi iki defe immunize edirlar.
Birinci inyeksiya (sensibilizasiyaedici doza) kicik ola biler, immun sistemin
feallasdirilacaq bandindan asili olaraq yeridilma ya venadaxili, ya da darialti aparilir.
ikinci inyeksiya (testlosdirici doza) 4-7 giinden sonra ve hemcinin tecriibanin
magsadindan asili olaraq ya peritondaxili (humoral immunitetin dyrenilmasi tclin), ya da
deridaxili yeridilma (hiceyravi immunitetin dyranilmasi Ucln) tetbiq edilir. Naticalarin
geydi 4-cu gun aparilir. Qeyd etmak lazimdir ki, antigenin tekrar yeridilmasi zamani
immun cavab yaddas T- ve B-hiiceyralarinin sayssindse daha effektiv olur.

isin gedigi
1. 0,2 ml fizioloji mahlulda v/d 1min QE daxil edirlar.
2. 4 gunden sonra 100 min QE p/d yeridirlar.

3. 4 giinden sonra immun sicanlarin dalaginda esasen igG sintez eden hiiceyrslorin
maksimum miqdari misahida edilir. Naticalerin geydini komplementle inkubasiya
etmakla QE-nin agarda lokal hemolizi tGsulu vasitasile aparirlar.
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TOLERANT SICANLARIN ALINMASI

Antigena qarsi tolerant olan siganlarin alinmasi uglin muxtalif sxemlar
movcuddur. Lakin onlarin hamisi imumi gaydaya tabe olurlar. ©vvala, immunogena
(effektivimmun cavaba sabab olan antigena) garsi spesifik immunoloji tolerantliq almaq
cox catindir. Antigenin tez-tez toekrarlanan Kigik dozall inyeksiyalari ile asagizonal
tolerantliq, onun boyuk dozali inyeksiyalari il isa, ylksakzonali tolerantliq alde etmak
olar. immunogen antigenlers qarsi tolerantigin alinmasi (iglin immunodepressiv
agentlarden de istifade edirlor. Asagida immunoloji tolerantligin alinmasi sxemlarindan
birini taqdim edirik.

isin gedigi

1. QE-ni 6,2 mird/sigan dozasinda p/d yeridirlor. Bu zaman butlin ehtiyat limfoid
hiiceyralarinin gicli faallagmasi basg verir ve onlar proliferasiya edirlor.



2.

48 saatdan sonra 200 mg/kq dozada SF (proliferasiya olunan hiiceyralare tasir
edan alkillesdirici immunodepressant) yeridirlor. QE-na spesifik reaksiya veran
limfosit klonlari faal proliferasiyaya basladiglari Ggun eliminasiyaya maruz galirlar.

. 1 hefts kecdikdan sonra tacrubi ve kontrol (intakt ve ya yalniz SF alan) si¢canlara

QE-nin testlagdirici dozasini (100 min/sigan) v/d yeridirler.

4. 4 gundan sonra dalagin plazmatik hiceyralerini komplementls inkubasiya etmakla

=

QE-nin agarda lokal hemolizi reaksiyasinda hesablayirlar. Tacribi sicanlarda
plazmatik hticeyralar agkar edilmir, kontrol heyvanlar QE-nin testlesdirici dozasina
normal immun reaksiya ile cavab verirlor.

Bu tolerantliq vaziyyati taxminan 1 ay davam edir, sonra QE-na qarsi immun
reakitivlik berpa olunur.

VI BOLM8Y® AID SUALLAR

Singen heyvanlar ne demakdir?

immunitetin  humoral ve hiiceyrovi bendlerini stimullasdirmaq meagsadile
antigenlari heyvan organizmina hansi yollarla yeritmak olar?

Immun sistemin markazi ve periferik orqanlarina hansilari aid olunur?

Tacribi heyvanlarda ilkin va ikincili immun cavabi hansi tedgigatlar vasitesile
dyranmak olar?



VI BOLM®
IMMUNOFERMENT ANALIiZi

Immunoferment analiz (IFA) Gsullarinin esas xisusiyysti analiz zamani nigsan
gisminds fermentlarin — funksional faal bioloji molekullarin istifade olunmasidir. Usulun
prinsipi ondan ibarstdir ki, IFA {g¢ln immunoreagentlerin - antigen (AG) ve ya
anticisimciklarin (AC) ferment molekullari ile komplekslarindan istifade edilir. Ferment
molekulunun immunoreagentla (AG ve ya AC) kompleksi konyuqat adlanir. Konyuqatin
har iki komponenti: immunoreagent ve ferment — 6z funksional faalliglarini itirmirlar, yoni
mivafiq olarag, immun komplekslarini amale gatirs ve substrati pargalaya bilirler. IFA-
nin xarakterik xtsusiyyatlari bunlardir:

1) AG-AC reaksiyalarina xas olan yuksak spesifiklik;

2) serbast ferment molekullari kimi, konyugasiya olunmus ferment molekullarinin
asanligla askar olunan mahsullar emale getirerak substrati pargalamaq qabiliyyati
hesabina slds edilan yiiksak hassaslig. IFA zamani analizin naticaleri reaksiyanin rangli
mahsullarinin optik sixligina asasen tayin edilir. Optik sixhgin dlgilmasi Ug¢ln xususi
spektrofotometrlarden ve ya iFA-riderlerden istifads olunur.

1970-ci illerin evvellerinden hal-haziradek IFA-nin apariimasinin  miixtalif
variantlari islenib hazirlanmisdir. Hazirda homogen ve heterogen iIFA névleri ayird edilir.

Homogen IFA-ni, hamcinin komponentleri ayirmadan aparilan IFA adlandirirlar
(EMIT — ing. Enzyme multiplied immunoassay technique). IFA-nin homogen variantinin
asas mahiyysti ondan ibaratdir ki, bu zaman immunoreagentlarin garsiligl tasiri
naticasinda fermentin fealli§i tormozlana ve ya induksiya oluna bilar. Har bir fermentin
katalitik fealligi onun ¢oxsayl g/kovalent ve disulfid rabitelarin kdmayi ile formalasan
foeza qurulusundan asihdir. Lakin g/kovalent kimyavi rabitelar mdéhkem deyillor ve
muxtalif amillarin tasiri naticesinde asanligla parcalanir ve ya xeyli zaiflayirlor. Onlardan
biri ferment molekulunun feza qurulusunun ve natica etibarile onun katalitik faalliginin
dayismasine sabab olan slave g/kovalent qarsiligh tesirlerdir. ©ger AC ile birlosmis
fermentla nisanlanmig AG-larin faalligi sarbast nisanlanmig AG-larin fealligindan nazera
carpacaq daracads farglenirss, bu halda tadgiq olunan nimunanin fermentativ faalligini
serbast vo AC ilo birlosmis nisanlanmis AG-leri ayirmadan 6lgmak olar. Homogen IFA-
nin apariimasinin prinsipal sxemi 14-cu sakilde gdstarilib.

Homogen iFA-da fermentlorden basga nisan gisminde indikator fermentin
foalligini dayisdire bilen modulyatorlar da (ingibitorlar va ya induktorlar) istifade edils
biler. Homogen IFA asasen bioloji mayelsrda (gan, limfa, sidik, tiipiircek) kicikmolekullu
AG-larin (toksinlerin, steroid hormonlarin, haptenlarin ve darman preparatlarinin) qisa
bir middatds teyini Uglin istifada olunur.

Heterogen va ya berkfazali iIFA, vo ya basqa sézle dessk fermentdan asili
immunosorbent analizi (ELISA — ing. Enzyme-linked immunosorbent assay) zamani isa,
immunoreagentlar (AG ve ya AC) berk faza Uzarinds fiksa olunurlar. Bu analiz zamani
reaksiyanin birlesmamis komponentlari analizin har marhalasinden sonra miutlaq



yuyulmagla kenarlasdirilirlar. Heterogen iIFA-ni, hamcinin komponentlerin ayriimasi ile
hayata kecirilon analiz adlandirirlar. Prosesin sadasliyi ve ultrahassasli§i sayasinda
berkfazali IFA tibbi-bioloji tedgigatlarda ¢ox genis tetbiq edilir. Berkfazali
immunoferment sistemleri xUsusile virus ve infeksiya xastaliklerinin  kitlavi
diagnostikasinda, immun komplekslarin askarlanmasinda, anticisimciklarin izotiplarinin
muayyanlesdiriimasinda va s. slverislidir.

IFA-nin aparilmasi Gglin bark faza gisminda polistirol, polivinilxlorid, polipropilen,
dekstran, poliakrilamid, aqaroza gellari, selliloza, nitroselliloza, neylon ve s.
materiallardan istifade olunur. Bark faza sinaq sisesi, mikrotitrlema ucgln plansetler,
kuracikler, nazik tebaqgalar va s. saklinds ola biler. Lakin, hal-hazirda asasan yasti diba
malik olan titrlema Ugln 96 oyuqglu plastik plansetlerden istifade olunur. Bu clr
plansetler hoam alinmis naticelerin Multiscan tipli iFA-riderlorinde giymatlendirilmasi,
ham da Umumiyyatle istifada U¢ln ¢cox alveriglidir.
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Sok.14. Homogen IFA-nin prinsipi. 8ger tedgiq olunan niimunade AG yoxdursa
(A), bu halda fermentla nisanlanmis AG (AGF) muvafiq AC-larle birleagsacak ve
AC-AGF kompleksin terkibine daxil olan ferment 6z katalitik faalligini itiracok.
Oger nimunads tadqig olunan AG mdvcuddursa (B), bu halda AG ve AGF
arasinda AC ile birlesmak ugrunda regabat gedacak. Bu zaman AGF-in bir gismi
mahlulda birlesmamis veziyystde galacaq ve substratin pargalanmasini kataliz

edacek. Bu halda AGF-in fermentativ faalligi tedqig olunan nimunada serbast
AG-nin migdarina duz muatanasibdir.

Sokiller tigiin gorti isaralor:
- tedqiq olunan nimunads AG;
- fermentla nisanlanmig ferment (AGF);
- musayyan AG-a uygun olan AC;

- ferment 6z faalligini itirdiyi AC-AGF immun
kompleksi;

- bark faza tizarinda AC;

@
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- bark faza tizerinda AG;

- sarbast AC;



- bir epitopa malik olan sarbast AG;
- iki epitopa malik olan sarbast AG;
- fermentla nisanlanmisg AC (konyugatlar);

- konyuqatda istifade olunan fermentin substrati.

Muxtoalif  tabistli  (zllallar, nuklein tursulari, peptidler, polisaxaridler,
lipopolisaxaridler) AG-laerin ve AC-lerin aksariyyati plastikin sathinde 06z-6zlina
adsorbsiya edirlar. Adsorbsiyanin daracasi molekulun fiziki-kimyavi xassalarindan,
gatihgindan, birlesma sahasinin daxil edilmis nimunanin hacmina olan nisbatindan,
inkubasiya muddatindan ve temperaturdan asilidir. Zilallar pH-in yuksak giymatlarinda
yaxsl adsorbsiya edirler. Bu sababdan adatan AG va AC-nin hopturulmasi tgin 0,05M
karbonat-bikarbonat buferinden (pH 6,0) istifada edirlar. Sensibilizasiya t¢in temiz zulal
immunoreagentlerinin  optimal qgatihdr  1-10 mkg/ml teskil edir. Bunun Ugln
immunoreagent mahlulunun 50-100 mkl-ni oyuga daxil edirlor. Mahlulu 12-14 saat
arzinde 4°C-ds soyuducuda inkubasiya edirlar. Plastikin tGzarinds adsorbsiya olunmus
AG ve ya AC-ler adatan tarkibinde detergent olan buferle yuyulmurlar, bark faza ila
birlesmamis molekullar ise, yuyulma zamani oyuqglardan asanligla ayrilirlar.

Heterogen IFA-ni korpuskulyar AG-lerle (bakteriya ve eukariot hiiceyraleri,
viruslar, xromosomlar ve s.) aparilan iglorde do istifade etmoak olar. Bakteriya
hiceyroalari plastik sethae qurudulma il barkidilir. Bele rabitanin mdhkamlandirilmasi
Ucun birlesmis hiceyralari 0,1-0,25%-li glutar aldehidi mahlulu ile fiksasiya etmak olar.
Bu cur fiksasiya zamani epitoplarin kicik hissesi denaturasiyaya ugraya bilar.

IFA-da istifade edilon on genis yayllmis marker-fermentlor qitigotunun
peroksidazasi ve galevi fosfatazalaridir. Bu fermentler tGc¢in hall olan substratlar iss,
mivafig olaraq ortofenilendiamindihidroxlorid (OFD) ve qelavi N-p-nitrofenilfosfatdir
(PNFF).

AG va AC-lerin askarlanmasi va vesfi tayini Ug¢un onlarin berk fazada
adsorbsiyasi Usulu ilo aparilan heterogen IFA-nin asagidaki iki variantindan istifade
olunur. Ardicil vo ya q/raqabatli ve ragabatli analiz Usullari. Praktikada ardicil
heterogen IFA-nin miixtslif variantlari daha genis istifads olunur.

8n sads variantlardan biri ikigat immun komplekslarin amale goldiyi birbasa iFA
Usuludur. Birbasa IFA-nin apariimasi zamani plansetin oyuglarini AG ve AG ile
sensibilize edirler. Bark fazada bos galmis yerlari bloklagdirirlar, sonra ise fermentls
nisanlanmis AC va ya AG-lari oyuglara alave edirler. Bu zaman terkibinds ferment olan
immunoreagentls sarbast immunoreagentlar bir-birile komplementar olduqda bark faza
ilo birlesir. 15-ci sakilde IFA-nin birbasa variantinin sxemi gosterilib. IFA-nin bu variant
bark fazada (A) adsorbsiya olunmus nimunada AG-nin askarlanmasi Ugln, hamginin
fermentla nisanlanmig AC-larin (B), mas. antiglobulinlerin keyfiyyatine nazarat Ugun
istifada olunur. Axirinci halda oyuglarin tUzarina standart spesifik AG-i adsorbsiya edirlar
va sensibilizasiyadan, bloklasmadan va yuyulmadan sonra analiz olunan konyugati
oyuglarda titrlayirlar. Birlesmamis komponentlarin inkubasiyasi ve yuyulmasindan sonra
oyuglara substrat mahlulunu slave edirler. Fermentativ reaksiya basa c¢atdiqdan sonra
alinmig naticalari konyugatin ilkin nimunasi ile migayise edirlar.



Borkfazall iIFA-nin dolayi tsulu 70-ci illerin avvslinde iglenib hazirlanmisdir. iFA-
nin bu variantt aksndvll konyugatlarin istifadasi ile aparilir. Bu Usulla aksnovli
immunoferment konyuqatlarin mahdud yigimina malik olmagla muxtalif xastaliklarin
serodiagnostikasini asanlagir. Bundan basqga, sigcanin immunoglobulinlerine garsi
spesifik olan konyuqgatdan istifade edsrek spesifik monoklonal AC-larin
muayyanloesdirimasi maqgsadile hibridomalarin kultural mayesinin gundaslik analizi
zamani da IFA-nin bu variantindan istifade edirlor. Barkfazali IFA-nin dolay! variantinin
apariimasinin sxemi 16-ci1 sokilda gosterilib.

AG ve immun komplekslorin niimunaslerdes tayin edilmasi liglin IFA-nin «sendvig»
varianti genis istifade olunur (sak. 17).
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Sakil 15. AG (A) va AC-lerin (B) beark fazaya adsorbsiyasi ile aparilan birbasa
berkfazali IFA-nin prinsipal sxemi. iIFA-nin ardicil merhaleleri (yuxaridan asag):
AG (A) ve ya AC-nin (B) bark faza Uzerina adsorbsiyasi; spesifik konyugatin slave
edilmasi; har bir analizin son mearhalasi substratin alave olunmasidir. Analizin hear
bir merhalasinden sonra aparilan yuyulma proseduru ve berk fazanin
bloklasdirilmasi marhalasi sakilde gdstariimayib.

Yadda saxlamaq lazimdir ki, barkfazali IFA-ni apararken har marhale yuyulma
proseduru ile basa c¢atir.

IFA-nin «sendvig» varianti asagidaki sxem Uzre aparilir. Yiksak affinli ve ya
monoklonal AC-lar bark fazaya adsorbsiya olunurlar, plastikin bos galmis sathini isa
bloklasdirirlar. Sonra tadqgiq olunan materiali, misbat ve manfi kontrollari oyuqlara daxil
edirler. inkubasiya ve yuyulmadan sonra oyuglara konyugat (hemin AG-o qarsi
fermentla nisanlanmis AC) daxil edirler. Sonra substrati slave edarak rengli reaksiyanin
gedisini musahide edirlor. is zamani tsleb olunan AG AC molekullari arasinda
«sixilmig» vaziyyatds olur. [FA-nin bu variantinin «sendvig» adi da ele buradan
go6turilimusdir. «Sendvig» variantda tedqig olunan AG an azi iki oxsar epitopa malik
olmaldir.



«Sendvigy» variantin diger névi AC ve immun komplekslarin agkarlanmasi
magsadi ile aparilan analizdir. Bu halda nisan-fermentini AG ile garsiligh tasirde olan
AC-a yox, immun komplekslerin terkibine daxil olan AC-larle alagaya giren antiglobulin

Sokil 16. Vasitali berkfazali IFA-nin
sxemi. 1. AG berk fazada adsorbsiya
edirler. Plastikle birlesmamis AG-ni
yuyulma ile kenarlasdirirlar. Bark
fazanin bos galmis sahasini har hansi
bir zulalla, mes. 1%-li OZzZA ils

bloklasdirirlar. Planseti yenidan
yuyurlar. 2. Plangetin oyuglarina tadqiq
olunan ndmunani daxil edirlor.

inkubasiyadan sonra birlesmemis AC-
lari kenarlagsdirmaq magsadile sistemi
yeniden yuyurlar. 3. iIFA-nin sonraki
marhalasinde konyugati daxil edirler.
Inkubasiya ve yuyulmadan sonra
plansetin oyuglarina xromogen substrat
daxil edirlar. Konyuqatin tarkibina daxil
olan ferment substratt parcalayir.
Mahlulun ranginin dayismasi ila tadqgiq
olunan nimunada AC-larin movcudlugu
ve miqdari baresinde mealumat olda
etmak olar.

reagentina birlagdirirlar.

Burada hamginin iIFA-nin antigenin tormozlanmasina ssaslanan variantini da geyd
etmak lazimdir (sek. 18). Bu utsul mahlulda AC-larin askarlanmasi va miqgdari tayini

Ucun istifada olunur.
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Sekil  17.  Antigenin _
agkar edilmesi (gin Sekil  18. IFA-min antigenle
IFA-nIN «sendvic»  ingibirlesdiriimasi Usulunun



varianti: 1. bark sxemi: 1. spesifik AG ile bark
fazanin homoloji fazanin  sensibilizasiyasi; 2.
anticisimciklarla tadgiq olunan ndmuna ila
sensibilizasiyasi, 2. inkubasiya edilmis  optimal
antigenin daxil qgatiigh konyugatin alava
edilmasi; 3. spesifik olunmasi. Sarbast AG-lerin
konyuqatin alave nisanlanmis AC-larle birlosmasi

edilmasi; 4. substratin
alave edilmasi.

bu AC-lerin berk fazada AG ile
birlegmasina manegilik toradir.

Bu, analizin son merhalasinda
fermentativ reaksiyanin
zoiflemasine ssbab olur. 3.
substratin alave edilmasi.

Standart AG-i plangetin oyuglarinda adsorbsiya edirlar ve konyuqatin optimal
gatihgint musyyenlasdirirlar. Optimal gatiligh konyugata AG mahlulunun hatta minimal
migdarinin alave edilmasi nisanlanmis AC-larin bark faza Uzerinde adsorbsiya olunmus
AG ile qarsiligh tasirini ingibira edir. Bu zaman ingibirlesma daracesi mahlulda olan AG-
nin miqdarina diz muatanasib olur ki, bu da mahlulda AG-nin miqdarini teyin etmaya
imkan verir. Belslikla, agar optimal qatiligh konyugati AG-nin ardicil gatiligli nUmunalari
ilo inkubasiya etsak, sonra ise bu qarigigl adsorbsiya edilmis AG olan oyuga daxil etsak,
bu zaman serbast AG nisanlanmis AC-larle birlesarak bu AC-larin bark faza tzarindaki
AG-larle birlesmasinin qarsisini alar. Demali, konyuqgatin tarkibina daxil olan fermentin
nisbetan az miqdari bark faza ile birlegacek, bu da analizin son marhalasinda
fermentativ reaksiyanin zaiflomasina sabab olacag.

IFA-nin sak. 19 ve 20-de tesvir olunmus variantlari birlesme yeri ugrunda regabet
prinsipine osaslanirlar. Yuxarida qgeyd olundugu kimi, burada da ovvala
immunoreagentlarin optimal gatiliglarini teyin etmak lazimdir. Sonra ise tacribi material
tedqig edilir. Tedgiq olunan nimunalarin fermentle nisanlanmis AC ile qarisdirmaq ve
inkubasiya etmakle reaksiyani aparirlar. NUumunada bark fazada adsorbsiya olunmus
AG-larle homoloji olan AC-larin mdvcudlugu seraitinde bu AC-lar AG ile birlesma
ugrunda konyuqatla reqabat aparacaglar. Nimunada sarbast AC-larin qatiligi ne gadar
yiksak olsa, konyuqatin terkibine daxil olan ferment molekullarinin bir o gader az
miqgdar1 berk faza ile birlesacek ve fermentativ fealliq mitanasib olaraq azalacaqdir.
Sok. 20-ds taqdim olunmus variantda oyuqglari homoloji AG-lar birlasdiriimis AC-larla
sensibilize edirlar.
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Sakil 19. Adsorbsiya edilmis Sokil 20. Adsorbsiya edilmis

AG-larle aparilan reqabatli AC-lorle aparilan ragabatli

IFA-nin sxemi. IFA-nIn sxemi.

A. Tadqgiq olunan nimunada homoloji AC-lerin mévcudlugu zamani,

B. tedqig olunan nimunada homoloji AC-lerin olmamasi garaitinda;

1. AG ve ya AC ile berk fazanin sensibilizasiyasi; 2. tadqig olunan nimunanin va ya
spesifik AC-nin oyuglara daxil edilmasi; 3. konyugatin ve ya nimuna va konyugatin
daxil edilmaesi; 4. substratin alave olunmasi.

is 90
IFA-NIN APARILMA SXEM
isin gedisi

1. IFA-nin biitiin variantlari Gglin birinci merhalede berk fazanin (titleme plansetinin
oyuglarinin) AG ve ya AC ile sensibilizasiyasi aparilmalidir. Har tecriiba zamani
misbat ve manfi kontrollar nezarda tutulmalidir. Misbat kontrolu AG va ya AC-lerin
standart nimunsaleri ile sensibilize olunan oyuglarda, manfi kontrolu ise terkibinde
spesifik immunoreagent olmayan mahlullarla sensibiliza olunan oyuglarda apaririar.
Bundan basqa bir qayda olaraq konyuqatin g/spesifik birlegsmasinin agkarlanmasi
magsadile konyugat kontrolu ve substrat kontrolu (IFA-riderds onu sifir gisminde
istifade edirlar) Ggun bir nega oyuq ayirirlar.

. Sensibilizasiyadan sonra berk fazanin sarbast sathinin bloklasdirilmasi aparilr.
immunoreagentin adsorbsiyasindan sonra IFA-nin sonraki marhslelerinds g/spesifik
birlegsmanin garsisini almaq magsadile bark fazada bos qalan yerlari bloklasdirirlar.
Bloklagsdirma dg¢lin muxtslif zilallardan (adeten 6kiz zesrdab albumininin 1%-li
mahlulu) ve g/ion detergentlerdan (triton X-100, tvin 20: 0,05 — 0,5%-li mahlullar)
istifada olunur.



3. IFA-nin birbasa variantinin icrasi zamani sensibilizasiyadan ve bloklasmadan sonra
sistema fermentle nisanlanmis immunoreagenti — konyuqgati daxil edirler.
Inkubasiyanin seraiti va vaxti empirik olaraq musyyanlasdirilirlar.

4. inkubasiyadan ve yuyulmadan sonra plansetin oyuglarina istifade olunan ferment
ucln spesifik substrati daxil edirler vea muisbat kontrollu oyuglarda optimal
ronglenma alindigdan sonra reaksiyani dayandirirlar ve iFA-riderde miivafiq dalga
uzunlugunda mahlullarin optik sixligini dlgurler.

iS 91
VASITOLI IFA-NIN APARILMASI

Teacribenin maqgsadi. IFA-nin vasiteli varianti vasitesile beark fazanin
sensibilizasiyasi uglin AG-nin optimal gatihidini teyin etmak, AC-lari askar etmak ve AG-
@ garsl dovsan antizerdabinin titrlerini miayyan etmak olar.

Reaktiv ve lavazimat:

e Dovsani immunizasiya eden AG zllah (gatiligi Louri Gsulu ila tayin olunmalidir)

e AG-o qars! tedqiq olunan dovsan antizardabi

e Dovsan ganinin normal zardabi (manfi kontrol)

e Konyugat — qitigotu peroksidazasi ile nisanlanmis dovsan immunoglobulinlerine
garsi kegi AC-lari

e Okuiz zerdab albumini (OZA)

e Bufer moahlullari:(elaveler, 1)
- Fosfat bufer mahlulu (FBM): 0,1M; pH 7,4

- Karbonat-bikarbonat bufer mahlulu (KBM):0,2M; pH 9,5
- Sitrat (substrat) bufer mahlulu: 0,15M; pH 5,0

e Substrat qarisigi (bilavasite istifadedan avval hazirlanmalidir): (slavelar, 2)

e Rongli fermentativ reaksiyani dayandiran mahlul: (slavelar, 3)

e Hacmi tenzimlanan avtomatik pipetkalar: P-10, P-200, P-1000 ve onlar Gg¢tn bir
dafalik ucluglar

e Hacmi tenzimlanan ¢oxkanalli avtomatik pipetka (50-200 mkl-lik) ve bir defalik
ucluglar.

e Spektrofotometr (isiq filtrin dalga uzunlugu 492 nm-dir, ¢lnki nisan gisminde
gitigotunun peroksidazasi istifade olunur, substrat OFD-dir ve fermentativ
reaksiyani sulfat tursusu ile dayandirirlar)

e Soyuducu

e 37°C-li termostat

o Torozi.

e Magnit garigdirici.

e pH-metr va indikator kagizinin zolaqglari.

e Laboratoriya Ugun suse gab-gacagq.

e Titrlema uUgun yasti dibli 96-oyuqglu plansetlor.



isin gedigi

1. Asagidaki kontrollari nazare alaraq, is dafterinde tacriibenin aparilmasi sxemini
cokirlor:

- berk fazada spesifik AG-nin, yani immun kompleksin ardicil qurulmasi Ugln
«0zulun» olmamasi; bunun Ggun plangetin birinci sirasinin oyuglarini (1A-1H)
sensibilize etmirler, yani AG mahlulunun yerine oyuglara tvinin FBM-da
mahlulunu slave edirler;

- substrat kontrolu — sensibilize olunmus oyuglara 2A-2H yalniz substrat qarisigini,
aralig marhalelards ise dovsan zaerdabinin ve konyuqatin yerina tvinin FBM-da
mahlulunu daxil edirler;

- konyugat kontrolu — sensibilize olunmamis oyuglarda 3A-3H dovsan zardabini
tvinin FBM-de mahlulu ile avez edirler; kontrol konyugatin AG ila qg/spesifik
birlesmasini askar edir;

- manfi kontrol — dovsan ganinin normal zsrdabini tvinls FBM-da 1:100 — 1:800
nisbatinde durulasdirirlar (4-cli cergada her gatiligdan iki oyuq).

. Bark fazanin sensibilizasiyasi ugin AG-nin KBM-de 0,05M, pH 9,5 mahlullarini
hazirlayirlar. Bu maqsadle sakkiz temiz sinaq stsasi goturirlar ve nomralayirlar. 1
Ne-li sinag sussasindes AG-nin KBM-de 2,4 ml hacmli va 40 mkg/ml gatihgl
mahlulunu hazirlayirlar. AG-nin 0,3 mkg/ml qatihgina qadar ardicil ikigat
durulasdirilmani aparirlar. 2-8 Ne-li sinaq susgalarinin har birine 1,2 ml KBM alava
edilir. 1 Ne-li sinaq sugsesindan AG mahlulunun 1,2 mi-ni 2 Ne-li sinaq susasine
kecirirlar. Mahlulu pipetka vasitesile qarisdirirlar. 2 Ne-li sinaq stgesinden alinmig
AG mahlulunun 1,2 ml-ni 3 Ne-li sinaq sugasina kegirirlor va s. (cadval 15). 8 Ne-li
sinaq susasinda AG-nin gatiligi 0,3 mkg/ml olacag.

Cadval 15

AG mahlulunun durulasdiriimasi

ingrediyentlor Sinaq slisasinin ndmrasi
2|1 3] 4|5 6 7 | 8

KBM, ml 1,211,212 (12| 1,2 |1,2|1,2
AG-nin KBM-da 1 1,2
No-i si-naq 12]1,2 . 12|12 |12
susesindan N . - | —-
mahlulu,ml
AG-nin gatihgr, {20 | 10| 5 |25|1,25|0,6|0,3
mkqg/ml

3. Plansetin oyuglarina AG mahlullarinin 100 mkl-ni alave edirlor: 1 Ne-li sinaq
susasindan — A cargasinin 2-12 oyuglarina; 2 Ne-li sinag sugsesindan — B cargasinin
2-12 oyuglarina ve s., H cargesine gadar. A-H cargalerinin birinci sutunun




oyuglarinin har birine 100 mkl FBM daxil edirler (sak. 21). Sonra sistemi 16-18 saat
arzinds 4 °C-ds soyuducuda inkubasiya edirler.

. Inkubasiyadan sonra AG mshlulunu surastli herakatle oyuglardan kenarlasdirirlar ve
planset oyuglarinin har birine 200 mkl tvinls fosfat buferi ttkmakls oyuqlar 3 dafe
yuyurlar.

. Bloklasdirici mahluldan (tvinls FBM-da 1%-li OZA) 14,5 ml hazirlayirlar ve plansetin
har bir oyuguna 150 mkl daxil edirler. 37°C soraitinds 1 saat arzinds termostatda
inkubasiya edirler. Inkubasiyadan sonra yuyulma prosedurunu takrarlayirlar (bax
band 4).

. Inkubasiya aparilan vaxt erzinde taedqgig olunan zerdabi tvinle FBM-da ikigat ardicil
durulasdirilirlar. Sekkiz sinaq susasi goétururler. Birinci sinaq susasins tadqiq olunan
zardabin 1:100 nisbatinda durulasdiriimis mahlulunun 2 ml-ni daxil edirler, galan 7
sinaq susasinin har birina ise, 0,8 ml tvinle FBM alava olunur. Sonra birinci sinaq
stisesindan ikinciys 0,8 ml zerdab kegirirlor vo yaxsica qarigdirirlar. ikinci sinaq
susasindan 0,8 ml zardabdan goturib Uglncuys kecirilar va s. Naticada sakkizinci
sinaq susesinds tadgiq olunan zsardabin 1:12800 nisbatindse durulasdiriimasi alinir.
Dovsanin tvinle FBM-da 100 dafs durulasdiriimigs normal zerdabindan 0,6 ml
goturib ve ardicil olaraq 1:800 nisbata gader ikigat durulasdirma apaririq.

. Plansetin oyuglarinin har birine asagidaki sxem Uzra tedqiq olunan zardabdan 100
mkl daxil edilir (bax sak.): birinci sinaq stsasindan zardabi (1:100) 5-ci stitunun (5A-
5H) oyuglarina va 1-ci sutunun 4 oyuguna (1E, 1F, 1G, 1H) daxil edirlar; ikinci sinaq
susasindan zardabi (1:200) 6-ci sUtunun oyuglarina daxil edirlor; Gguncl sinaq
susasindan — 7-ci sutunun oyugqlarina va s. 100 dafs durulasdiriimis normal zardabi
1A, 4A va 4B oyuglarina daxil edirlar; 200 dafs durulasdirilmis normal zardabi 1B,
4C ve 4D oyuglarina; 800 defs durulasdiriimis zardabi 1D, 4G ve 4H oyuqlarina
daxil edirlar. Plangetin 2-ci va 3-cu sutunlarinin oyuglarinin har birine 100 mkil
yuyucu buferden (FBM-tvin) daxil edirlor (sek. 22). 1 saat earzinde 37°C-da
inkubasiya edirler. Birloesmamis komponentlar yuyulma ila kenarlagdirilirlar (band 4).
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Sakil 21. Mahlullarla sensibilizasiya maqgsadile plansetin

oyuglarinin doldurulmasi.



O 1 Ne-li @ 5 Ne-li niimunalarden
@& numunslerdsn Q 6 Ne-li nimunalerden
e 2 Ne-li & 7 Ne-li niimunslardan
€& nimunslerden (D 8 Ne-li niimunalardan

3 No-|i

nimunalerdan

4 Ne-li

nimunalardan

O tvinin FBM-ds mahlulu (yuyulma Ugln
mahlul)

8. 2-ci sUtundan (2A-2H) savay! qalan butin oyuglarin har birine tvin-FBM ile
durulagdirilmis  konyugatin  (dovsan immunoglobulinlerine qarsi  qitigotu
peroksidazasi ile nisanlanmig keci anticisimciklori) 100 mkl-ni daxil edirler. 2A-2H
oyuglarinin har birine 100 mkl yuyucu bufer slave edirler. 1 saat arzinde 37°C-da
inkubasiya etdikden sonra plansetin oyuglarini yuyurlar (band 4).

9. 8-kanalli avtomatik pipetkadan istifade edarak plansetin butin oyuqglarina 100 mkl
substrat garisigini daxil edirler, plansetin UstinU folga ve ya qara kagizla orturler va
otaq temperaturu saraitinde 20-30 daqgige arzinds inkubasiya edirlor.

10. Oyuglarin har birine 50 mkl H2SO4 (2 mol/l) slave etmakla reaksiyani dayandirirlar.
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Sakil 22. Plansetin oyuglarinin zerdab mahlullari ile doldurulmasi.

O 1 Ne-li © 7 Ne-li nimunalerden
& numunalerdan @ 8 Ne-li nimunalardan
=) 2 Ne-li @ 1:.100 gatil. normal
55 niimunalardan &  zerdab
D 3 Ne-|i @® 1:200 gqatil. normal
S nimunalerdan zordab
4 Ne-li 1:400 gatll. normal
ndmunalerdan zordab

5 Ne-li 1:800 gatil. normal



nimunalardan zoardab

6 Ne-li
ndmunalardan

(O tvinin FBM-da mahlulu

11. IFA-riderde A = 492 nm dal§a uzunlugunda optik sixigi 6lgirler (optik sixhg:
O0lcmazden avval oyuglarda spektrofotometrin gostaricilerine tasir edan ve
toecriibanin naticalerini tahrif eda bilen hava gabarciglarinin olub-olmamasini
yoxlamagq lazimdir).

Naticalarin giymatlandiriimasi

Aparilmig analizin naticelari asasinda zardabin bir gatihgr tGgun optik sixhgin
sensibilize edan antigenin gatihgindan asilihgi grafiki, elece da antigenin sabit qatilig
soraitinde optik sixligin tadgiq olunan zardabin gatiligindan asilihgi grafiki qurulmalidir.

VII BOLM8Y® AID SUALLAR

1. IFA-ni xarakterizs edin.
2. [IFA-nin birbasa variantinin apariimasi sxemini tasvir edin.
3. [FA-nin vasiteli variantinin apariimasi sxemini tasvir edin.



VIIl BOLM®
IMMUNOQLOBULINL®R:
ONLARIN AYRILMASI V® ANALizi

Murakkab antigen garisiglarinin tamizlenmasi ve analizi tG¢ln universal reagent
gisminde yiuksak spesifikliya ve affinliliya malik olan anticisimciklardan istifada olunur.
Anticisimciklarin istifadesine esaslanan Usullar tekce immunologiyada yox, hamcinin
hiiceyra biologiyasinda, biokimyada, molekulyar biologiyada, embriologiya ve muxtelif
tibbi-bioloji tedgigatlarda genis tatbiq olunurlar. Hal-hazirda biotexnoloji kompaniyalar
bazari minlerle monoklonal anticisimciklerle va poliklonal antizerdablarla techiz edirlar.
Buna baxmayaraq, konkret tedqigatlarin esas masalalarindan biri fordi, orijinal, poli- ve
monoklonal anticisimciklerin alinmasindan ve sonraki istifade maqgsadile onlarin
temizlanmasindan ibaratdir. Bu sebsbdan anticisimcikler preparatlarinin ayrilmasi ve
temizlik deracasinin analizi Gsullari artiq goxdan immunoloji laboratoriyalarin arsenalina
daxildirlar va an miuxtalif istiqgamatli bioloji va tibbi laboratoriyalar G¢in zeruridirler.

Laboratoriya heyvanlarinin immunizasiyasi zamani amala galen anticisimciklarin
manbayi gqan zerdabi ve ya antizardabdir. Anticisimcikler zardabin immunoqglobulin
fraksiyasinin tarkibine daxil olduglarina gdre, onun tamizlenmis preparatlarindan
antigenlarle aparilan muxtalif reaksiyalarda istifads etmak olar.

Miixtalif ~sinfilerin  immunoglobulinleri (ig) bir-birinden ve di-ger zardab
hiiceyralarindan su-duz mahlullarinda ve tzvi halledicilards hall olmalarina, molekullarin
Olcilerine, Umumi yukina ve izoelektrik noqgtelerine gobre  ferglanirler.
Immunoglobulinlerin fiziki-kimyavi xasselerinde mévciid olan bu cir fargler onlarin
temizlanmasi ve preparativ ayrilmasi magsadile istifade oluna biler. Bundan basqa,
immunoglobulinlerin miixtslif sinflori mueyyen ziilallarla, mes. igG-stafillokokk A ziilali
ilo g/kovalent va dbénan birlaga bilirler. Onlarin bu xassasi temizlonma Ucln istifada
oluna bilar.

is 92
iIMMUNIZ® OLUNMUS DOVSANIN QAN ZORDABINDAN
QLOBULIN FRAKSIYASININ AYRILMASI.
QAN ZORDABI ZULALLARININ DUZLASDIRMA
IL® FRAKSIYALARA AYRILMASI

Duzlasdirma il fraksiyalagdirilma bir sira Ustlnliklere malikdir. Alinan
preparatlarin tamizlik deracasi yiksek olmasa da, bu Usul sade ve alveriglidir.
Tamizlenmanin birinci marhalesinde bu Usulun istifadasi magsadauydundur. Sonradan
daha mukemmal Usullar tatbiq edilir. Qan zardabi zilallarinin globulin va albuminlera
ayrilmasi yuksekqatihghh duz mahlullarinda onlarin  muxtslif deracedsa hall olma
gabiliyyatine asaslanir. Digar zardab zilallarindan fargli olaraq, immunoglobulinlar
duzlarin daha asagi qatiliglar seraitinda hall olma gabiliyyatini itirirlor.



Mahlulda duzlarin qatiiginin artiriimasi suyun hidratlagmis formada birlagmasine,
naticede hidrofob qarsiligh tesirlerin  gliclenmasina va zulal molekullarinin
agregasiyasina sabab olur. Zllal molekullarinin agreqasiyasi hall olmayan ¢okintiinin
(presipitatin) amale galmasina getirib ¢ixarir. Duzun qatihginin artirilmasi naticesinde
amale gelan zulal ¢okuntisinid mahluldan sentrifuga vasitasile ayirmaq olar. ©kser
hallarda hall olmaq gabiliyystinin itirilmasi donan xarakter dasiyir. Zulallarin duzlasdirma
ile ayrilmasi Usulu bu prinsipa asaslanir. Bundan basqga, ayri-ayri zulallarin hall olmasi
onlarin yukundan asilidir ve pH-in izoelektrik nogtasine yaxin olan giymatlerinds daha
az olur. Yukssak qatiligh duz meahlullarinda zulallarin presipitasiyasi denaturasiyaya
ahamiyyatli derecada tesir etmir va zllallarin bioloji faalliglarinin saxlaniimasina mane
olmur.

Zordab zulallarinin duzlasdirma Usulu ile ayrilmasi Ggun adeten ammonium
sulfatin doymus meahlulundan istifade olunur. Ammonium sulfatla c¢cokdirilma gan
zardabindan globulin fraksiyasinin alinmasi tglin genis tatbiq olunur.

Qan zardabinin globulin fraksiyasinin tarkibina daxil olan immunoglobulinler artiq
35-40%-li doyma saraitinda hall olma gabiliyyatini itirirlar, lakin maksimal ¢ixis 50%-li
doyma zamani musahida olunur. Duzun qatihdinin sonraki artiriilmasi ¢okdurulan
immunoglobulinlarin ¢ixiginin géze ¢arpan gadar artirilmasina sabab olmur, lakin emale
galen cokintinin terkibinde zesrdab albumininin ve digar zulallarin olma ehtimalini
artirnir. ©gar immunoglobulinlerin daha temiz preparatinin alinmasi taleb olunursa ve
ayrilma zamani zulal itkilari ile barismaq mumkudnduarsa, bu halda 40%-Ili qatiligda amale
galen ¢okuntina yigirlar.

Reaktiv va lavazimat:

e immunize olunmus dovsanin gan zerdabi

¢  Ammonium sulfatin doymus mahlulu: (alavaler, 4)

e Fosfat-duz bufer mahlulu — FDB: (alavaler, 5)

e Barium xloridin (BaClz2) 1%-li mahlulu

e Maqnit garisdirici

e Buz

e 100009 surata gadar firlanan sentrifuga

e Qabagcadan 0,02M EDTA-Na2 mahlulunda gaynadilan dializ torbalari

e Ultrabandvseyi diapazonda (dalga uzunlugu — 280 nm) islayan spektrofotometr
e Spektrofotometr Ggtin kvars kivetlor

isin gedigi
1. Soyuq (4°C) gan zardabina barabar hacmda soyuq FDB slave edirlar.

2. Durulasdirimis zardaba damla-damla eyni hacmda ammonium sulfatin doymus
mahlulunu alava edirlar. Naticede mahlulun gatihgini 50%-e dusir. Bu proseduru
buz Gzearinda daimi qarigdirmagqla aparirlar (sek.23, A, B).

3. 1 saatdan az olmamaq sarti ilo soyugda garigdirirlar ve ya gece orzinda 4°C-ds
saxlayirlar.



4. 30 dagigedan az olmamaq sarti ile 50009 (va ya artiq) suratle sentrifuqalasdirirlar
(sok. 23, C).

5. Supernatanti sinaq sugasinin kenarindan axidib kenarlasdirirlar (sek. 23, D), sinaq
susasini gevirarak divarlar Gzarinde qalan damlalari filtr kagizi il qurulayirlar.
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Soakil 23. Ammonium sulfatin presipitasiyas! ile gan zardabindan globulin
fraksiyalarinin ayrilmasi. A. immunizasiya olunmus dovsanin gan zerdabi. B.
Ammonium sulfatin doymus mahlulunun barabar hacmds zardaba slave edilmasi.
C. Sentrifuqalasdirima. D. Sentrifugalasdiriimadan sonra supernatantin
kanarlasdirilmasi. E. Cokuntinin hall edilmasi. F. Dovsanin gan zardabinin
immunoglobulin fraksiyasi.

6. Cokuntini ammonium sulfatin yaridoymus mahlulunda yenidan hall edirlor
(gabaqgcadan ammonium sulfatin doymus mahlulunu ve FDB-i barabar hacmdes
ganigdiririar).

7. 4-cu bandi tekrarlayirlar.
8. 5-ci bandi tekrarlayirlar.

9. Cokuntuys FDB alave edirlor (zerdabin ilkin hacminin 1/20 hissasi) ve gan
zardabinin globulin fraksiyasini hall edirler (sak. 23, E, F).

10. Sulfat ionlarinin tamamile muhitden kenarlagsmasina gader FDB-o qarsi dializ
aparirlar (sak. 24). Bunun Ucln gabagcadan EDTA-Naz mahlulunda islanmis va
gaynadilmis dializ torbasindan istifade edirler. ©Ovvalce torbanin bir ucunu
baglayaraq, ona immunoglobulinlarin mahlulunu yerlasdirirlor (sak. 24, A, B).
Torbanin uclarini bir ne¢a dafe uzununa qatlayib méhkam sapla six baglayirlar.
Torbanin hermetikliyini yoxlayirlar: havada asiimig hermetik torbanin bagli uclan
quru olmalidir. Sonra torbani bufer mahlulunun (mes., FDB) 1000 dafe artiq olan
hacmina yerlagdirirlor va bu mahlula gargi dializ aparirlar. Dializi bufer mahlulunu 3
dafs dayiserak soyuqda (4°C) maqnit garisdirici Gzarinde daimi garisdirarag an azi
3 glin arzinds aparirlar (sok. 24, C).



o ¢

A B C

Sokil 24. Zzilal mahlulunun dializi. A. Dializ torbasinin zulal mahlulu ils
doldurulmasi. B. Dializ torbasinin ucunun hermetik baglaniimasi. C. Zulal mahlulu
ilo doldurulmus hermetik baglanmis dializ torbasinin daimi qarisdirilan bufer
mahluluna yerlasdirilmasi.

11. Dializin tamhgini yoxlayirlar. Bunun Ugun barium sulfat ¢okuntisinin amala
galmasi ile naticelan 1%-li barium xloridla keyfiyyat reaksiyasini aparirlar. Tamiz
susa uzarinda 1%-li BaCl2 damlasini zulal mahlulunun bir damlasi ile garigdirirlar.
Sudli-ag ¢okintinin amala galdiyi halda dializi davam etdirirlor.

12. Hall olunmamis materiali sentrifuqa vasitesile kenarlasdirirlar (4-ct bandi
tokrarlayirlar).

13. Supernatanti yigirlar va spektrofotometrik tsulla 280 nm dalga uzunlugunda udma
gabiliyystine esasen zilalin qatihgini tayin edirler. Zulalin qatiligini  globulin
fraksiyasinda tayin edersk asagidaki nisbati gsbul edirlor: igG-nin qatiigi 1ma/ml
olan mahlul Ggln 1,4 optik vahidin udulmasi uygundur.

IMMUNOQLOBULINLBRIN XROMATOQRAFIK
USULLA AYRILMASI

Batin xromatoqrafik Usullarin asasinda harekatsiz fazaya (dasiyiciya) nisbaten
ayrilan maddaelarin harekstli fazada (hall edicids) paylanmasi durur. Maddsler
halledicinin sarhaddi ils iraliyarek dasiyiciya garsi uygunluglarina muvafiq olarag onunla
garsiligh tasire girib harakat surstini dayisdirirler. Xromatoqgrafik fraksiyalasdirma
molekullarin élgulari, adsorbsiya xassaleri, onlarin hidrofoblug deracasi, elektrik yiki ve
diger molekullara bioloji uygunlugu kimi fiziki-kimyavi xasselarine asaslana bilar.

Xromatoqgrafiya zamani fraksiyalara ayrilacaq zutlal mahlulu silindrik situnda
masamali sorbent gatinda halledicinin axini ile va zulallarin sorbente uygunlugundan
asili olaraq muxtalif surstle haraket edirlor. Bu proses elyusiya, halledici — elyuent,
alinmis mahsul ise elyuat adlanir.



Elyusiya prosesinin  uzunmuiddatli olmasi ile slagadar avtomatiklagdirma
magsadile xUsusi avadanligdan istifade etmek maqgsadsauydundur (sak.25). Adatan
elyuentin barabar verilmasinin
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Sakil 25. Zulallarin ayrilmasi magsadile aparilan maye-siutun xromatoqrafiyasinin
standart avadanhgi. A. Ayriimal zdlallarin mahlulu. B. Peristaltik nasos. C.
Xromatoqrafik sttun. D. Ultrabandvsayi detektor. E. Fraksiyalar kollektoru.

temin edilmasi Uc¢ln peristaltik nasosdan (sek. 25, B), elyuatin muayyan hacmlarinin
yigilmasi maqsadile fraksiyalarin avtomatik kollektorundan (sek. 25, D) ve 280 nm
diapazonunda (aromatik gruplara malik olan amin tursularinin udma sahasi) fotometrik
detektordan (sek. 25, E) istifade olunur. Ayrilan zulallar udma qabiliyystine gbre
muayyan olunurlar ve xromatogramma diskret ve ya bitisik pikler saklinda olur (sek. 25,
E).
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IONMUBADIL® XROMATOQRAFIYA USULU VASIT9SIL8 IMMUNIZ® OLUNMUS
DOVSANIN QAN ZORDABININ QLOBULIN FRAKSIYASINDAN igG-
FRAKSIYASININ ALINMASI

Laboratoriya heyvanlarinin takrar immunizasiyasi naticesinde bas veran ikincili
immu cavab zamani emale gelen anticisimcikler asasan IgG sinfina (izotips) aiddirlor.
Adaten tarkibinds diger sinfilerin, mas. igM, garisiyi olmayan IgG-nin temiz
preparatlarinin alinmasi zaruridir. Zulal mahlulunun pH-1 neytral giymata yaxin oldugu
halda immunoglobulinlerin izotiplari bir-birinden molekulun yikina goéra farglenirlar; bu
xassa onlarin ayrilmasi maqgsadils istifads olunur.

lonmibadile xromatografiya Usulu oks yik dasiyan maesamali sorbent
(lonmuUbadilsedici) Uzerinde musyysn yiike malik olan molekullarin segici elektrostatik
adsorbsiyasina asaslanir. Zllallarin ionmubadileedici ile qarsihgli tasirinin  glcu
mahlulun pH-dan asili olan bioloji makromolekulun Umumi yukdnun qiymati ile
muayyanlasir.

lonmibadile xromatografiya zamani maddeler gqarisiginin  komponentlarinin
fraksiyalasdiriimasinin sebabi onlarin Umumi yukdnun farglenmaesidir. Elyusiyanin



misayyan soraitinde qarisidin  bu va ya diger komponentinin  Umumi yUki
(lonmubadilsedicinin yukina aks olan) ne gadar ¢ox olsa, bir o gadar, o, sttun boyu
yavas harokat edacak.

lonmibadils xromatografiyasinda istifade olunan sorbentlsri yiiklanmis ionogen
gruplarin xarakterine gore iki asas qrupa boélmak olar. Kationmubadilaedicilorda
ionmubadileedici gruplar menfi yuklaniblar ve mahlulun musbat yUkli kationlarini
birlesdirirlor. Anionmubadileedicilerde ionogen qruplar musbast yuk dasiyirlar va
heroketli fazadan menfi yikli anionlar birlesdirirler. ionmiibadileedici ilo birlogsmis
zulallarin elyusiyasini asasen iki tsulla aparmagq olar:

1. halledicinin ion quvvasinin artiriimasi: mahlulda yuklanmis ionlarin qatihginin
artmasi ile onlar ionmubadileedicinin yuklenmis qruplari ile birlesma ugrunda
reqabet aparirlar;

2. haelledicinin pH-nin dayisdiriimasi: halledicinin pH-ni zilalin izoelektrik ndqgtasinin
giymetine qeder deayigilmasi zamani onun Umumi yukd sifira yaxinlasir ve
ionmubadileedici ila elektrostatik alaga zaiflayir.

jonmibadile xromatografiyasini  hem sutunlarda, hem de birlesmemis
komponentlari sorbentdan stizmakle ayiraraq aparmaq olar. Sttunda aparilan ayrilma
zaman! halledicinin pH-nin ve ya ion quvvasinin gradiyentinin tadricen va ya pillali
dayismasi ile gedan elyusiyani tetbiq etmak miUmkindir. Ayrilmanin bu varianti Ggln
standart xromatoqrafik avadanligdan istifada olunur (sak. 25).

Sakil 26. Birlesmis gablarin vasitasile xatti ellyusiya gradiyentinin yaradilmasi. A.
«Baglayici» bufer mahlulu ile gab. B. Magnit qarisdirici Gzarinds «baglangic» bufer
mahlulu ila gab. C. Peristaltik nasos.

NaCl-un gatihginin 0 mM-dan 500 mM-a gadar artiriimasi seraitinds pH 8,0 olan
10 mM tris-HCI bufer sisteminde igG diger zerdab zilallarindan fergli olaraq siitundan
daha tez elyusiya olunacaq ve DEAE-sefaroza anionmubadileedicisi ilo birlagmis gan
zardabinin digar komponentlarinden ayrilacaq.

Elyuentin xatti gradiyentini iki birlegsmis qablar sisteminden ibarat standart
garnisdiricilar vasitasile yaradirlar. Baslangic bufer olan birinci gaba (sek. 26, B) ikinci
gabdan baglayici bufer (sak. 26, A) daxil olur ve onlarin daimi qarisdirilmasi bas verir.



Naticede bufer mahlullarinin situndan kanarlagmasi ile onlarin bir-biri ile barabar
garisigi emala galir ve situndan ¢ixis yerinda xatti artan qatiliq gradiyenti yaranir.

Reaktiv ve lavazimat:

10 mM tris-HCI bufer mahlulu, pH 8,0 (B1): (slavaler, 6)

Tarkibinds 500 mM NaCl olan 10 mM tris-HCI bufer mahlulu, pH 8,0 (B2):
(elavaler, 6)

Immuniza olunmus dovsanin gan zerdabinin B1-s qarg! dializ edilmis globulin
fraksiyasi

1,0 M HCI

Dietilaminoetil sefaroza (DEAE-Sepharose), Pharmacia istehsal, Isveg
Fraksiyalar kollektoru (sek. 25, E)

Peristaltik nasos (sak. 25, B)

Qradiyent garisdiricisi (sok. 26)

Axarli ultrabandvsayi detektor (sak. 25, D)

Xromatoqrafik sttun (uzunlug/diametr nisbati 5/1-den 10/1-a gadar) (sok. 25, B)
Ultrabandvsayi diapazonda isleyan spektrofotometr (dalga uzunlugu — 280 nm)
Spektrofotometr tiglin kvars kivetlar

isin gedisi

1. immunize olunmus dovsanin gan zerdabinin globulin fraksiyasini (bax is 92) B1
mahluluna garsi (hacmi 1:1000 nisbatinda) dializ edirler.

2. ionmiibadilsedici ilo doldurulmus stitunun hazirlanmasi: 100 mq ziilala 10 ml gel:

N

. ionmibadileedicini B1 buferinda qarisdirirlar;

. gel hissaciklarinin ¢cokmasindan sonra dibs yatmis gel granullarindan maye
hissani ehtiyatla ayirirlar;

. 1-ci ve 2-ci bandleri iki defs takrarlayirlar;

. geli B1-le garisdirib (100 ml gele 500 ml B1) suspenziyani 1,0 M HCl-la pH 8,0-
@ gader titrlayirler;

. 1-ci ve 2-ci bandlari takrarlayirlar;

. suspenziyanin pH-nin daqiq 8,0 olmasinda amin olmali; ehtiyac duyulduqda 4-
cu banddan baslayaraq tekrarlayirlar;

. geli B1-in barabar hacmi ile gansgdirirlar va alinmis 50%-li gel suspenziyasini
vakuum kolbaya vyerlagdirirlar; bagh kolbani yan oturicu vasitesiles vakuum
nasosa birlesdirerak 1 daqige arzinda gazsizlasdirirlar;

. vakuumu ehtiyatla ayirirlar ve mahz bundan sonra nasosu sondururler
(DIQQOT! Bu smaliyyatlarin ardicilligini pozmaq olmaz!);

. sUtunu stativde deqiq saquli vaziyyete baerkidirlar (kontrol Gglin saquldan —
sapdan asilmis ¢okidan istifada edirler) (sek. 27, A); sutunun hindurliydnin
diametrina nisbati 5/1-den 10/1-e gadar olmalidir;



10. sutunun alt adaptorunu hermetik olaraq qururlar ve xromatografik boru ila
birlesmis spris vasitesile asagidan yuxariya dogru B1 bufer mahlulunu tezyigle
vuraraq adaptoru doldururlar (hava qovuqgcuglari galmamalidir); sutunu sixac
vasitasile asagidan baglayirlar;

11. sUtunun yuxari ucunda qif yerlasgdirirlor vo 1-2 ml saxlamagla Bl bufer
mahlulunun artigini  sdtundan kenarlagdirirlar; situnu asagidan sixacla
baglayirlar;

12. sutunu qazsizlasdiriimig 50%-li gel suspenziyasi ile doldururlar (sttunun 2
hacmindan az olmamagq saerti ils);

13. alt adaptora peristaltik nasos birlagdirirlar va onu bosaldilmaya qosurlar (sak.
27, B); sttunun doldurulma sirsti onun kasiyinin 1 sm? sahasina 20 ml-den ¢ox
olmamalidir;

Qeyd: Sutunun kasiyinin sahasi = 1r2. Stitunun hacmi sahanin hiindirliys hasiline
barabardir. Bosalma surati (ml/saat) nasosla birlesmis pipetkanin dolmasina
gOra saniyadlganla tayin olunur.

14. gelin six yuxari sarhadi formalasdigdan sonra (sek. 28, A), nasosu
dayandirirlar, sutunu asagidan baglayirlar ve slUtunun daxiline hava
govugcuglarinin daxil olmasina yol vermayearak Ust adaptoru hermetik yigirlar
(sok. 28, B, C); sixac vasitesila Ust adaptoru baglayirlar (sak. 28, B, C);

15. sUtuna hava qovuqcuglarinin daxil olmasina yol vermayearak cihazlari 25-ci
sokilde gostarilon gaydada birlesdirmekle sistemi vyigirlar; batin cihazlari
gosurlar va gqizmaga imkan verirlar.

3. immunize olunmus dovsanin gan zerdabinin dialize meruz qalmis fraksiyasini
kolonkaya alava edirler.

4. Har iki rezervuara B1 va B2 bufer mahlullarini barabar hacmda alave edarak situnu
gradiyent gansdiricisi ile birlesdirirler (bax sek. 26). Bu zaman baslangic
rezervuarda B1; baglayici rezervuarda B2 olmalidir. B1 va B2 bufer mahlullarinin
Umumi hacmi stitunun Umumi hacmindean 10-20 defs artiq olmalidir.

5. Ultrabandvsayi detektor vasitesile 280 nm dalja uzunlugunda zilalin gatiigini
nazaratde saxlayaraq NaCl-un xatti gradiyenti ila elyusiya aparirlar. Elyusiyanin
slreti 1 saat arzinds sltunun kasiyinin 20 ml/sm? sahssindan artiq olmamalidir.
Yigilan fraksiyalarin hacmi situn hacminin 1/20 hissesindan artiq olmamalidir.

6. Yigiimis fraksiyalarda zualalin qatihigini spektrofotometrik Gsulla 280 nm dalga
uzunlugunda udulmaya asasan tayin edirler. Qlobulin fraksiyasinda zulalin
gatihginin tayini zamani asagidaki nisbet gabul edilir: igG-nin gatiigi 1 mg/ml olan
mahlula 1,4 optik vahidin udulmasi uygundur. Bundan sonra fraksiyalarda zulalin
migdarinin histogrammasini tartib edirlor.

7. Fraksiyalarda ikigat radial immunodiffuziya Gsulu ile igG-nin mévcudiugunu tayin
edirlor ve igG-nin migdar daha gox olan fraksiyalari birlogdirirlor. NaCl gradiyenti ilo
elyusiya zamani igG situndan birinci gixan fraksiyalarda mévcud olmalidir.
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Sekil 27. Zulallarin ayrilmasi magsadile aparilan maye xromatoqrafiyasi sitununun
doldurulmasi (I). A. Xromatoqgrafik sUtunun stativde sixaclarla baerkidilmasi. B.
Xromatoqrafiya U¢clin masamali daslyicl suspenziyasi ile sutunun doldurulmasi. C.
Sutunun  doldurulmasinin  basa c¢atmasi ve dasilyicinin Ust serhadinin

formalasdiriimasi.
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Saokil 28. Zilallarin ayrilmasi maqgsadile aparilan maye xromatoqrafiyasi sttununun
doldurulmasi (II). A. Dasiyicinin Ust serhadinin formalasdirilma prosesinin basa
catmasi. B. Doldurulmus xromatografik siituna (ist adapterin qurasdirilmasi. C. ise

hazir olan sutun.
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ZULAL-A-SEFAROZADA APARILAN
AFFIN XROMATOQRAFIYA USULU iL8
SICANDAN igG-NiN AYRILMASI

Staphylcoccus aureus-un bazi stammlarindan ayrilmig A stafilokokk zulal yuksak
effektivlikle insanin ve bazi heyvanlarin igG-leri ile donan olaraq birlessmak gabiliyystine
malikdir. Bu zaman A zllalh immunoglobulin molekulunun Fc-fragmenti ile qarsiligh
alageya girdiyi Ugln immunoglobulin molekullarinin antigenbirlesdiran markazleri
serbast qalirlar. Birlesmanin effektivliyi IgG-nin miixtslif izotiplari ticiin ferglidir. Aqaroza
asasinda irimasamali matrisa ile kovalent birlegsmis A zulali (Protein-A-Sepharose,
Pharmacia, isvec) igG-nin ayrilmasi tciin alverigli affin sorbent kimi genis istifade edilir.
Preparati istehsal eden firma geyd edir ki, nem gelin 1 ml-i 10 mg-dan cox igG
birlagdirmak gabiliyyatine malikdir.

Reaktiv va lavazimat:

e Fosfat-duz buferi — FDB: (slavaler, 5)

e 100 mM natrium-fosfat buferi, pH 8,0 (FB): (alavalar, 7)

e 100 mM sitrat buferi mahlulu, pH 3,5 (SB): (elavaler, 8)

e 1 M tris-HCI bufer mahlulu, pH 9,0 (1 M tris): (alavaler, 6)

e 100 mM natrium-fosfat bufer mahluluna (pH 8,0) garsi dializ olunmus sican
immunoglobulinleri. immunoglobulinlerin menbayi kimi sican ganinin zerdabi,
gan zerdabinin ayri-ayri fraksiyalari, kultural muhit ve ya siganin monoklonal
anticisimciklarine malik olan assit mayesi istifada oluna bilar

e Ziilal-A-sefaroza (Protein-A-Sepharose, Pharmacia, isveg) sorbenti

e Hacmi 5 ml-a gadar olan xromatografik situn

e Fraksiyalar kollektoru (bax gok. 25, E)

e Peristaltik nasos (bax sak. 25, B)

e Ultrabandvsayi diapazonlu avtomatik detektor

e Ultrabanodvsayi dapazonda iglayan spektrofotmetr (dalganin uzunlugu — 280 nm)

e Spektrofotometr Ugtin kvars kuvetlor

isin gedisi

1. Quru sorbentin misayyan miqdarini 2 saat arzinde FDB-de isladirlar (1,5 q
qurudulmus granullardan 5 ml gel amala galir). Sorbentin ve sutunun lazim olan
hacminin teyini zamani istehsalgi firmanin malumatlarina asaslanmaq olar va 1 mi
nam gels an azi 2-3 mq zulalin alinmasi nazards tutulmaldir.

2. Sorbentin FDB-da 30%-li suspenziyasi ile sttunu doldururlar. Doldurma proseduru
is 92-do tasvir olunur. Zulal-A-sefaroza geli Gg¢un sutunun doldurulma suraeti, zulali
alave etma va elyusiya zamani bufer axininin sirati 1 saat arzinde siitun kasiyinin 1
sm? sahasina 5 ml-den artiqg olmamalidir.

3. Doldurulmadan sonra situnu onun ti¢ hacmi qader FDB ila yuyub tarazlasdirirlar.



4. Suitunun an azi ¢ hacmi migdarinda FB ils geli yuyurlar (sicanlardan igG1 izotipinin
monoklonal anticisimciklerinin ayrilmasini da bu qaydada aparirlar, lakin FDB-ni
asagidaki bufer mahlulu ile avaz edirler: 1,5 M glisin; 3 M NaCl; pH 9,0).

. Sttunu ¢ hacm SB ile (pH 4,5) yuyurlar.
. 3-cli bandi tekrarlayirlar.

. immunoglobulinleri siituna slave edirler.

o N o O

. A zllali ile birlegsmis nimunanin situnun Umumi hacmindan an azi 5 dafs ¢cox olan
FB ile yuyulmasini davam etdirirler. Elyuatda zulalin qatiligini tayin etmakla situnun
yuyulma tamizliyini yoxlayirlar. Elyuatda A zdlah il birlesmamis nimuna mévcid
olmamalidir.

9. Sorbentls birloagmis igG siitunun Gmumi hacminden 3 dafe ¢ox olan SB ile (pH 3,5)
elyusiya olunur. Fraksiyalar 1 ml hacminda yigilhr.

10. 9-cu marhalada turg seraitds zulalin denaturasiyasinin garsisini almaq magsadile
fraksiyalar icerisinde 1 M tris olan (fraksiya hacminin 1/10 hissasini 1 M tris toskil
etmalidir) sinaq susalarina yi1dilir.

11. 3-cl bandi takrarlayirlar.

12. Yigilmis fraksiyalarda zllalin gatihdini spektrofotometrik Gsulla 280 nm dalda
uzunlugunda udulma qabiliyystine asasen tayin edirlor. Qlobulin fraksiyasinda
zilahn qatihigini teyin ederken asagidaki nisbati gabul edirlor: igG-nin gatihgr 1
mg/ml olan mahlula 1,4 optik vahidin udulmasi uydundur. Zilal-A-sefarozada
aparilan affin xromatografiya tsulu vasitesile sicandan igG-nin ayriimasinin tipik
xromatogrammasi sak. 29-da gosterilib. Birinci pik gan zardabinin affin sorbentla
birlesmamis zlilallarina, ikinci ise — igG-a uygundur; oxla isarelenmis néqte turs SB
ile aparilan elyusiyanin baglangicina uygundur.

13. Ouxterloniya asasan ikigat radial immunodiffuziya tsulu vasitesile fraksiyalarda
igG-nin mévecudlugunu teyin edirlor ve terkibinde an c¢ox igG olan fraksiyalari
birlesdirirlor.

14. igG preparatinin temizliyini sican igG-lerine garsi anticisim-ciklerle immunobloting
ve Ds-Na-PAAG elektroforez vasitasile yoxlayirlar.

poooooooooooooooooooo00D0D0DDO0D

000000000000000000D0C0O00O00D00DD

1 start

I Elyusiya

Saokil 29. Affin sorbent olan ziilal A-sefaroza ile doldurulmus siitundan siganin igG-
nin elyusiyasinin profili. Oxlarla asagidakilar isara olunub: (start) — ayrilmal



nimunanin sdtuna daxil edilmasi; (elyusiya) — turs elyusiyaedici bufer
mahlulunun daxil edilmasi.

iS 95
iIMMUNOQLOBULINLORIN PROTEOLITIK PARGALANMASI

Proteolitik ferment (proteaza) olan papain igG molekulunun agir zencirini (H)
sarnir sahada pargalayir va naticads iki Fab- va bir Fc-fragmentleri amale galir.
Anticisimciklarin Fab-fragmentlari antigenla birlesmak qgabiliyyatini itirmirler, lakin
anticisimciklorin IgG izotipinden fergli olaragq monovalentdirler. Bundan basqga, Fab-
fragmentlari komplementla birlesmak qabiliyystini ve immunokompetent hiiceyralorin
muxtalif subpopulyasiyalarinin plazmatik membraninda temsil olunmus anticisimciklarin
Fc-fragmentlarinin reseptorlari (FcR) ile garsihigl tesir qabiliyyatini itirirler. Bazi hallarda
Fab-fragmentlorinin istifadesi butév igG molekuluna nisbaten daha slveriglidir. Papain
tiol proteazalara aiddir ve feal markazinda sisteinin SH-qrupuna malikdir. Papaini
fermentativ feal veziyyete c¢atdirmaq uUc¢un onu reduksiyaedici agentlerlo (mes., 2-
merkaptoetanol va ya ditiotreitol) islemak lazimdir. Papain agir metal kationlarinin tasiri
altinda fealligini itirir, bu sababden onun feallasdiriimasini ikivalentli kationlari
birlesdirmak gabiliyystine malik olan EDTA-nin istiraki ile aparirlar. igG-nin papainle
parcalanmasi reaksiyasi fermentin tiol qruplarinin yodasetamidle alkillosmasi
naticesinde donmaz olaraqg dayandirila bilar.

Proteolitik yolla alinmis Fab-fragmentlari 6z xassalerine gére ham nativ
anticisimciklarden, ham da Fc-fragmentlerdan farglenirler ve zulal-A-sefarozada
aparilan affin xromatografiya isulu vasitesile ayrilirlar. Bu zaman parcalanmamis igG
va Fc-fragmentlori A zulali ile birlegacaklar, Fab-fragmentlari ise stitundan sarbast kecge
bilecaklar.

Reaktiv va lavazimat:

e immunizs olunmus dovsanin qan zserdabindan ayrilmis igG (bax is 93)
e Papain

¢ Ditiotreitol (ionsuzlasdiriimis suda hazirlanan 1 M mahlul)

e Yodasetamid (ionsuzlasdiriimis suda hazirlanan 1 M mahlul)

e EDTA-Naz

e 100 mM tris-HCI, pH 8,0

e Fosfat-duz buferi — FDB: (alavaler, 5)

e Fraksiyalar kollektoru

e Peristaltik nasos

e Ultrabandvsgayi diapazonlu avtomatik detektor

e Zilal-A-sefaroza ile doldurulmus xromatoqrafik sttun (is 94)

e Ziilal-A-sefaroza (Proten-A-Sepharose, Pharmacia, isveg)

e 100 mM natrium-fosfat buferi, pH 8,0 (FB): (alavaler, 7)

e 100 mM sitrat bufer mahlulu, pH 3,5 (SB): (slavalar, 8)

e 1 M tris-HCI bufer mahlulu, pH 9,0 (1 M tris): (alavalar, 6)

e Ultrabandvsayi diapazonda isleyan (dalganin uzunlugu 280 nm) spektrofotometr
e Spektrofoftometr tguin kvars kivetlar

e Sentrifuga



isin gedigi

1. Siutunu zulal-A-sefaroza dansleri ile doldururlar (doldurulma gaydalan is 94-de
tosvir olunub). Doldurulmadan sonra sttunu onun ¢ hacmi gader FDB ile yuyub
tarazlasdirirlar.

2. IgG-ni 100 mM tris-HCI (pH 8,0) mahlulu ile dializ edirlar va zilalin gatiligini 10-20
mqg/ml-a catdirirlar. Bunun Ggln zilal mahlulunu ya gatilasdirir, ya da tri-HCI (pH
8,0) mahlulu vasitesils lazimi qatiiga gader durulasdirirlar. Qatilagdirmaga ehtiyac
duyuldugda IgG dializ torbasina yerlagdirirlor, agzini six baglayirlar ve molekul
cokisi 20 kDa olan quru polietilenglikol gati Gzerinde bir ne¢ca saat arzinde
saxlayirlar.

3. igG-e EDTA-Na:z slavs edarsk qatiligi 1 mM-a catdirirlar.

4. Bilavasits istifadedean avval papaini 100 mM tris-HCI (pH 8,0) mahlulunda oraya 2
mM EDTA-Naz ve 1 mM ditiotreitol alave etmakla hall edarak onu feallagdirirlar.

5. igG-o feallasdiriimis papaini slave edirlar (har 100 mq igG ligiin 1 mq papain).

6. Kristallasmis materiali (Fc-fragmenti) sentrifuga vasitasile (5000g, 30 daqigo)
kanarlasdirirlar.

7. Yodasetamidi alave etmakle 20 mM qatiliga catdirirlar.
8. Materiali FDB-a qarsi dializ edirlor.

9. Gelle doldurulmus va FDB ile tarazlasdiriimis sutuna papainin tesiri naticasinde
amale gelan parcalanma mahsullarini elave edirlor. Fc-fragmentlarinin  tam
birlesmasini temin etmak maqgsadile elyusiyanin sirsti saatda 10 ml/sm?-den artiq
olmamalidir.

10. Fraksiyalari hacmi 1 ml-dan artiq olmamaq serti ile yigirlar. Stitunda birlegmis
materialin hamisi yigiimalhdir.

11. Sonra is 94-da gostarildiyi kimi turs sitrat-fosfat buferi ile (SB) elyusiya aparirlar.
Buatun fraksiyalari yigirlar. Sutunu FDB ile yuyurlar.

12. Butun fraksiyalarda zulalin gatiligini spektrofotometrik Gsulla 280 nm dalga
uzunlugunda tayin edirlar. Zulahn qatihginin fraksiyalara goére paylanmasinin
histogrammini qururlar. Xromatogram iki pikden ibaret ola biler. Situnda
birlesmamis birinci pik IgG-nin parcalanma mahsulu olan Fab-fragmentini
xarakterize etmalidir. Turs buferle elyusiya olunmus ikinci pikin tarkibinde Fc-
fragmenti ve hamginin pargalanmamis igG olmalidir.



iS 96
SICANIN igG-NiN AGIR V@ YUNGUL
ZONCIRLORININ ALINMASI.
MOLEKULLARIN OLGCUL®RIN® GOR®
FRAKSIYALASDIRILMA

igG-nin agir ve yiingill zencirleri zencirlerarasi disulfid rabitsleri ilo kovalent
olaraq bir-biri ila birlagiblar. Bu rabitelar disulfid slagaleri reduksiya edan reagentlar
vasitasile parcalana bilar. Dissosiasiya olunmus H- va L-zancirler bir-birindan va nativ
anticisimciklarden 0z olgulerine gore farglenirlar ve xromatoqrafiya vasitasile ayrila
bilerlar.

Molekul c¢akilarindaki fargler esasinda molekullari fraksiyalagdiran asas
Usullardan biri gel-kecici xromatoqrafiya ve ya gel-filtrasiyadir. Hal-hazirda gel-filtrasiya
dasiyici matrisa gisminda dekstranin, akrilamidin va silikagelin, eleca da bazi sintetik
polimerlarin téramalari asasinda hazirlanan qranulali masamali gellerden istifada
olunur. Har bir gel dasiyicisi mesamalarin olgulerinin  muayyan deayiskanliyi ile
xarakterize olunur, bu da fraksiyalasdirilan molekullarin élgulerinin diapazonunu, yani
gelin tetbig sahasini xarakterize edan qgiymati muayyanloesdirir. Gel-filtrasiya Ucln
istifada olunan dasiyicinin asas xassalarine mexaniki méhkamlik va inertlik aiddir.

Usulun prinsipi asagidaki kimidir. Halledici axini ile kegarak biopolimer
molekullari gelin qranullarina diffuziya edirlor. Diffuzi-yanin sirati molekulun
Olculerindan asilidir. Kigik olctli molekullar masamali gel terafinden saxlanilir va iri
molekullara nisbatan daha yavas haroket edirlor. Nisbatan iri molekullar gele daxil
olmurlar va gel granullarini shate eden halledicinin axini ile harakat edirlor. Ayrilma
prosesinin sdrati yliksak olmamalidir, ¢linki yaxsi ayrilma dgln gel granullarinin daxili
va xarici hacmleri arasinda diffuzion tarazligin daimi sabit saxlaniimasi zaruridir.

Adatan gel-filtrasiya hundurliyu kasik sahasindan xeyli bdyuk olan xromatografik
sutunlarda aparilir. Sutunun hdndurliydnun artmasi ile hem yaxin migrasiya edan
zonalarin ayrilmasi, ham da ilkin mahlulun halledici-elyuentle durulasdiriimasi artir.

Reaktiv va lavazimat:

e Ziilal-A-sefarozada xromatoqrafiya vasitesile ayriimis sican igG (is 94)
e 150 mM tris-HCI bufer mahlulu, pH 8,2: (alavalar, 6)

e Ditiotreitol (ionsuzlasdiriimis suda hazirlanmis 1 M mahlul)

e Yodasetamid (ionsuzlasdiriimis suda hazirlanmis 1 M mahlul)

e 1 M sirks tursusu

e 1 M trimetilamin

e Polietilenglikol (molekul ¢akisi 20 kDa)

e Dializ torbasi

e Sefadeks G-100 geli (Sephadex G-100), Pharmasiya istehsali, isveg
e Fraksiyalar kollektoru (bax sak. 25, E)



e Peristaltik nasos (bax sek. 25, B)

e Avtomatik galamle ultrabandvsayi detektor (bax sak. 25, D)

e Xromatografik sttun (uzunlug/diametr nisbati — 50/1-dan 100/1-a gadar)

e Ultrabandvseyi diapazonda islayan spektrofotometr (dalga uzunlugu — 280 nm)
e Spektrofotometr Ggtin kvars kivetlor

isin gedigi

1. Sutunun doldurulmasi (qabaqcadan aparilir).

1.

Sefadeks G-100 gelin quru granullarini ionsuzlasdiriimis suda isladirlar; granullarin
islanmasinin surstlandirmak magsadile onlari ionsuzlasdiriimig suda yarim saat
arzindes zaif odda gaynadib, sonra isa soyutmaq olar.

. Geli 1 M sirka turgsusu mahlulunda hall edirler (gelin 1 hacmine 5 hacm tursu
gotaraldr).

. Gel hissaciklarinin ¢okmasinden sonra ¢okuntini bulandirmadan supernatanti
atirlar.

. Ardicil olaraq 2-ci ve 3-cl bandlari 2 dafe tekrarlayirlar.

. Geli 1 M sirka tursusu mahlulunda hall edirlor (1 hacm gel : 1 hacm tursu
nisbatinda).

. Gel suspenziyasini vakuum kolbaya yerlasdirirlor ve bagli kolbani yan 6éturtcu

vasitasile nasosa birlagdirmakla 1 dagige arzinde qazsizlasdirirlar.

. Vakuumu ehtiyatla ayirirlar ve mahz bundan sonra nasosu séndurirler (DIQQOT!

Bu emealiyyatlarin ardicilligini pozmaq olmaz!).

. Sutunu is 93-de gosterildiyi kimi doldururlar; sefadeks G-100 gelinden istifada

edearken axma slreti stitunun kasiyinin 1 sm? sahasina bir saat arzinde 5 mi-dan
artiq olmamalidir.

. Cihazlan sak. 25-da gostarilon gqayda ile birlesdirarak sistemi yidirlar; sutunda hava

govuqcuglari galmamalidir; butun cihazlari qosurlar ve qizdirirlar.

2. Ayrilma.

1.

2.
3.

Zulal-A-sefarozada aparilan affin xromatogqrafiya Usulu vasitasile alinmis sican igG-
lari 150 mM tirs-HCI (pH 8,2) mahluluna qarsi qabagcadan dializ edirler va zulalin
gatihdini 30 mg/ml-a gader ¢atdirirlar. Bunun tgln dializ torbasini molekul ¢akisi 20
kDa olan quru polietilenglikol qatinin (izerine yerlosdirmekle igG mahlulunu
gatilagdirirlar ve ya 150 mM tris-HCI (pH 8,2) bufer mahlulu ile durulasdirirlar.

1 M ditiotreitol mahlulunu slave edarak gatiligi 0,02 M-a gadar catdirirlar.

1 saat arzinds otaq temperaturunda inkubasiya edirler.



4. Sinaq susasini buzlu suda soyudurlar ve reduksiya olunmus disulfid rabitslarin
alkillagdirilmasi maqgsadile yodasetamid mahlulunu 0,2 M qatiliga ¢atdirmagla slave
edirler. Bu, agir va yungul zancirlerin yenidan assosiasiyasinin garsisini almaq
imkanini veracak.

5. Trimetilamini damlalarla slave edarak pH-1 8,0-e gadar c¢atdirirlar; pH-1 indikator
kagizi vasitesile yoxlayirlar.

6. Reduksiya olunmus ve alkillesmis IgG-ni 5 daqgige erzinde 5000g siiretds
sentrifugalasdirmagqla seffaflasdirirlar.

7. Gella doldurulmusg va 1 M sirks tursusu ile tarazlagdiriimis stituna pargalanmis igG-
lari sttunun UGmumi hacminin 5%-dan artiq olmayan hacmds slave edirlar. Elyusiya
slrsti bir saat erzinds sttun kasiyinin 1 sm? sahasine 10 ml-den artiq olmamalidir.
Fraksiyalari sutunun Umumi hacminin 5%-dan artig olmayan hacmds yigirlar.
Ultrabandvsayi detektorun hassasliginin sazlanmasi va deteksiya diapazonunun
secilmasi zamani nazere almaq lazimdir ki, ayriimaga mearuz qalan material
sutundan kecgarkan an azi 10 dafe durulasacaq. Ziulalin udma amsalini sarti olaraq
1 gabul etmak olar, yani 1 mg/ml gatihda 1 optik vahidin udulmasi uygun galecak.
Sutundan kegmis butin zulal materialini yidirlar.

8. Fraksiyalarda ztlalin gatihdini tayin edirler. Zilalin fraksiyalara goére paylanmasinin
histogrammasini qururlar. Agir ve yungul zencirlarin ayrilmasini xarakterize eden
grafik sek. 30-da gostarilib. Birinci pik H-zencirlera, ikinci — L-zancirlora uydun
olmalidir. igG-nin H- ve L-zancirlerine uygun olan fraksiyalari ayriliqda birlesdirirler.

9. ilkin materialin ve H- ve L-zencirinin ayriimasindan sonra alinmis materialin
reduksiyaedici va g/reduksiyaedici (disulfid rabitaleri parcalamamagqla) seraitde Ds-
Na-PAAG-da aparilan elektroforez tsulu ile analizini hayata kegcirirlor (bax is 97). H-
ve L-zancirlerin fraksiyalara ayriimasinin tamligina qg/reduksiyaedici seraitda
elektroforez zamani molekul c¢okisi 150 kDa-dan yuksek olan zulal zolagin
olmamasi ilo nezaret etmok olar. iki yingll ve iki adir zencirden ibaret igG
molekuluna uydun olan bels yilksskmolekullu zolagin birinci pikde mévcudlugu igG-
nin ilkin preparatinin tam pargalanmasini subut edir.
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Saekil 30. Sorbent G-100 ile doldurulmus situndan sicanin igG-lerinin H- ve L-
zancirlarinin elyusiyasinin profili. Oxla ayrilmali nUmunanin sttuna daxil edilmasi
gosterilib.



10. igG-nin H- va L-zancirlerine malik fraksiyalari mivafiq olaraq birlegdirirler ve
spektrofotometrik GUsulla 280 nm dalga uzunlugunda udulma qabiliyyetine gbre
zulalin gatihigini teyin edirler. Fraksiyada zulalin gatihidini teyin edarkan asagidaki
nisbat gabul edilmalidir: 1 mg/ml qatihgh mahlula 1 optik vahidin udulmasi uygun
galin.

IMMUNOQLOBULINLSRIN OYRONILM3SINDd
ELEKTROFORETIK USULLARIN iSTIFADSSI

Hal-hazirda immunologiyada, molekulyar va huceyravi biologiyada miurakkab
zulal garnisiglarinin analizi Ggln fardi komponentlerin elektroforetik ayrilmasi ve spesifik
anticisimcikler vasitesile immunokimyeavi deteksiya, yani «immunobloting» Usullarinin
kombinasiyasi genis tatbiq edilir (sak. 31). iImmunobloting s6zii polipetid komponentlarin
elektroforez aparildigi masamali geldan (sok.31, A) nitroselliloz membrana (sak.31
B,C) kecirilmasi zamani alinan elektroforetik saklin adindan («replikasindan») géturulub.
Nitroselliloza membranlari fardi polipeptidlari g/kovalent ve dénmaz olaraq birlesdirirlor.
Alinan «iz» (ing. blot) gelde bas veran ayrilmani tamamile aks etdirir va anticisimciklorle
sonraki qarsiligh tesiri mimkun edir (sek.31, D).
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Sakil 31. immunobloting. A. denaturasiyaedici seraitde dodesilsulfatin istiraki ilo
poliakrilamid gelds aparilan elektroforez; B. gelde ayriimis zdlallarin
kicikmasamali membranda replikasinin alinmasi; C. polipeptidlerin geldan
kicikmasamali membrana elektroforetik kecirilmasi; D. membranla birlesmis
zulallarin deteksiyasi.

immunokimyevi deteksiya magsadile qitijotu peroksidazasi ile kovalent birlogmis
anticisimciklar genis tatbiq olunur. Replikada antigenin yerini peroksidazanin rangli va
ya lyuminissensiya qabiliyyatine malik olan substrati vasitasile agkar edirlor.



Usulun birinci marhalssinds natrium dodesilsulfatin igtiraki ile denaturasiyaedici
soraitda poliakrilamid gelinde (Ds-Na-PAAG) aparilan elektroforezden istifade olunan
modifikasiyasi daha genis yayillmisdir. Elektroforezin bu variantinda polipeptidlar 6z
molekul gekilerine miivafiq olaraq ayrilirlar. immunokimyavi renglenme maerhalesinde
anticisimciklar 6z spesifikliyine mavafiq olaraq ayrilmis antigenlerle qarsiligh tesira
girirler.  Rangin intensivliyinin ve ranglenmis zonalarin sahalarinin vasfi tayini
nimunsalerds antigenin migdarinin deyismasinin giymatlendirilmasini mimkin edir.

Ds-Na-PAAG-In standartizasiya ve tekrar edilmasinin yiksak dearacesi, elace do
satisda mdvcud olan ve laboratoriyalarda alinan goxsayli poliklonal ve monoklonal
anticisimciklarin mévcudlugu bu Usulun immunologiya ile six alagadar olan digar elm
sahalerinda genis yayllmasina saebab olmusdur.

is 97
IMMUNOQLOBULINLSRIN ANALIiZi M8QSaDiLa
NATRIUM DODESILSULFATIN iSTIRAKI iL9
POLIAKRILAMID GELIND® APARILAN
ELEKTROFOREZ

Laemmliye gore poliakrilamid gelde (PAAG) natrium dodesilsulfatin igtiraki ile
aparilan elektroforez polipeptidlerin analizi Gg¢ln genis tatbiq edilir. Ayrilmaga maruz
galan komponentlerin Ds-Na ion detergenti ile islenilmasi 5 deqgige arzinde 100°C-ya
gadar qizdirmagla aparilir. Bu cur iglanma zamani Ds-Na-un zilallarla g/kovalent
komplekslari amala galir ve naticeda zilallar gucli manfi yuk alde edirlor. Mahlulda
sabit elektrik sahasinin mdvcudlugu seraitinde manfi yiklenmis makromolekul
komplekslari misbaet elektroda teraf haraket etmak qgabiliyyatine malik olurlar.

Ds-Na-la birleagmis zllallar ham manfi yuklenmis olurlar, hem de denaturasiyaya
maruz qalirlar, yani UclUncull ve ikincili quruluglarini itirirler. Belalikle, ayri-ayri
komponentlar arasinda olan elektroforetik harekatlilik forgi Umumi fordi yukin
xususiyysatleri, hidrofoblug fergleri ve ya polipeptid zencirinin yigilma xususiyyatleri ilo
deyil, amin tursu ardicilhginin uzunlugunun farqi ile, yani molekul ¢akilerinin forqi ilo
muayyanlasir.

Numunalera disulfid rabitalerini reduksiya eden agentlarin (2-merkaptoetanol va
ya ditiotreitol) alave edilmasi sistein amin tursusu qaliglari arasindaki zercirlararasi ve
zoncirdaxili disulfid rabitelerin pargalanmasina sabab olur ve subvahidarasi disulfid
rabitelare malik olan zllallarin subvahid terkibinin dyranilmasina imkan verir.

Monomerlarin 4-den 22%-a qadar gatiligda polimerlagsmasi naticasinda alinan
kicikmasamali poliakrilamid gelleri 10-dan 200 kDa-a gadar polipeptidlarin effektiv
ayrilmasina imkan verir. Bu cur ayrilma molekulyar salek prinsipine asasen bag verir.
Laemmliya goOre elektroforezds iki geldan ibarat sistemdan istifada olunur: nimunalerin
alave olunmasi Ugun oyuglarin formalasdidi irimasamali (Ust) gatilasdirici gel ve ayirici
kicikmasamali (alt) gel. iki gelin bufer mahlullarinin pH-1 ve ion glicl arasinda mévcud
olan fargler sayssinde onlarin serhadinde garginlik «sigrayisi» yaranir. Bu, ayrilmaya
maruz qalan zllallarin elektroforetik harakatliliyinin artmasina sabab olur va ayirici geloe



daxil olmazdan avval qatilagdirici gelin nazik zonasinda numunanin effektiv
gatilagsmasina gatirib ¢ixarir. Belalikle, gele daxil olunan nimunanin hacminin ayrilma
keyfiyyatina tasiri azalir.

Elektroforezdan sonra gelleri zillal ranglayicilari (mas., kumassi mavi) ile
ronglamak olar ve ya immunokimyavi analiz maqgsadile zilallarin membranlara
kocgurtulmasi Ugun istifads etmak olar.

Reaktiv va lavazimat:
1. PAAG lovhalerinda saquli elektroforez liglin standart elektroforetik avadanhq:

e saquli elektroforez Ggun kamera

e kameraya uygun galen PAAG l6vhasinin polimerlesmasi Ugun susaler

¢ 1 mm qalinhginda PAAG lévhasinin formalasdiriimasi tGi¢lin «speyser»-araqgatlari

e numunalar lGcun gelda «cibleriny formalasdiriimasi tGgun qalinhigi 1 mm olan
«darag»

e slso ldvhalerdan ve araqgatlardan «sendvigyin yigiimasi Gglin sixaclar

e 30 mA, 250 V rejimi tamin eden carayan manbayi

e gellarin ranglanmasi Ugun qapagla vannaciqlar

e vakuum nasosla gellarin elektrik quruducusu

2. Reaktivler:

e Laemmliya esasen reduksiyaedici soraitde Ds-Na-PAAG-in aparilmasi Uc¢ln
bufer mahlullari (qabaqcadan hazirlanib saxlanila biler).
Cadval 16

Ne | Buferin novi Torkibi Hazirlanma tisulu

1 2 3 4

1. | NUmuna Gc¢ln | 125 mM tris-HCI, | 40 ml distille suda
ikigat bufer, | pH 6,8; 0,2% Ds- | 0,76 q tris hall etmak;

g/reduksiyaedici | Na; 10%-li | HCl-la titrloyarak pH-1
sorait gliserin; 0,02%-o | 6,8-2 catdirmaq; 10
geder bromfenol | ml gliserin vo 2,3 q
goy ranglayicisi Ds-Na slave etmak;

0,1 g bromfenol goy
alave etmak; hacmi
50 ml-a catdirmagq;
alikvotlara bélmak ve

-20°C-ds saxlamaq

2. | NUmuna (gun | 125 mM tris-HCI, | 40 ml distille suda
ikigat bufer, | pH 6,8; 0,2% Ds- | 0,76 q tris hall etmak;
reduksiyaedici | Na; 50 mM | HCl-la titrlayerak pH-i




sorait

ditiotreitol; 10%-li
gliserin;  0,02%-o
gadar bromfenol

goy ranglayicisi

6,8-2 c¢atdirmaq; 10
ml gliserin, 2,3 q Ds-
Na, 0,78 q ditiotreitol
alave etmoek; 0,1 q
bromfenol goy elava
etmak; hacmi 50 ml-a
¢atdirmaq; alikvotlara
bdlmak ve -20°C-da
saxla-maq

Ayirict gel Ugln
bufer, 4-gat
konsentrat

1,5 M tris-HCI, pH
8,8; 0,2%-li Ds-Na

90 ml distille suda
18,2 g tris va 0,4 ¢
Ds-Na hall etmak;
gati HCl-la titrleyarak
pH-1 8,8-8 ¢atdirmagq;

hecmi 100 ml-8
catdirmaq;  4°C-de
saxlamaq

Qatilasdirici gel
dcun bufer, 4-
gat konsentrat

0,5 M tris-HCI, pH
6,8; 0,2%-li Ds-Na

40 ml distille suda 3
g tris va 0,2 q Ds-Na
hall etmak; gati HCI-
la titrlayerak pH-1 6,8-
8@ catdirmaq; hacmi
50 ml-e catdirmaq;
4°C-da saxla-maq

Elektrod buferi,
10-qgat
konsentrat

25 mM tris; 190
mM qlisin; 0,1%-li
Ds-Na, pH 8,3 (10
defe
durulasdirildigdan
sonra)

1 | distille suya 30,3 g
tris, 144 ¢ qlisin ve
10 g Ds-Na olave
etmak; titrlemamak;
otaq tempe-
raturunda saxlamaq

30%-li akrilamid

Metilen-bis-
akrilamid/akrilamid
nisbeti 1/36

103 mi
ionsuzlasdiriimis
suda 30 q akrilamid
va 0,82 g N,N'-
metilen-bis-akrilamid
hall etmak; slzmak
va 4°C-da garanligda
saxlamaq

10%-li
ammonium
persulfat

1 ml
ionsuzlasdiriimis
suya 0,1 q
ammonium persulfat
alava etmak;
bilavasita isdan avval
hazirlanmalidir




8. | TEMED N,N,N',N'-
tetrametilendiamin,
4°C-de  garanhgda

saxlamaq

e Poliakrilamid geller.

Cadval 17
Ayirici poliakrilamid gellarin hazirlanmasi
(1 gel =16 ml)
Ayrilan | Polimerl. | Ditstilla | Ayirici gel 30%-li 10%-li TEMED,
zulal. sonra suyu agun akrilamid | ammonium mkl|
Mr, akrilamidin bufer, 4- persulfat,
kDa son %-i gat mkI
konsentrat,
ml

70-200 5 9,3 4,0 2,7 40 20
40-150 7,5 8,0 4,0 4,0 30 15
20-100 10 6,7 4,0 53 25 12,5
10-70 12,5 53 4,0 6,7 20 10

8-50 15 4,0 4,0 8,0 15 10

e NUmunalar Ucun «cibleriny formalasdirilmasi Gglin gatilasdirici (Ust) gel. 5 ml gel
dcun:
- H20 - 2,95 ml;
- qatilasdirici gel tgln bufer (0,5 M tris-HCI, pH 6,8) — 1,25 ml;
- 30%-li akrilamid — 0,8 ml;

- 10%-li ammonium persulfat — 15 mkiI;

- TEMED — 5 mkI.

3. Molekul ¢akilarinin marker-zulallar:

NUmuna ucun buferde hazirlanmis mahlul (reduksiyaedici gerait), har birinin
gatihgr 1 mg/ml-dir:



e Oklz zardab albumini (66 kDa);
e ovalbumin (45 kDa);

e karboanhidraza (29 kDa);

e sitoxrom c (12,4 kDa).

4. Gellarin ranglanmasi t¢un mahlullar:

e kumassi mavi R250 mahlulu (Sigma, ABS, Ne B 7920: (slavalar, 9);
o soffaflasdirici mahlul: (alavaler, 10).

isin gedigi
1. Poliakrilamid gelin polimerlagmasi.

1. Saquli qurulmus ve yan aragatlari vasitasile bir-birindan ayrilan iki sisa lévha
arasinda akrilamidi polimerlagdirirlar (sak. 32, A). Suselarden va «speyser»-
araqgatlardan istifade ederak polimerlesma Ugun forma hazirlayirlar. Bu zaman
elektroforez cihazinin ndévunden asili olaraq ya istehsalgi-firmanin gostaricilarine
riayat edirlor, ya da kagiz Ugln defterxana sixaclarindan istifade edarak «sendvic¢»
variantini yigirlar. Suselari moéhkem Uflqi seth (zerinde diz saquli vaziyyatds
qururlar.

2. Axma muimkin olan yerlari, yani susenin araqatlarina sdykenan kanarlari ve
plastikin asagi hissasi agarozanin suda 1%-li isti mahlulu ila isladilir ki, o, soyuyaraq
polimerlasma zamani akrilamidin axmasinin qarsisini alan gel amals gsatirir.

3. Bilavasite polimerlesmadan qabagq muiayysn gqatiligh ayirici poliakrilamid geli
hazirlayirlar. Bu maqgsadle ionsuzlasdiriimis suyu, akrilamidin gati mahlulunu va tris-
HCI bufer mahlulunun (pH 8,3) ¥ hacm hissasini qarisdirirlar (bax cad. 17).

4. Alinmis garigsigi vakuumla birlagmis yan oOturtcusu olan agizi kip bagh kolbada
gazsizlasdirirlar (bu maqgsadle su sirnagi nasosundan da istifade etmak olar).
Vakuumu ehtiyatla ayirirlar ve mahz bundan sonra nasosu séndirirler. (DIQQOT!
Bu amealiyatlarin ardicilligini pozmaq olmaz!). Belslikla, polimerleasmaysa mane olan
oksigenin artig miqdarini kenarlasdirirlar. TEMED ve 10%-li ammonium persulfat
mahlulunu salave edib (bax ced. 17) qarisdirirlar.

5. Polimerlesmaya baslayan geli gabarciglarin amale galmasina yol vermadan darhal
nazik pipetka vasitasile polimerlasma Ugun susalardan yigiimis formaya daxil edirlar
(bax sak. 32, B). Qatilasdirici gelin ve nimuna ucgln «ciblerin» formalagdiriimasi
ucun kifayast goeder bos yer saxlamagla susaleri doldururlar. Bu zaman nazars
almaq lazimdir ki, cib gatilasdirici gel gatinin hindurliylindan ¢ox olmamalidir
(adeten 2-2,5 sm).

6. Sussleri doldurdugdan sonra formalasan gelin Uzarine darhal bir negce damla
ionsuzlasdiriimis sudan slave edarak geli su qati ile tamamile orturler (¢calismaq
lazimdir ki, sarhaed pozulub qarismasin). Bu prosedur hamar Ust serhadin
formalagsmasina xidmat edir ve havanin oksigeni ile alagani kasir (bax sak. 32, C).

7. Polimerlasma prosesi basa gatdiqgdan sonra geli Ustden ionsuzlasdiriimig suyun az
migdari ile yuyurlar ve gels toxunmayaraq suyu filtr kagizi ile ehtiyatla



kanarlasdirirlar. Geldsa ciblarin formalagsmasi Ugun «daragi» qururlar ve yuxarida
ayirici gel Ugun gosterildiyi qaydada qatilasdirici geli polimerlasdirirlar (ayirici
geldan farqli olaraq, gatilasdirici gelin Gzarinds su damlalarindan ibaret gat amals
gatirmirler) (bax sak. 32, D).

8. Qatilasdirici gelin polimerlesmasi basa catdigdan sonra «daradi» ehtiyatla
kanarlasdirirlar va gelds emala galan ciblari spris vasitasile su ile yuyurlar (bax sak.
32, E). Elektroforez cihazini yigirlar, polimerlagsmis gel ile formani kameraya
yerlagdirirlar va elektrodlari qosurlar. Kamerani elektrod buferi ile doldururlar. Bunun
ucun qgati elektrod buferi (10-qat qatilasdirihmig) (bax cad. 16) gabaqcadan distille
suyu vasitasile durulasdirirlar. Nimunanin alave edilmasi Ggun hazirlanmis ciblari
spris vasitasila elektrod buferla ehtiyatla yuyurlar (bax sek. 32, F).
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Sakil 32. Elektroforez tcun poliakrilamid gelin polimerlasdiriimasi. A. gel I6vhasinin
polimerlagdiriimasi magsadile formanin yigiimasi Ggln susalar, araqatlar, «darag»
va sixaclar; B. yigilmis formanin hazir polimerlesen ayirici gelle doldurulmasi; C.
polimerlagan ayirici gelin sathina nazik su qatinin slave edilmasi; D. gatilasdirici

gelin polimerlesmasinden sonra «daragin» yerlagdiriimasi; E. numuna ugln
oyuglarin yuyulmasi; F. gelin cihaza yerlasdiriimasi ve oyuglarin yuyulmasi.

A
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2. Elektroforez tgtin zulal nimunalarinin hazirlanmasi.

Numunaleri qabaqcadan hazirlayib dondurulmus vaziyystde uzun muddeat
arzinde saxlamaq olar. Diger nimunalerle migayise maqgsadila onlari bir nege dafa
istifade etmak olar. NUmunanin hazirlanmasi Ugun tadqiq olunan zilala «nimuna tg¢ln
buferi» alave edirlor va 5 daqgige arzinde su hamaminda gaynadirlar. Zilal mahlullar
Ucun cad. 16-da gosterilan biutiin komponentlarin mig-darinin iki defs artirmagla gat
«nimuna ugun buferi» istifade etmak daha slveriglidir. Bu zaman zulal mahlulunu ve
«nmuna ugun gati buferi» barabar hacmda garisdirmaq lazimdir.



3. Elektroforezin aparilmasi.

1. Nimunani mikrospris ve ya mikropipetka vasitasila st gelin «cibina» daxil edirler.
Numunalerin elektrod buferle qarismasina yol vermayarak, onlari oyugun dibina
daxil edirler. Nazera almaq lazimdir ki, ayrilma naticasinde amale gelan fordi
(individual) zolagda zulalin migdarn 1-2 mkg-dan c¢ox oldugu halda gelin zllalla
«artiq yuklanmasi» bas vera bilar ki, bu da naticalarin pozulmasina gatirib ¢ixara
biler.

2. Kanar ciblerin har birine molekul ¢akisi malum olan marker-zilallardan ibaret
garisigin 5 mkl-ni daxil edirler.

3. Elektroforez cihazinin uclarini carayan manbayi ila birlagdirirler. Bu zaman nazara
almaq lazimdir ki, Ds-Na birlagdiriimis manfi yiklenmis zllallar musbat elektroda
dogru hearakat edacakler.

4. Elektroforezi avveala 10 mA, bromfenol gdy renglayicisinin gele tam daxil olmasindan
sonra ise, 20 mA cerayan seraitinda aparirlar.

5. Ranglayici (bromfenol gdy) gelin asagi saddina ¢atdiqgdan sonra cerayan manbayini
sondurtrler, gelle sussleri c¢ixarib, araliq qatlari kenarlasdiraraq nazik spatel
vasitasile slUsaleri ehtiyatla ayirirlar. Geli zedslememak Ucln proseduru xdsusi
saligalilikle aparmaq lazimdir. Gelin stsalarden ayriimasi distille suyu gati ile daha
asan bas verir. Spatel vasitasile geli sisalardan ayirirlar.

6. Tadgigatin maqgsadinden asili olaraq geli ya ayrilmis zullallarin nitrosellilozaya
kecirilmasi Ucun istifade edirler (bax is 98), ya da 1 saat arzinde kumassi mavi
ronglayicisi ile ranglayirlor, sonra ise an azi 4-5 saat arzinds rangsizlesdirici
mahlulda bir nece ndvbe ila rangsizlasdirirler. Ranglenma ve rengsizlesdirma
proseslarini mahlullar bir gadar qizdirmagla suratloendirmak olar.

7. Renglanmadan sonra vakuum nasosla qizdiricidan istifade ederak gellori
qurudurlar. Geli hamginin xususi ¢eargiveda sixilmis dializ membrani varaqleri
arasinda yerlagdirmakla qurutmaq olar.

iS 98
IMMUNOBLOTINQ

immunoblotingin ve zilallarin barkfazali immunoferment analizinin asasini eyni
prinsipler toeskil edir. Bark faza gisminds istifads edilen zllallari g/kovalent, lakin
mohkam birlagdiren polimer membranlar mahlulda olan nisanlanmis anticisimciklarla
garsiligh alagaye girirlor. Anticisimciklar antigenlerle qarsiligl tesira girerak bark fazaya
kecirlar, reaksiyaya daxil olmamig anticisim-ciklarin artiq miqdari iss, membranin
yuyulmasi naticasinde kanarlisdirihir. Membranda qalan ve antigen-anticisimcik
kompleksleri ilo assosiasiya olunmus nisan onlari géze gorinan edir. Anticisimciklorin
gitigotu peroksidazasi ile kovalent nisanlanmasi genis istifada olunur. Bu ferment bazi
uzvi substratlari H202-nin igtiraki ile oksidlesdirerak onlari hall olan rengsiz formadan
hall olmayan rengli ve ya lyuminissensiya qgabiliyyatine malik olan formaya kegirirlor.



Muxtalif spesifikli poliklonal ve monoklonal anticisimciklarin istifadasi bir terefden
bir tacriba seraitinde antigen qarisiglarinin keyfiyyat va vesfi muqayisasini, digar
terafden antigenlarin molekul ¢akilarinin teyinini mimkin edir.

Replika — «blotlarin» alinmasi Ugun blotlarin diger spesifikli anticisimciklarle
tokrar istifadasina imkan veran, inert, kifayat gadar méhkem, nitroselliiloz va ya kapron,
masamali membranlar genis istifade olunurlar. Zulallarin gelden membrana daha suratli
ve tam kecirilmasi maqgsadile membrani gel tabagasi ile six birlesdirirlar ve gel tebagasi
boyunca yox, kondslan, yani membran istigamatinde elektroforez aparirlar. Manfi
yuklanmis polipeptidlar gelden membrana kegib, orada yigilirlar.

Anticisimciklarin membranla g/spesifik qarsiligh tesirinin azaldilmasi maqgsadile
replika alindigdan sonra «bloklasdiriima» ve ya «doydurulma» (sulundan istifade
edirler. Membranlar ballast zllalin artiq migdari ilsa, mas. jelatinin 3%-li mahlulu ila
islenilir. ©ksar hallarda anticisimciklarin mahluluna onlarin membranla g/spesifik
garsiligh tesiri azaldan g/ion detergentlar alave edirler. Antigenlerin tayini t¢in istifade
olunan anticisimciklor adatan istehsalgl terafindan nisanlanmig vaziyystde tehciz
edilirler. Belo halda reaksiya iki merhalede aparilir: membran ardicil olarag svvalce
ayrilmaga maruz galan antigenlare qgarsi birincili (mas., si¢can), sonra ise peroksidaza ile
nisanlanmis aksnévli  (sican ig-lerine  qarsi dovsan anticisimcikleri) ikincili
anticisimciklarla iglonilir.

Sican Ig-lerinin agir ve yiingill zencirlerinin blotda immunokimyevi deteksiyasi
(immunoranglenma) sigan ig-e garsi peroksidaza ile nisanlanmis dovsan anticimcikleri
ilo inkubasiya olunmagla yalniz bir marhsleds aparilir. Terkibinds sigan Ig-leri olan
nimunani gels alava edirlor (sak. 33, A) ve reduksiyaedici ve g/reduksiyaedici soraitda
Ds-Na-PAAG-elektroforez aparirlar (yuxarida qgeyd olundugu kimi). Parallel yola
molekul ¢akisi malum
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Sekil 33. Reduksiyaedici ve g/reduksiyaedici seraitde sicanin igG-lerinin analizi.
A. ayrilma Ugun numunalar: sican immunoglobulinleri va molekul ¢akilari malum
olan markerlar; B. elektroforez; C. zulallarin membrana kegiriimasi; D. zilal
replikasinin sican immunogqlobulinlaerine qarsi nisanlanmisg anticisimciklorle



inkubasiyasi; E. sigan immunoglobulinlerinin blotda askarlanmasi; asagidaki
zolaglar gosterilib: 1 — molekul c¢akileri malum olan markerler qarisigi; 2 —
reduksiyaedici seraitds sicanin igG-leri; 3 — g/reduksiyaedici seraitds sicanin igG-
lari.

olan marker-zulallari slave edirlor (sek. 33, A). Keciriimadan sonra markerlara uygun
olan zolaglari gslemls nisanlayirlar. Sigan Ig-lerine qarsi anticisimciklarle blotun
islonilmasi naticasinds (sak. 33, D) si¢an Ig-lerine malik olan niimunada reduksiyaedici
soraitde igG-nin H- ve L- zencirlerine uygun olan molekul c¢akileri 50 kDa ve 25 kDa
olan zolaglar agkar olunmaldir (sek. 33, E). Elektroforez igG molekulunda
zoncirlerarasi disulfid rabitalerin reduksiyasi bas vermayan g/reduksiyaedici soraitda
aparilirsa, bitév igG molekuluna uydun olan molekul ¢akisi 150 kDa-dan artiq olan
zolag askar olunmalidir.

Reaktiv va lavazimat:

¢ Ds-Na-PAAG elektroforez ligiin avadanlig ve reaktivlier (bax is 97)

e ki grafit elektroddan ibaret ve &lcileri PAAG lévhesinden bir gader boyiik olan
«yarimquru» kegirilma Uc¢un elektroforetik kamera

e 300 mA, 10 V rejimi teamin edan carayan manbayi

e Ranglanms va inkubasiya Ugun qapaqgli vannaciq

¢ Nitroselliloz membran (Sigma, ABS, Ne8142)

o Filtr kagizi

e Kecirilma t¢un bufer mahlulu (0,5 | Gg¢ln): (slavaler, 11)

e Kumassi mavi R250 renglayicisinin (Ponseau S, ABS) 5 %-li sirke turgsusunda
0,1%-li mahlulu

e Torkibinda tvin-20 detergenti olan fosfat-duz buferi — FDB-T (NaCl — 8 q;
Na2HPO4:-12H20 — 2,9 q; NaH2PO4-2H20 — 0,2 q; tvin-20 detergenti — 0,05%)

e FDB-T-da jelatinin 3%-li mahlulu (gabaqcadan hazirlanir, qizdirmagla jelatin hall
edilir)

e Qitigotu peroksidazasi ile sican ig-e qarsi dovsan anticisimciklarinin qarisig

e Metanol

e 1-xlor-4-naftol (Sigma, ABS, Ne C 8302)

e Hidrogen peroksidi, 30%-li mahlul

e Qitigotu peroksidazasi uUgun substrat-bufer mahlulu (bilavasite istifadeden savval
hazirlanmalidir; saxlamaq olmaz): (elavalar, 12)

isin gedigi
1. Natrium dodesilsulfatin igtiraki ile poliakrilamid gelda elektroforez.

Birinci marhalada poliakrilamid gelde elektroforez aparirlar (Ds-Na-PAAG, bax is
97) va derhal elektroforezden sonra geldan kegirilma ugun istifads edirlar.

2. Elektroforetik kecirilma.

1. «Yarimquru» Kkegirilma Ugln cihazin Ufugi qurulmus karbon elektrodunun Ustiine
gabagcadan gelin o6lctlarine muvafig olaraq kesilmis ve kecirilma Uglin buferle
isladilmig filtr kagizi qoyulur (sek. 34, A). Filtr kagizini buferls doldurulmus ayrica



gaba salmagla islatmaq daha rahatdir. Filtr kagizlarini ardicil olaraq bir-birinin
Uzarina ele yerlasdirirlor ki, onlarin arasinda hava qovuqcuglari gqalmasin. Cami 6
qgat alinmalidir. Ustdeki kagizi kegirilma (iciin buferls bolluca isladirlar.

2. Derhal bundan sonra kagiz qatinin Gzerine nitroselliloza vearsaqindan vea
elektroforezden sonraki gelden ibarat «sendvici» slave edirlor (sek. 34, B). Bu
zaman hamginin hava qovug-cuglarinin movcud olmamasina nazarat etmak
lazimdir. ©ger qovuqcuglar moévcuddursa, bu halda gelin sethi ila temiz guge
pipetkani diyirlendirarek onlar xaric edilir.

3. Gel kecirilma tc¢un buferle bolluca isladilir va onun lzarine yuxarida gdsterilan kimi
filtr kagizini alti gatla yerlesdirirlor (sek. 34, C). Kagizin ustinu yena de bolluca
isladirlar va ikinci karbon elektrodunu ehtiyatla yerlasdirirlor (sak. 34, D). Cihazin
novinden va (st elektrodun c¢akisinden asili olaraq gel, nitroselliloza ve kagiz
arasinda daha yaxsi kontakta nail olmag maqgsadile kicik ¢oeki dasindan istifada
etmak olar.

4. Elektroforez 1 saat arzinde 10 V gerginlikle aparilir. Polyarliq va keciriima
istigametinin Umumi gqaydalari elektroforetik ayrilmada oldugu kimidir.

3. Nitroselliilozanin ranglanmasi.

1. Kecirilma basa ¢atdiqdan sonra zulal replikasi ile nitrosellilozani distille suyu ila bir
gadar yuyurlar ve 1-5 daqiga arzinds qirmizi ranglayici ile ranglayirler. (sak. 35, A).
Bu renglanma mdhkam deyil ve nitroselliloza su ile yuyuldugda asanligla itir.

2. Rengin artigini distille suyunun bir nece porsiyasi ile yuyurlar. Blotda zulal
zolaglarinin emala galmasindan sonra nitroselliloza veragini temiz satha (teflon
varagina va ya nem slsa lovhasina) yerlasdirirlar ve yumsaq qgrifel galemi vasitasila
molekul ¢akilasi malum olan markerlarin yerlarini geyd edirler (sok. 35, B). Rangin
artigini distille suyu ila yuyurlar. Kecirilmanin tam olub-olmamasini yoxlamaq
magsadile kecirilmadan sonra galan geli har hansi zilal ranglayicisi ila, mas.
kummasi R250 ranglayicisi ile renglayirler (bax is 97).
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Sokil 34. Zulallarin poliakrilamid geldan kicikmasamali membrana elektroforetik
kecirilmasi. A. «yarimquru» elektroforetik kecirilma Gg¢ln cihazin alt
elektrodundaki nem filtr kagizlari  Uzerine nitroselliloz  membranin
yerlagdiriimasi; B. gelin nitroselliloz membranin sathina yerlesdiriimasi; C. gelin
sethine nam filtr kagizinin yerlaesdirilmasi; D. ust elektrodun nem filtr kagizlardan
ibaret gqatin Uzerine yerlosdiriimasi.

Sakil 35. Nitroselliloz membranda zulallarin immunokimyavi deteksiyasi. A.
girmizi renglayici ila nitroselliloz membranin ranglanmasi; B. molekul ¢akilori
malum olan markerlarin yerlarinin nisanlanmasi; C. anticisimciklarle inkubasiya;
D. anticisimciklarle assosiasiya olunmus nisanin agkarlanmasi.

4. immunoranglanmea.

1. Replikani 1 saat muddatine daimi garisdirmagla bloklasdirici mahlula (jelatinin FDB-
T-do 3%-li mahlulu) yerlosdirirlor.

2. FDB-T il t¢ ndvba ile, har névba 5 dagiga olmagla, yuyurlar.

3. Qitigotu peroksidazasi ile nigsanlanmis anticisimciklerin FDB-T-de mahlulu ils 1
saatdan 12 saata gadsr miiddat arzinds inkubasiya edirler (sek. 35, C). iglanilmea
soraiti anticisimciklarin keyfiyyatindan, onlarin gatihdindan, replikada antigenin
migdarindan asili olaraq dayisile bilar ve tecribi yolla muayyanlagdirilir. Bundan
basqa, islenilma seraiti hamgcinin peroksidaza substratinin seciminden de asilidir.
Bela ki, mas., Amersham firmasinin (ECL yigimi) lyuminissensiya edan substratinin
istifade olundugu halda 1-xlor-4-naftolla aparilan islenilmays nisbaten nisanlanmis
anticisimciklarin gatihgr daha asagi, yuyulma vaxti daha uzun, reaktivlerin tamizlik
daracasina olan talebat daha yiksak olmalidir, lakin bu halda Usulun daha yuksak
hassasligi alds olunur.



4. Anticisimciklari daimi gangdiraraqg FDB-T ile 5 dafe yuyurlar. Yuyulma muaddati 1
saatdan az olmamalidir.

5. Replikani 1-xlor-4-naftol mahlulu ile agkarlayirlar (sek. 35, D) ve ya bu magsadla
Amersham firmasinin ECL yigimindan istifade edirler (istehsalginin gosterislori
yigima slave olunur). 1-xlor-4-naftolun peroksidaza ile oksidlasma mahsulunun gara-
goy ran-glenmis zolaqglarinin amala galmasindan sonra, replikani su ils yuyurlar.

6. Substrat gisminda 1-xlor-4-naftoldan istifads edilmasi halinda renglenmis replikanin
soklini ¢gakmak ve ya har hansi digar lsulla (kserokopiya, kompyuter skanerlanmasi
vasitasile) sanadlagdiriimasi maqsadauygundur, ¢inki mahsulun gara-goy rengi vaxt
kecdikca solur. ECL yigiminin istifadasi ile rentgen plyonkada fiksa edilmis ayriima
sokli bir replikadan bir neca defe alina biler ve uzun muddeat saxlanila biler.
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VIl BOLM8Y® AiD SUALLAR

immunoglobulin molekullarinin qurulusunu izah edin.

Zulallarin duzlagdirilma yolu ile fraksiyalara ayrilmasini nece aparirlar?
Xromatoqrafiya tsulunun asas prinsipleri.

immunoglobulinlerin  ayrilmasi  maeqgsedile  xromatoqgrafik  Gsulun  hansi
variantlarindan istifada etmak olar? Onlari saciyyalandirin.

Immunoglobulinlerin proteolitik pargalanmasi vasitasile nayi tadgiq etmak olar?
Gel-filtrasiya tUsulunun prinsipleri.

Elektroforez tGsulunun prinsipini izah edin.

immunoglobulinlerin  ayriimasi  megsedile  aparilan  elektroforez  hansi
marhalalerden ibaratdir? Onlari saciyyalendirin.

Immunoblottlnq usulunun Prinsipi nadan ibaratdir?

10.immunoblotingden immunoloji tedgigatlarda hansi magsadls istifade etmak olar?



BiOKIMYA BOHSIN® AID
OLAVOLOR

. Formol garisiq - 0,5 | formaline 10 ml 2 sayl isde hazirlanmis fenolftalein tokib
tzarina 0,1-0,2 N NaOH mahlulunu damla-damla zaif cahrayi reng alana gadar slave
edilir. NaOH-1 100-200 mq galavini 1 | suda hall etmakle hazirlayirlar. 2 sayli is Uclun
hazirlanan 0,4 %-li gelavini ds istifade etmak olar. Bu halda NaOH ¢ox sarf olunacag.
. Zulal mehlulu - toyuq yumurtasi taxminan 88 % su, 1 % kar-bohidrat, 0,5 % mineral
maddsaler, 10, 5 % zulaldan ibarstdir. Bu ragamlari naezara alsaq yumurta zilalinin
duru-lasdiriimamis mahlulunu 10 %-li hesab etmak olar. Hemin mahlulun hacmindan
5 defe cox distille suyu ile yumurta zulalini qarisdirib ikigat, su ile isladiimis tanzifden
suzmakla 1 %-li aloumin mahlulu alariq. Yumurta globulini ise tenzifde qalir. Zulal
mahlulunun gisman uzun muddat galmasi dctin 100 ml 1 %-li mahlula 50 ml doymus
duz mahlulu (NaCl) slave etmak olar. Mahlul soyuducuda saxlanilir.

. 1 %-li albumin - texniki tarezide 25 q bugda unu ¢akib onu 100 ml distille suyunda
yaxsl garisdirmaq, arabir ¢alxalamaq ve 1,5 saatdan sonra mahlulun Ust soffaf
hissesini goturub onu stizmakla 1 %-li bitki albulini mahlulunu alariq.

. 2 %-li natrium hipobromid (NaOBr) - 30 g NaOH 100 ml suda hall edilir. Mahlul tam
soyudugdan sonra sorucu skafda ehtiyatla oraya 3 ml tamiz brom tokultr. Mahlulu
yaxsica garisdirib qara kagiza bukilmis gabda sorucu skafda ve ya soyuducuda 1
aya yaxin saxlamagq olar.

. Fol reaktivi - 10 g NaOH 90 ml suda hall edilir (I) 2,5 g qurgusun asetat
[Pb(CH3COO2] 95 ml isti suda hall edilir (Il). Bilavasits is aparilan zaman Il mahlulun
1 hacmini | mahlulun 2 hacmi ile qarigdirmaq lazimdir. Bu zaman ¢okuntu alinir.
Cokuntina 10 %-li NaOH-in artig migdari ile hall etdikden sonra reaksiyani aparmaq
olar. Alinan fol reaktivi Na2PbO:2 (natrium plyumbitin) galavi mahluludur.

. 1 g jelatin Gzarine 90 ml su tdkub bir nece saat ve ya sehare gadar jelatinin sismasini
g6zlamak lazimdir. Onu su hamaminda qizdirmagla hall edirlar.

. 90 ml gati NaCl (xlorid tursusu) ile 10 ml xususi ¢okisi 1,685 olan fosfor tursusunu
ehtiyatla qarisdirmaqgla 9:1 nisbatda garisiq alinir.

. 40 %-Ii formaldehid preparati - formalin adlanir (H2C=0). Bir hisse formalin 39 hissa
distille suyu ila yaxsi qarisdiriidiqgda 1 %-li formaldehid mahlulu alinir.

. Qlioksil tursusu preparati almaq Ugtin avvalca 10 q quzuqulag! tursusunu 100 ml
suda hall etmakla onun gati mahlulu hazirlanir. Mshlulu 0° S-a gader soyudurlar.
Sonra 2 q doyulmis narin magneziumu (Mg) bir gadar su ile isladib 50 ml soyuq,
doymus quzuqulagr tursusu ile qarisdirihr. Bu zaman quzuqulagi turgusunun
maqgnezium duzu cokur. ¢okuntinud ayirib filtrati gotlriar ve onu 1-2 ml sirka tursusu
ile tursulasdirirlar. Alinan mahlulun hacmi 200 ml-a gatdirilir. Preparati soyuducuda
saxlamaq lazimdir.

10. Diazoreaktiv, Pauli reaktivi - 2 mahluldan ibaratdir.

1) HCl-da hazirlanmig sulfanil tursusu 450 mq sulfanil tursusunu 5 ml qati HCI -da
hall edib hacmini su ile 50 ml-a ¢atdirmali. Mahlul davamiidir.

2) 5 g NaNO:2 (natrium nitrit) 95 ml suda hall edilir. Bu mahlulu ig gunu hazirlayirlar.
isden gabag 1 ve 2-ci mehlulu 15 degige buzda saxlamaq lazimdir. Ayrica
goturulmus 100 ml-lik 6lgu kolbasini soyudub oraya 0,3 ml 1-ci mahlul (sulfanil
tursusu) va 5 ml 2-ci mahlul (NaNO32) gotirtb Ol¢i kolbasini 5-10 dagige buza
yerlosdirmali. Kolbaya bir daha 1,2 ml 2-ci mahluldan elave edib soyuq distille



suyu ile hacmi 100 ml-e catdirmali. is zamani mehlul buzda olmalidir ve o bir
sutka arzinds yararli ola bilar.

11. Milion reaktivi - istiye davamli kolbaya ¢aki hesabi ila bir hisse cive vs iki hisse azot
tursusu (HNO3) goéturib soyuq seraitds onlari hall etmak ve prosesin sonunda
reaksion garisigi su hamaminda (37°-40°C) tam hall olana gadaer qizdirmagla alinan
HgNOs hacmin iki migdari gadar su ila durulasdirilir. Bir geder sonra ¢okuntinu
garigsdirmamagq sartile saffaf hissani digar gaba bosaldib iglatmak olar.

12. 0,5 g fenolftalein kimyavi stekana kecirilir vo hacmi 100 ml-a ¢atana gadaer Uzarina
etil spirti tokular. Bir gadar qizdirilir va hazir indikator xtsusi indikator gqabina tokalur.
indikator tixac vasitesile igerisine rezin borulu kicik pipetka kegcirilmis gaba da tdkiile
biler.

13. Universal indikator - 500 ml etanolda 0,1 q géy bromtimol, 0,1 g metil qirmizi, 0,1 q
o-naftolftalein, 0,1 g timolftalein ve 0,1 g fenolftalein hall edilir.

14. Doymus NaCl mehlulu - 30 g NaCl 100 ml suda hall edilir vo 10 %-li NaOH-la
¢Okdurdlur. Bu yolla alinmis doymus mahlulda hazirlanan 1 %-li nisasta uzun middat
galir.

15. Duzlagdirma reaksiyalari Ucin zulal mahlulu - 3 yumurta zilalini 700 ml su 300 ml
doymus NaCl mahlulu ile garisdirib bir negs gat tanzifden siizmak lazimdir.

16. Molibden reaktivi - 7,5 g ammonium-molibdenati 100 ml suda hall edib xUsusi ¢akisi
1,2 olan 32 %-li 100 ml HNO3-U Uzasrine slave etmali, HNO3 slava edildikden sonra
ammonium-molibdenat tamam hall olur.

17. 1 %-Ii nigsasta - az miqdarda (5 ml) distille suyunda 1 g nigsastani qarisdirib tazaca
gaynara dusmuis 95-100 ml suya toke-tbke slsa cubugla nisastanin su ile
garismasini tamin etmak lazimdir. Sonra darhal gaynayan kimyavi stekani kanara
goyurlar.

18. Lyuqol reaktivi - 2,5 g kalium yodu (KJ) 30 ml suda hall edib oraya 1 q kristallik yod
alave edirik. Mahlulu gqarisdirmagla J-u hall edib onun hacmini 100 ml-e ¢atdirmali.
19. Sud-asetat qarigigr -evvalce asetat buferi hazirlanir: a) 1 | suya 40 g NaOH hesabi
ile lazimi migdarda 1 normal galavi mahlulu hazirlamali; b) 1 | suya 57,2 ml buzlu
sirka tursusu hesabina uygun lazimi miqdarda 1 normal sirka tursusu hazirlamall.
pH-1 4,7 olan bufer mahlulunu almag tcin 50 ml a, 96,8 ml b, mahlulunu qgarisdirib
hacmi 0,5 I-e ¢atdirmali. 35-ci isde nazearda tutulan pH-i1 5,0 olan bufer mahlulunu
almaq tcun 5 ml a mahlulunu 7,34 ml b mahlulu ile qarisdiriib hacmi 50 ml-a
catdirilir. Sud-asetat qarigigini almaqg ucin ise pH-1 5,0 olan mahlulun (bufer) eyni

migdari hamin miqdar sudle garisdirilir.

20. pH-1 4,6 olan asetat buferi hazirlamaq tucun 480 ml 0,2 N natrium asetat ve 520 ml
0,2 N sirka tursusunu garisdirmaq lazimdir.

21. 2%-li naftorezorsin (spirtde) 2 q kristallik naftorezorsini 100 ml 96 %-li etanolda hall
edib tind rengli gabda saxlamaq lazimdir.

22. Selivanov reaktivi - 50 ml gati HCI -u 50 ml distills suyu vasitasile durulasdirib orada
100 mq kristallik rezorsini hall etmakls alinir.

23. Feling 1l mayesi - 200 g seqgnet duzu ve 150 g NaOH oda davamli litrlik cini gabda
gangdiriib distille suyunu tadricen slave edarak butun kutle hall edilir. Mahlul
soyudulur va hacmi 1 litra su ile ¢atdirilir.

24. Nilander reaktivi - 2 q Bi(OH)2NOs ve 4 g seqnet duzu gaynar su hamami vasitssila
10 %-li NaOH mahlulunda hall edilir. Mahlulu soyudub cokintiden ayirmaqg ucln
suzurler.

25. Lyugol reaktivi - 100 ml suda svvelca 20 q KJ, sonra ise 10 q kristallik Iz hall edilir.
Alinan mahluldan is zamani (nigasta ile isladikds) muivafig migdar 5 dafs su ile
durulagdirilir.

26. Madas siresi (normal) - 1,7 | suya 37 g NaCl , 7 ml gati HCI, 2 ml gati sud tursusu va
12 q pepton goturulir. Madae sirasini bele de hazirlamaq olar. Madanin selikli gisasini



37°C temperaturlu fizioloji mahlulla yuyub st masinindan kecirdikden sonra (izerina
alinan hacma uygun 0,4 %-li HCI tokuruk. Bir sutkadan sonra mahlul gath kagiz
filtrdan sUzullr. Satisda olan pepsin preparatindan da istifade etmak olar. Bunun
dcin preparatin 1 g-1 110,2 %-li HCI-da hall edilir va bir nece saatdan sonra stzulir.

27. Hiposulfit - fiksanaldan hazirlanir (0,1 N) fiksanal olmadiqda ¢aki tsulu il 0,1 N (bazi
halda is tGcun 0,005 N hiposulfit alveriglidir). Hiposulfit hazirlayib is zamani har dafa
titri KJOs-la yoxlanilir. Bunun tcun 0,3567 q tam qurudulmus KJOs analitik tarezids
cokilib 2 litrlik dlgl kolbasinda iki defe qovulmus distille suyu ile (bidistillyat) hall
edilir, 0,005 N KJOs alinir. Kolbanin hacmi 2 litra ¢atdirilir. Hiposulfitin titrini yoxlamaq
dcin 2 ml KJOs mahluluna 2 ml 3 %-li 3 gat xlorsinkyod mahlulu slava edilir (27 A)
sonra 2 damla 1 %-li nigasta slave etdikda J2 ayrilir. Ayrilan J2 hiposulfitls titrlenir.

27. A. Xlorsinkyod 3 gat mahlulu. 50 q sink sulfat ve 250 q NaCl 1 litrlik kolbada hall

edilir, su ile ol¢lya catdirilir ve suzulir. Mahlulu isledarkan alinmis hecmda 2,5 q KJ
hall edilir.

28. Standart tiamin mahlulu - 10 mq tiamin 50 ml 0,1 N HCI -da hall edilib garisdirilir.
Homin mahlulla 100 ml-a c¢atdiriir. 100 mkg/ml igladildikds yuxaridaki asas
mahluldan 10 ml gétirib 0,1 N HCI -la 100 ml-a ¢atdirilir (10 mkg/ml).

29. pH-1 6,0 va 8,3 olan su ile doydurulmus fenol - har 100 ml teza qovulmus, rangsiz,
milayim fenola 25 ml su slave edib itmayan bulaniq emale galana qader ¢alxalamali.
pH=6,0 almaq tcun 50 ml fenol Gizerine 0,1 ml 2 N KOH (11,2 q KOH-I suda hall edib
hacmini 100 ml-a ¢atdirmali); pH=8,3 almaq tcln ise 50 ml fenola 7,5 ml 2 N KOH
alave etmali.

30. NaCl — (natrium xlorid) 5,0 M; 4,0 M; 0,14 M; 5 %; 0,1 M; muvafiq olaraq 29,25 q;
24,2 qg; 830 mq; 5,0 g; 585 mq NaCl 100 ml-lik 6lgu kolbasinda hall edilib hacmi su ila
Olclys catdirilir.

31. Terkibinds 1 I-de 0,05 M kalium sitrat olan 0,14 M NaCl - 1,53 g susuz kalium sitrat
100 ml 6lct kolbasinda 0,14 M NaCl -da hall edilib hamin mahlulla (NaCl) élctya
catdirilir.

32. pH-1 8,3 olan 1 |-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 dl¢lya
catdirilir.

33.0,15 M NacCl , 0,15 M CeHsNazO7 -2H-0 (natrium sitrat), 0,01 M NazH2C1oH12> OgN>
(EDTA - natrium etilen diamino-tetraasetat) - 336 mqg-0,336 q EDTA 100 ml-lik 6lcl
kol-basinda pH giymatina nazarat etmakle hall edilir, pH 8,0-a ¢atdirilir, sonra hamin
hacmds 0,877 g NaCl ve 4,411 g natrium sitrati hall edib, mahlulun hamini 100 ml-a
catdirmali.

34. Xloroform:izoamil spirti 24:1 - xloroformun (CHClIs) har 24 ml-na 1 ml izoamilspirti -
(CH3)2-CH-CH2-CH20H slave edib qarisigi yaxsi qarisdirmaq ve taze halda istifada
etmak lazimdir (cox galdigda mahlullar ayrilir).

35. Etanol:efir 1:1 - etil spirtinin (etanol) har 10 ml-na (C2HsOH- 96 %-li) 10 ml dietil efiri
(C2Hs0C2Hs) tokub yaxsi garisdirmali.

36. 70 %-li etil spirti - 96 %-li etanolun har 70 ml-na 26 ml su tokmakls alinir.

37. Xlor tursusu (HCIO4) 2 %, 5 %, 20 %, 57%, 0,5 N mahlullari - gati xlor tursusundan
(p=1,67) 66,77 %-li

2% -1,7 ml HCIO4 +97 ml su

5% -4,3mlHCIO4 +93 ml su
20% - 17 ml HCIO4 +71,5 ml su

57 % - 45,9 ml HCIO4 +18,3 ml su



0,5N -0,23 ml HCIO4 + su - 10 ml-a ¢atdirmal..

38.1,0N; 0,5N; 0,01 N; 0,4 %, 1,0 %, 10 %-li NaOH 1,0 N 4,0 q
NaOH-1 suda hall edib - 100 ml-a ¢atdirmali.

0,5 N - 2,0 g NaOH-1 suda hall edib 100 ml-a ¢atdirmali.
0,01 N - 40 mg NaOH-1 suda hall edib 100 ml-a ¢atdirmali.
0,4 % - 400 mg NaOH 100 ml suda hall edilir.

1%-1,0g NaOH + 99 ml su.

10 % - 10,0 g NaOH + 90 ml su.

30.1,0 N 50 N KOH - 1 N - 56 KOH 100 ml-lik kolbada hall edilib su ile dl¢iys
catdiriir. 5,0 N - 28,0 g KOH - 100 ml-lik kolbada hall edilib su ile dl¢lys ¢atdirilir.

40. Natrium dodesilsulfat - CHz-(CH2)110S0OsNa 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 litra gatdirilir (ve ya 5,85
g NaCl - 100 ml-a gatdirilir).

42. Difenilamin reaktivi (Dise reaktivi) - spirtden iki dafe yeniden kristallasdiriimis 500 mq
difenilamin, 50 ml buzlu sirka tursusunda tam hall edildikdan sonra oraya 1,4 ml gati
sirka tursusu alava edilir.

43. 20 %-li sirke tursusunda doymus NaCl mehlulu - 20 ml gati sirke tursusu (99,9 %)
80 ml su ila gansdirilib mahlul doyana gadar orada NaCl hisse-hisse hall edilir.

44. Orsin reaktivi - 50 ml 30 %-li HCI-da (har 10 ml gati HCl-a 1,6 ml su tékmakle - yoni
50 ml tictin 8,0 ml su) 100 mq orsini hall edib oraya 50 mq FeCls (xlorlu demir) alave

edilir.

45. pH-1 4,5 olan buzlu sirks tursulu 50 %-Ili etanol. Har 50 ml 96 %-li etil spirtine 46 ml
su tokub pH-1 sirka tursusu vasitasile pH-metrle nazarst seraitinds 4,5-2 ¢atdirmali.
46. 3:1 nisbstinde etanol, dietil efiri - 96 %-Ii etil spirtinin har 30 ml-ne 10 ml dietil efiri

alave edib, yaxsl garisdirmagla alinir.
47. 1 %-li natrium sitrat (icqatevezedilmig) - 1 q natrium sitrat 99 ml suda hall edilir.



IMMUNOLOGIYA BOHSIN® AiD
OLAVOLOR

1. Bufer mahlullan: tarkibi ve hazirlanmasi.
- Fosfat bufer mahlulu (FBM): 0,1M; pH 7,4
NaCl -8 q; NaCl -8 q;
NazHPO4:-12H20 — 2,8 g; Naz2HPO4:12H20 — 2,9 q;
KH2PO4 - 0,2 q; NaH2PO4 - 0,2 q;
KCl-0,2 q.

1 | distille suyunda hall edirlar. Bufer mahlulunun 1 I-na 0,5 ml tvin 20 (hacma gotra
0,05%) slave edirlor.

- Karbonat-bikarbonat bufer mahlulu (KBM):0,2M; pH 9,5
Na2COs — 21,2 g 1 | distille suyunda hall olunur;
NaHCOs — 16,8 g 1 | distille suyunda hall olunur.

Sensibilizasiya ucin 4 ml karbonat mahlulunu va 8,5 ml bikarbonat mahlulunu
garisdirirlar ve alinmis mahlulun hacmini distille suyu ile 50 ml-e gader catdirirlar; pH-i
yoxlayirlar ve ehtiyac duyuldugda lazimi giymata gader gatdirirlar.

1 | natrium bikarbonat mahluluna Na2COs mahlulunu alave edirlar va pH-1 9,5-8 gadar
catdirirlar.

- Sitrat (substrat) bufer mahlulu: 0,15M; pH 5,0
A mahlulu — Na2HPO4-12H20, 35,8 g/l;
B mahlulu — limon tursusu, 21,09 g/l.

5,5 ml A mahluluna 5 ml B mahlulu va 10 ml su alave edirlor.

2. Substrat qanisigi (bilavasite istifadedan avval hazirlanmalidir): 10 ml sitrat buferinde
3,4 mkq orto-fenilendiamindihidroxloridi (OFD) hall edirler vo 5 mkl 30%-Ii hidrogen
peroksidi mahlulunu H20:2 alave edirlar.

3. Rangli fermentativ reaksiyani dayandiran mahlul — H2SO4 (2mol/l): 177,8 ml suya
ehtiyatla 22,2 ml qati sulfat tursusu alave etmak lazimdir.

4. Ammonium sulfatin doymus mahlulu (gabaqcadan hazirlanir, 1 | qizdiriimis distilla
suyunda 1 kg-dan az olmamaq serti ile (NH4)2SO4 hall edirler, soyudurlar va pH-I
neytral giymaetlare gqadar ¢atdirirlar).



5. Fosfat-duz bufer mahlulunun hazirlanmasi (FDB).
1. 8g NaCl, 2,9 q Na2HPO4-12H20, 0,2 g NaH2P04-2H20 1 | distille suda hall edirlar.
2. Ehtiyac duyuldugda tvin-20 g/ion detergentini 0,5 %-a qader alave edirlar.

3. Ehtiyac duyuldugda jelatini 3%-o gader olave edirlor va su hamaminda
gizdirmagqla hall edirler.

6. Tris-HCI bufer mahlullarinin hazirlanmasi.

1. 1M tris mahlulunu hazirlayirlar: 121 q tris(hidroksietil) aminometani 500 ml
distille suda hall edirlar.

2. 1M HCI maehlulu vasitesile pH-metrin nazarsti ile pH-1 lazim olan noqteys
catdirirlar.

3. Tris-HCI-un hacmini 1 |- gadar c¢atdirirlar.

4. Bilavasite istifadeden qabaq qatihdi distille suyu ile miayyan qiymate
catdirirlar.

5. Ehtiyac duyuldugda molyarligin miayyan giymatina ¢atdirmaq magsadile NaCl
alave edirlar.

7. Natrium-fosfat bufer mahlullarinin hazirlanmasi.

1. 100 mM NazHPO4:12H20 mahlulunu hazirlayirlar: 1 | distille suda 35,8 q duz
hall edirlor.

2. 100 mM NaH2PO4:2H20 mahlulunu hazirlayirlar: 1 | distille suda 15,6 q duz
hall edirlar.

3. 100 mM NazHPO4:12H20 ve NaH2P04-2H20 msahlullarini garigdiraraq pH-
metrin nazarati ile pH-1 miayyan giymata catdirirlar.

8. Sitrat bufer mahlulunun hazirlanmasi (pH 3,5).

1. 100 mM limon tursusu mahlulunu hazirlayirlar: 1 | distille suda 21,01 q tursu
hall edirlor.

2. 100 mM Na2HPO4-12H20 mahlulunu hazirlayirlar: 1 | distille suda 35,8 g duz
hall edirlar.

3. 100 mM limon tursusu mahluluna 100 mM NazHPO4-12H20 mahlulunu slava
etmakla pH-1 3,5-a ¢atdirirlar.

9. kumassi mavi R250 mahlulu (Sigma, ABS, Ne B 7920) — (0,1%-li kumassi mavi,
40%-li etanol, 10%-li sirke tursusu, mahlullar distille suyunda hazirlanir);

10. saffaflagdirici mahlul — 12%-li etanol, 7%-li sirka turgusu, mahlullar distille suyunda
hazirlanir.

11. Kegirilma tg¢un bufer mahlulu (0,5 I Ggun):

-tris—2,91 q;



- glisin — 1,465 q;
- natrium dodesilsulfat — 0,1875 q;
- metanol — 100 ml.

12. Qitigotu peroksidazasi ug¢lin substrat-bufer mahlulu (bilavasits istifadedan avval
hazirlanmalidir; saxlamaq olmaz):

1. 18 mq 1-xlor-4-naftolu 1 ml metanolda hall edirlar;
2. FDB slava edarak 24 ml-a gadar ¢atdirirlar;
3. 50 mkKl hidrogen peroksidi alava edirler.
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Cadvsal 10

Felung mahlulu ktomayula wakarlarun hacmcea taynnu

0,1N
Na,S,03-un mus, glukoza, fruktoza, galaktoza, mannoza, arabunoza. ksuloza, ramnoza,
hacmu, mg- la mq mq mq mq mq mq mq

ml -la
1 6,4 3,2 31 3,2 3,2 3,6 34 | 31 3,2 3,0 3,0 3,1 3,2 3,2 3,3
2 12,7 6,3 3,1 64 33 7,0 34 ( 63 3,2 6,0 3,2 6,3 3,2 6,5 34
3 19,1 9,4 3,2 9,7 33 (1104 36 9,5 3,3 9,2 31 9,5 3,3 9,9 34
4 25,4 12,6 33 | 130 34| 140 35| 128 133|123 32 (128 33 (133 35
5 32,8 159 33 | 164 36| 175 36| 161 3,3 | 155 32 (161 33 (168 34
6 38,12 | 19,2 3,2 | 200 3,7 |21,1 36| 194 34 | 187 32 (194 34 202 35
7 44,5 22,4 3,2 | 23,7 37 |247 36228 34 (219 33228 34237 35
8 50,9 256 331|274 37 |283 37|22 34 |25,2 341|262 341|272 36
9 57,3 289 34318 38 (320 37 (296 34 (286 34| 296 34308 36
10 63,6 323 34 (349 38 (357 37330 35320 34330 35344 36
11 70,0 387 33 (387 37394 37365 35354 34365 35380 36
12 76,3 390 34 (424 38 (431 3,7 |400 35388 34 |400 35| 416 3,6




13 82,7 42,2 3,4 | 46,2 3,8 | 46,8 3,7 | 43,5 3,5 42,2 3,4 53,5 3,5 | 45,2 3,6
Cadvsal 10-yn ardbl
0,1N
Na,S,0s3-uyn mus, glukoza, fruktoza, galaktoza, mannoza, arabunoza, ksuloza, ramnoza,
hacmu, mg- la mq mq mq mq mq mq mq
ml -Ia
14 89,1 45,8 50,0 50,5 47,0 45,6 47,0 48,8 3,6
54,3
15 95,4 49,3 3,5 | 53,7 3,7 381|506 36 |470 34 (506 361|524 36
58,1
16 101,8 52,8 3,5 57,5 3,8 3,8 54,2 3,6 524 3,4 54,2 3,6 56,0 3,8
61,9 3,4
17 108,1 56,4 3,5 61,2 3,7 3,8 57,9 3,7 55,8 57,9 3,7 59,8 3,7
65,7 3,7 3,4
18 114,4 59,8 3,5 60,0 3,8 3,8 62,6 59,3 62,6 3,7 63,5 3,8
69,6 3,7 3,5
19 120,8 | 63,3 3,55 | 68,7 3,7 3,9 | 65,3 62,6 653 3,7 | 67,3 3,7
73,4 3,9 3,6
20 1272 [ 66,9 3,6 | 72,4 3,7 3,9 | 69,2 66,5 69,2 39 (71,0 3,8
77,2 3,9 3,6
21 133,5 70,7 3,8 76,2 3,8 3,8 |1 713 70,2 73,1 3,9 74,8 3,8
81,2 3,9 3,7
22 139,8 74,5 3,8 80,1 3,9 4,0 | 77,0 74,0 77,0 3,9 78,6 3,8
85,1 4,0 3,8
23 146,2 785 4,0 84,0 3,9 3,9 | 81,0 77,9 81,0 4,0 | 824 3,8
89,0 4,0 3,9
24 152,6 | 82,6 4,1 | 878 3,8 3,9 | 85,0 81,8 850 4,0 | 8,2 3,8
91,7 93,0 4,0 3,9
25 159,0 | 86,6 4,0 3,9 4,0 | 89,0 85,7 89,0 4,0 - -







