


1. Hafta: Giris ve Bilimsel notasyon

Bilim insanlar1 ¢cogu zaman ¢ok biiyiik veya ¢ok kiigiik yapilarla ugrasirlar. Or. Bizler gibi biyolojik
bilimlerle ugrasan insanlar metrenin milyonda biri olan hiicrelerle ugrasirken, bir astronum genellikle
milyar yildiz veya milyarlarca 151k yili uzaktaki bir gok cisminden bahseder. Kisaca, bilim adamlar1 hem
cok biiyiik ve hem de ¢ok kiigiik rakamlarla ugrasmak zorundadirlar.

Bu nedenle bilim adamlar1 bdyle rakamlar1 “bilimsel notasyon” denen bir diizenleme ile gosterirler.
Boylece, yazilmasi ve islem yapilmasi zor rakamlar daha kolay bir kullanima kavusturulur

Bilim adamlar1 ¢ogu zaman ¢ok kiiciik veya ¢ok biiylik sayilarla ¢alismak zorundadirlar. Bu nedenle,
rakamlarin daha anlasilir formalara donistiiriilerek ifade edilmesi gerekir. Bunun i¢in bilim adamlar1 bu
cok biiyiik veya cok kiigiik rakamlar iislii sekilde gdstermeyi tercih ederler. Orn., 300,000,000 m/saniye.
Bildiginiz gibi bu 1s13m yaklasik hizidir. Ancak, bilim adamlari, bu degeri 3 * 10° m/saniye olarak
gostermeyi tercih ederler. Bir bagka 6rnek, 6,000,000,000 baz cifti. Bu insan hiicresindeki 46 kromozomu
yapan toplam baz ¢ifiti (A-T, G-C) sayisidir ve bilimsel notasyonda 6 » 10° baz ¢ifti olarak ifade edilir.
Yine, 0.0000001 M hidrojen iyonu. Bu saf udaki hidrojen iyonu konantrasyonu olup 1 * 107 M olarak
ifade edilir. Daha yaygin bir 6rnek olarak Avagadro sayisin1 602,000,000,000,000,000,000,000 verebiliriz.
Bu saymnin bilimsel notasyonu basitge 6.02(10)* seklindedir. Bir bardak suyun (yaklasik 250 ml) bundan
10 kat daha fazla molekiil i¢erdigini diistiniirsek, bu rakamin bu baglamda 0 kadar da biiyiik olmadigin
goriiriiz. Ancak, her biri 1 mm kalinhiginda olan demir paralardan 6.02(10)* dik olarak arka arkaya
dizdigimizde bir bagindan diger basa gitmenin yaklagik 150,000 1s1k yil1 alacagini hesapladigimizda ise bu
rakamm oldukg¢a biiyiik oldugu ortaya cikar. Tim evrende 10% adet molekiil bulundugu kabul

yilda saniye hiz1 ile siirekli say1 sayarsak en fazla kaca kadar sayabilecegimizi bir diisiiniin! 20 dakikada
bir boliinen bir bakteri uygun ortamda 24 saatte kag bakteriye ¢ogalir?

Diger bir deyimle bilimsel notasyon ondalik bir saymin en az 1 ve 10’dan kii¢iik bir saymin 10 Gstlii bir
say1 ile carpimidir. Ornegin, asagidaki sayilarin hepsi esasen ayni seyi ifade eder:

541.312
54.1312 x 10*
5.41312 x 10°
0.541312 x 10°
0.0541312 x 10*

Her birinde ondalik kismu bir geriye ¢ektik ve 10 tissiinii ise 1 biiyiittiik. Ancak, burada tercih edilen
gosterim sekli 5.41312 x 10?’ dur.

Ornegin, 11,000,000,000,000 ila 0.00000000003’ii ¢arptiginz1 diisiinelim. Bu rakamlarin bu sekilde
yazilarak ¢atpilmasi hesap makinesinda bile zaman alacak ve dikkatsiz bir giris sonucun hatali olmasina
sebep olacaktir. Halbuki, bu sayilar1 6nce bilimsel notasyona ¢evirir daha sonra biri biri ile ¢arparsak,
islemi kisaltmig ve ayn1 zamanda dogru yapmis oluruz. Burada, ilk sayida birden sonra 13 basamak
oldugundan 1.1 x 1013 seklinde, ikinci sayida ise kesirden sonra 11 basamak oldugundan 3 x 10
seklinde belirtebiliriz. Bu iki rakamin ¢arpimu ise 3.3 x 10° olacaktir.

Kesirli sayilarin uygun ifadesi

0.341 i¢in en yakin onluk ifadesi 0.3 iken, bu sayinin en yakin yiizliik ifadesi 0.34 olacaktir. 0.346 igin ise
en yakin yiizliik ifadesi 0.35 olacaktir. 0.362 ¢in en yakin onluk ifadesi ise 0.4 olacaktir.



Ondalik kesirlerde, kesirden sonraki rakamlarin énemi

0.3451 sayisinda ondalik kesirden sonra 4 rakam vardir. Bu rakam 0.345 olarak ifade edilebilecegi gibi
0.35 olarak da gosterilebilir. ihmal edilen kistm 0.3451%in % 2’sinden azdir ki bu da istatiksel bir degere
sahip degildir.

Or.

1=10% 10=1 - 10% 100=1 - 10%; 1000= 1 - 10% 1,000,000,000= 1. 10°; 125,000,000= 1.25 - 10® seklinde
ifade edilebilir. Boylece ¢ok biiylik sayilar daha kabul edilebilir bir formda yazilabilir.

Benzer sekilde,

0.1=10" 0.01=1- 107% 0.001= 1- 10™*; 0.000000001= 1- 107%; 0.0000000125 = 1.25. 10™* seklinde ifade
edileblir.

10 ayn1 zamanda 1/ 10° seklinde yazilabilir

Bilimsel notasyonda tislii sayilarin ¢arpimi: ‘(N -10%) (M - 10%) = (N) (M) - 10’%

Ornek 1.3 - 10*ila 1 - 10° say1sini garpalim,
(3-10% (1-10%,

3-1=3

(10%) (10% = 10*2 = 10°

3-10°

Ornek 2. (4 - 10°) (2 - 10%="?
8-10> =g 107’

Bilimsel notasyonda iislii sayilarin boliinmesi: N - 10/ M - 10 = N/M - 10"

Ornek 1.6 -10°/2-10°=?
6/2=3

10°/10% = 10°%= 10°
3.10°

Ornek2.8-10°/2-10%=7?
8/2=4

10°/10%= 102

4 -10"?

Bilimsel notasyonda iislii sayilarin toplanmast: (N - 10°) + (M - 10°) = (N + M) - 10

Ornek 1. (2.3 X 10%) + (3.1 X 10%)="2

Burada sayilarin Gislerinin esit olmadigini goriiyoruz. Bu nedenle, ya birinci sayiya ait -2 iissii -3 ya da
ikinci sayiya ait -3 iissii -2’ye ¢evrilmelidir. Bu 6rnegimizde ilk sayinin -2 iissiinii -3 yapmamiz igin
bilimsel notasyondan su ana kadar 6grendiklerimizden 2.3 - 107 degerini 23 -10° seklinde yazabiliriz.

Boylece,
(23-10%) +(3.1- 10°) =(23+3.1)- 10°=26.1 - 10°®



Ornek 2. (2.3 X 10%) + (3.1 X 10%=?
(0.23 - 10% + (3.1 - 10°)
3.33 -10°

Bilimsel notasyonda iislii sayilarin ¢ikarilmasi: ‘(N -10)-(M-10") = (N+ M) - 104
Ornek 1. (4.2 -10%) - (2.7 - 10%) = ?

2.7 - 10°=0.027 - 10°*

4.2-0.027=4.173

4.173 - 10°

Ornek 2. (4.2 -10%) - (2.7 -10%) =7
270 X 10*

Ornek 3. (5.29-10%(1.17-107%/2.35 - 107
(5.29) - (1.17)/2.35=2.63

106 - 107%/107= 10"

2.63 - 10*



2 Hafta: Temel kavramlar

bilim dalidir. Diger bir degimle bu bilim dalina hayatin kimyasi diyebiliriz.Butun canli organizmalar
cansiz molekullerden olusmuslardir. Bu molekuller tek tek izole edilip arastirilirlarsa, cansiz maddeninin
ozelliklerini gosterdikleri gozlenir. Ancak, bu molekulerin canli organizmalrdaki dizinimi cansizlardaki
gelisiguzelligin tersine, oldukca mukemmeldir. Dolayisi ile canli organizmalari cansiz maddelerden ayiran
ozelliklerin basinda, canlilarin yapi olarak karmasik ve oldukca organize olmalari gelir. Canlilar oldukca
hassas ic dengelere ve bir cok cesitte kompleks molekullere sahiptirler. Tersine, cansiz madde (toprak,
kaya, su, hava, vb.) genelliklle birkac basit bilesimden olusur. Ikinci en onemli ozellik, canlilar
cevrelerineden enerji  (besin veye gunes enerjisi seklinde) alip kullanir ve baska bir enerji cesidine
cevirebilirler. Boylece, canli system organize yapisini enerji harcayarak saglar ve korur (olunceye kadar).
Cansizlarin boyle bir durumu soz konusu degildir ve surekli yikim, asinma sonucu cevre ile denge haline
gidilir. Canlilarin ucuncu ve en onemli ozelligi kendi kendilerine cogalma ve bir yapi olusturmalaridir.
Uygun bir besi ortamina konan tek bir bakteri hucresi 24 saat sonra 1,000,0000,0000 (1 x 10°, bir milyar)
benzer yavru hucre olusturabilir. Her hucre, kimisi oldukca kompleks binlerce farkli molekul icerir ve
bunlarin hepsi en basta kullanilan tek hucrenin genetic yapisindan orijin almislardir. Cansizlarda ureme ve
buyume diye bir sey soz konusu olmaz. Kristaller her nekadar zaman icinde buyurlerse de, bunalarin
yapisi statik olup, canlilaradaki gibi dinamik degildir.

Bir canli organizmadaki her komponent ozel bir fonksiyona sahiptir. Bu durum sadece yaprak,
kalp, dalak gibi makroskopik yapilar icin degil, nukleus, kloroplast, mitokondri gibi mikroskopik yapilar
icin de gecerlidir. Mikroskopik ve makroskopik yapiyi olusturan molekullerin belli bir program icinde
hareket etmeleri, canlinin olusumu, cogalmasi icin bir gerekliliktir.

Biyokimya ayni zamanda kantitatif yani hesaplamalara ve sayilara dayanan bir bilimdir. Biyolojik
bilimlerde kullanilan bir cok olcme, hesaplama metodlari Biyokimya dersi ve Biyokimya
laboratuvarlarinda ogretilir ve uygulamalari yapilir. Hemen butun biyologlar calismalarinin en azindan bir
bolumunde bu metodlardan yararlanirlar. Biyolojik molekullerin (amino asit, nukleotid, protein, nukleik
asit, karbohidrat, lipid gibi) nitelik (kalitatif) ve nicelik (kantitatif) analizlerinin en yogun islendigi ders
Biyokimya ve laboratuvaridir.

Bir kere yukarida sayilan biyomolekuller hucre gibi bir yapida bulunduklarindan hem boyutlari
kucuktur ve hem de hucre ici konsantrasyonlari oldukca kucuk birimlerle ifade edilir. Bu tur molekullerle
calisirken, genellikle gozle gorulebilecek veya gramlarla olculecek birimler kullanilmaz. Canliyi yapan en
buyuk molekul olarak hucreyi kabul etsek bile (hucre bir molekul degildir) yinede gozle gorulemiyecegini
biliriz. Hucreler cesitli buyukluklerde olsalar da, bunlarin ciplak gozle gorunmeleri mumkun degildir.
(Bakteri hucreleri hayvan veya bitki hucrelerinden yaklasik100 kat daha kucuktur). Bir bakteri hucresi
mikroskop altinda yaklasik 1000 kez buyutulerek ancak gorulebilir. Molekuller bir araya gelerek hucreyi,
hucrelerde bir araya gelerek organizmayi olusturur (ornegin ergin bir insanda yaklasik 100 trilyon yani
10" cekirdekli hucre vardir). Ancak, illa da bir canli hucreler toplulugundan olusur diye bir kaide yoktur.
Bir protozoonun (ornegin, paramesyum) veya bir bakterinin (ornegin, Escherichia coli) her hucresi
bagimsiz bir canli varliktir (aynen bizler gibi).

Simdi, biyokimyada en yaygin kullanilan bazi birim ve trimler uzerinde duralim. Baslangic olarak,
su ana kadar bahsettigimiz mol ve molekul terimlerini aciklayalim. Biyokimyasal anlamda molekuller
(belli spesifik  atomlarin electron paylasimi ile yani kovalent baglarla bir arada tutuldugu yapilar)
soludugumuz oksijen (O,) gibi kucuk bir yapidan amino asitlere, nukleotdlere ve hatta protein ve nukleik
asitler gibi yapilar icin kullanilir. Mol terimi de ayni yapilar icin kullanilir. Ancak mol molekule gore cok
daha buyuk bir niceligi ifade eder ve her maddenin bir molunde sabit sayida molekul bulunur. Buna,
Avagadro sayisi denir. Yani her turlu maddenin 1 molunde Avagadro sayisi(6.02 x 10%) kadar molekul
vardir (yani, 1 mol glukozda 6.02 x 10%® adet glukoz molekulu, 1 mol H* iyonunda 6.02 x 10%* adet H*
iyonu, 1 mol e (elektronda) 6.02 x 10% adet e” bulunur). Bu sayede bir elementin veya molekulun gercek
agirligi saptanabilir. Ornegin, soludugumuz bir oksijen (O,) molekulunun gercek agirligi 32 g/ 6.02 x 10
molekul O,= 5.316 x 10 g/molekul O,’dir. Bu rakamin kucuklugunu veya Avagadro sabitesinin
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buyuklugunu tahayyul edebeilemk icin soyle bir ornek dusununuz. Eni 1 mm olan demir paralardan 6.02 x
10% dikey olarak dizseniz, bir ucundan otekine isik hizi (300,000 km/saniye) ile gitseniz ne kadar surede
ulasabilirsiniz? Bunu hesaplayin!!!! Molekullerin ne kadar kucuk wveya buyuk degerlerle ifade
edilebilecegini diger bir ornekle dusunelim: Ergin bir insanda yaklasik 100 trilyon (100 x 10'%) cekirdekli
hucre oldugu sanilmaktadir ve yine her hucredeki 46 kromozomun toplam 6 milyar (6 x 10°) baz cifti
(bc)’den olustugu tahmin edilmekte ve iki baz cifti arasindaki mesafenin 0.34 nm (nanometre) oldugu
bilinmektedir (1 nm= 1 x 10 metre). Yine bilgilerimizden bir baz-ciftinin yaklasik 660 dalton oldugunu
(dalton= 1¢/6.02 x 10®= 1.66 x 10 gram) biliyoruz (kimyacilar tarafindan agirlik birimi olarak
kullanilmayan dalton biyokimyacailar tarafindan DNA gibi buyuk molekuller icin pekala kullanilabilir.
Neden?). Tum yukaridaki bilgilerden ergin bir insan DNA molekullerinin hepsini uc uca baglarsaniz
ceveresi 40,000 km olan dunyayi 5 milyon (5 x 10°) kez DNA’mizla sarabilirsiniz. Ancak, bu kadar
muazzam uzunluktaki DNA’nin agirligi ise sadece 65 gram kadardir (bunlari gosterebilirmisiniz?).

Biyokimya Laboratuvarinda deney hazirliklarinda en cok kullanilan sozcukler arasinda cozelti
(solusyon), konsantrasyon gibi terimler en onde gelir. Bir solusyon iki kisimdan olusur: solut (cozunen)
ve solvent (cozen, cozgen). Dolayisi ile seker solut iken, su solventtir ve sekerin suya katilarak eritilmesi
ile sekerli solusyon ortaya cikar. Biyokimyada solvent denince en cok su akla gelse de, bircok polar
olamayan molekul icin (ornegin yaglar, hidrokarbon bilesikler) yine polar olmayan solventler (ornegin,
ethanol, methanol, benzen, toluen, hekzan) cozucu ortam olarak kullanilir. Konsantrasyonlar degisik
bicimlerde ifade edilebilir. Bunlar arasinda molar konsantrasyon (M), normal konsantrasyon (N), %
konsantrasyonlar (v/v; wiv; w/w) en yaygin kullanilanlaridir.

Molar konsantrasyon (M) bir litre solusyondaki mol solut sayisidir (M= mol/L, yani, mol solut/L
solusyon). Dolayisi ile,

M x L= mole

M x ml= mmol

mM (milimolar) x ml= pmol (mikromol)
puM x ml= nmol (nanomol)

1 L=1000 ml (mililitre)

1 ml= 1000 pl (mikrolitre)

1 mol = 1000 mmol

1 mmol= 1000 umol

1 umol= 1000 nmol

1 nmol= 1 x 10® mol

(ayni iliski M-mM-uM arasinda da vardir)

Bazi ornekler:
Ornek 1. 200 ml 0.5 M NaOH solusyonunda kac mol NaOH vardir?
0.5 mol/L x 0.2 L= 0.1 mol

Ornek 2. 200 ml 0.5 M NaOH solusyonunda kac gram (g) NaOH vardir? (NaOH, 40 g/mol).
0.5 mol/L x 0.2 L x 40 g/mol= 4 g NaOH

Ornek 3. Litresinde 60 g glukoz bulunan solusyonun molar konsantrasyonu nedir? (Glukoz, 180 g/mol).
60 g/L x 1 mol/180 g=0.333 mol/L=0.333 M

Ornek 4. Litresinde 60 g glukoz bulunan solusyonun 100 ml’si kac molardir ve kac mol glukoz icerir.
Molar konsantrasyon ayni (yani 0.333 M) kalirken, 100 ml’deki mol glukoz 10 kat azalacaktir (yani
0.0333 mol). 60 g/L x 1 mol/180 g= 0.333 mol/L x 0.1 L= 0.0333 mol, 0.0333mol/0.1 L= 0.333 mol/l=
0.333M



Ornek 5. 500 ml 1 M glukoz solusyonuna 500 ml su eklerseniz yeni karisimin mol sayisi ve molar
konsantrasyonu ne olur?

Mol sayisi ayni (yani 1 mol/L x 0.5 I= 0.5 mol, toplam hacmi 1 L yapsaniz bile yine 0.5 mol madde
olacaktir) kalirken, yeni karisimin molaritesi 2 kat dusecektir (1 mol/L x 0.5 I= 0.5 mol, 0.5 mol/2 L= 0.25
mol/l= 0.25 M).

Ornek 6. Konsantre (yogun) HCI (% 35 HCI, d (yogunluk)= 1.15 g/ml, HCI= 36.5 g/mol) solusyonundan
2 litre 0.4 M HCI solusyonu nasil hazirlarsiniz?

Konsantre HCI= 1.15 g/ml x 1000 ml=1150 g (yani 1 litre HCI= 1150 g).

1 mol HCI/36.5 g x 1150 g/L=31.51 mol/L, ancak HCI % 35 saflikta olduguna gore,

0.35 x 31.51 mol/L=11.03 mol/L=11.03 M

Bu konsantrasyondaki HCI’den 2 litre 0.4 M yeni HCI solusyonu hazirlamak icin,

(2 L x0.4 M) 11.03 M= 0.073 L (yani 73 ml) konsantre HCL alinir uzerine uygun miktarda (1.927 L
veya 1927 ml) su eklenerek 2 L’ye tamamlanmis olursa, solusyon 0.4 M olur.

Normal (N) konsantrasyon solusyonun 1 litresindeki esdeger-mol soluttur (N= esdeger-mol/L).
Biyokimyada esdeger mol daha cok ortama verilebilen asit (H") veya baz (OH") gruplari ile iliskilidir.
Ornegin, HCI icin esdeger sayisi veya tesir degerligi 1 iken, H,SO, icin 2’dir (HCI’de iyonize olan bir
hidrojen bulunurken, H,SO,’de 2°dir, H* + H" + SO,?). Dolayisi ile HCI’in esdeger mol agirligi 36.5 g
iken, H,SO,’un esdeger mol agirligi 49 g’dir). Dolayisi ile N=nM olarak tarif edilebilir. n= esdeger sayisi
(Yani HCI’in normalitesi molaritesine esitken, H,SO, un normalitesi molaritesinin 2 katidir). Asagida bazi
kimyasallarin toplam oksidasyon sayilari, esdeger gram ve bir molunun gram esdegerleri verilmistir:

Kimyasal 1 mol Oksidasyon sayisi Esdeger-gram agirlik ~ Gram-esdeger/mol
HCI 36.5¢9 1 36.5¢9 1
HNO; 639 1 639 1
Hs;PO, 98¢ 3 32.7¢g 3
Ca(OH), 749 2 379 2
AICl, 1335¢ 3 445¢ 3
Aly(SOy)3 342 ¢ 6 579 6

Ornek 7. HCI, H,SO,4 ve H3PO,’un her birinden 1 mol alip toplam hacim 1 litre olacak sekilde bir karisim
hazirlarsak, bu karisimin bu maddeler bakimindan normalitesi ne olur?
Karisim bu kimyasalar bakimindan 1 N HCI, 2 N H,SO, ve 3 N H;PO, olacaktir.

Ornek 8. 2 litre 3 N NaOH solusyonunda kac esdeger-gram solut (yani NaOH) vardir?

N= esdeger-gram sayisi/ L solusyon

3 esdeger-gram/L=esdeger-gram sayisi/2 L

Esdeger-gram= 6 esdeger-gram NaOH (veya 6 x 40 g/mol= 240 g NaOH/2 L solusyon= 120 g/L x 1
mol/40 g= 3 mol/L=3 M=3 N)

Ornek 9. 200 ml’sinde 14 g sulfurik asit olan solusyonun N?
14 9/0.2 L x 1 L x (1 mol esdeger-gram sulfurik asit/49 g)= 1.43 esdeger-gram H,SO,/L

Ornek 10. Iki asit solusyonundan A’nin konsantrasyonu 1.5 N, B’ninki ise 2.1 N’dir. Bu iki asitten kacar
ml almaliyiz ki 250 ml 1.65 N solusyon hazirlamis olalim?

A’dan X ml alirsak, B’den 250-X ml almamiz gerekir. En son hacim ve konsantrasyon 250 ml 1.65 N
olacagindan,

(X)(1.5) + (250-X)(2.1)= (250)(1.65)

X=A=187.5 ml, B=62.5 ml



% konsantrasyonlar 100 kisim solusyondaki solut sayisi.

a. Hacim/hacim % konsantrasyon (v/v): 100 ml solusyonda bulunan ml solut.

b. Agirlik/hacim % konsantrasyon (w/v): 100 ml solusyonda bulunan g solut.

c. Agirlik/agirlik % konsantrasyon (w/w): 100 g solusyonda bulunan g solut.

d. % miligram:100 ml solusyonda bulunan mg solut.

Ayrica cok dilut (seyreltik) solusyonlar icin ppm ve ppb terimleri de kullanilir.

ppm (parts per million): milyonda bir kisim anlamina gelir. Orngein, 1 ppm 1mg/L’ye denk gelir.

(yani 1 mg glukozu 1 litre suda cozerseniz bu cozelti veya solusyon glukoz bakimindan 1 ppm olur). ppb
ppm’in 1000 kat daha dilue seklidir.

Ornek 11 . % 5’1ik (w/v) 500 ml seker solusyonu nasil hazirlarsiniz?
5 ¢/100 ml solusyon x 500 ml solusyon= 25 g seker (yani, 25 g seker alip bir miktar suda cozerim ve
uzerine 500 ml oluncaya kadar su eklerim).

Ornek 12. % 2.5’lik (w/w) 22 g NaCl solusyonunda kac g NaCl vardir?
2.5 g NaCl/ 100 g solusyon x 22g solusyon= 0.55 g NaCl

Ornek 13. % 10’luk (w/w) 200 g NaOH solusyonu nasil hazirlarsiniz?

10 g NaOH/ 100 g solusyon x 200 g solusyon= 20 g NaOH/ 200 g solusyon (diger bir deyimle, 20 g
NaOH 180 g solvent (ornegin su veya baska bir solvent)’e ilave edilir. Dolayisi ile burada toplam 200 g
solusyonda 20 g NaOH olur. Toplam hacim 200 ml olmaz).

Ornek 14.200 ml % 10’luk (v/v) etanol solusyonu?
10 ml etanol/ 100 ml solusyon x 200 ml solusyon= 20 ml etanol (20 ml etanol alinir toplam hacim 200 ml
olacak sekilde su ilave edilir).

Ornek 15. 0.2 g/ml stok solusyonundan 100 ml 10 mg/ml solusyon nasil hazirlarsaniz?
(100 ml x 10 mg/ml)/ 200 mg/ml=5 ml stok solusyonu uzerine 95 ml su eklenir.

Ornek 16. % 95’1ik (v/v) alkolden, % 70’lik (v/v) 300 ml alkol nasil hazirlarsiniz?
(300 ml x 0.7)/0.95= 221 ml % 95°lik alkol alinip uzerine toplam hacim 300 ml olacak sekilde su eklenir
(yani, 79 ml).

Dilusyon: Konsantre (yogun, derisik) solusyonlardan dilut (daha az yogun, seyreltik) solusyonlarin
hazirlanmasidir. Dilue edilmis solusyon icin bulunan degerden hareket ederek orijinal solusyonun
konsantrasyonunun hesaplanmasi kullanilan dilusyon faktorlerinin kullanilmasi ile mumkundur. Ornegin,
1000 defa dilue olan bir solusyonda madde konsantrasyonu 0.1 mg/ ml ise, orijinal solusyondaki bu
maddenin konsantrasyonu 0.1 mg/ml x 1000= 100 mg/ml’dir.



SORULAR
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15.

16.
17.

0.5 mol solut iceren 2 M solusyonun hacmi ne kadardir?

3 litre 0.5 M solusyondaki solutun mol sayisi nedir?

0.4 M 575 ml KClI solusyonunda kac gram KCI vardir?

658 ml’sinde 14.63 g NaOH iceren solusyonun molaritesi nedir?

% 12’lik (w/v) 55 ml glukoz solusyonunda kac gram glukoz vardir?

% 0.00175°1ik seker solusyonunda kac ppm seker vardir?

Eger 1 litre solusyon 189 g nitrik asit (HNOs) iceriyorsa, bu solusyonun molaritesi nedir?
Yogunlugu (d)= 1.42 olan % 69’luk (w/w) nitrik asitten kac ml alinmalidir ki 1 litre 2 M nitrik
asit solusyonu hazirlanmis olsun?

500 ml 3 M seker solusyonunda kac mol ve kac molekul seker vardir?

. % 29’luk (w/w) KOH solusyonunun (d= 1.28) molaritesi nedir?
11.
12.
13.
14.

1 litre 3 N KOH solusyonunda kac gram KOH vardir?

490 gram H3PO, iceren 1500 ml solusyonun N?

750 ml 0.3 N H,SO, solusyonunda kac gram solut (H,SOy) vardir?

500 ml 0.05 M KOH solusyonunu notralize etmek icin 0.025 M H,SO,’ten ne kadar ilave
etmemiz gerekir?

0.25 N NaOH’dan 100 ml alip 0.1 N 500 ml NaOH’ya eklersek yeni karisimin normalitesi ne
olur?

12 g NaOH’1 notralize etmek icin 0.04 M HCI’den kac ml ilave etmemiz gerekir?

10 mg/ml madde iceren solusyondan 0.02 ml alip 0.980 ml suya ilave ettiniz ve bundan da 0.01
ml alip 1.990 ml suya ilav ettiniz. Bu son solusyondaki madde konsantrasyonu nedir?



3. Hafta: Tamponlar, asit-baz ve pH kavrami

Biyolojik molekullerin aktivitelerinin, yapilarinin tam olarak anlasilmasi ancak asid-baz kimyasaini
anlamakla olur. Cunku, hucredeki bir cok yapitasi molekul (amino asitler, nukleotidler) ve makromolekul
(proteinler, nukleik asitler) asidik veya bazik karakterde olup iyonize olabilirler. Bu molekul ve
makromolekullerin tasidiklari elektrik yuk (elektro pozitif veya negatif) onlarin enzimlerle katalize edilen
reaksiyonlarda, proteinlerin konformasyonlarinin (ozel yapi kazanma) kararli halde kalmasinda ve diger
molekullerle iliskilerinde (ornegin, bazi spesifik proteinlerin DNA’ya baglanmasi) onemli rol oynar.
Ayrica, bu molekul ve makromolekullerin saflastirilarak calisilmasi da onlarin iyonizasyon ozelliklerinin
bilinmesinden gecer.

Bronsted asid-baz kuramina gore asit hidrojen iyonu (proton) veren bir madde iken, baz
hidrojen alan bir maddedir. Dolayisi ile proton veren bir asit ortamda bir baz olusumuna neden olur.
Boylece orijinal asit ve yeni olusan baza konjuge asit-konjuge baz cifti denir. Protonu alip asit forma
donusen baz baska bir bazdir:

HA + B © A + HB
Konjuge asit Konjuge baz Konjuge baz Konjuge asit

Boylece her iyonizasyon reaksiyonunda iki konjuge asit-konjuge baz cifti vardir. Kuvvetli bir asit veya
kuvvetli bir sulu bir ortamda % 100 iyonize olur. Ornegin, HCI solusyonda % 100 H;O" ve CI" iyonlarina
iyonize olur:

HCI + HO H,O" + Cr

Sulu cozeltilerde H;O" (hidronyum iyonu veya diger bir deyimle suyun konjuge asiti) hidrojen iyonu
(proton)’un gercek formudur. Bo nedenle yukaridaki reaksiyon daha basit sekilde,

HCl o H* + Cr

seklinde ifade edilebilir (yani HsO'= H"). Suyun iyonizasyonu iki sekilde ele alinabilir: su basit bir
ayrisimla H" ve OH“ya veya bir konjuge asit-baz cifti olarak. Her iki durumda da suyun amfoterik bir
madde oldugu gorulur (yani hem asit ve hem de bazik iyon uretir). Yani, hem proton verebilir ve hem de
alabilir. Suyun iyonizasyonu asagida verildigi gibi bir ayrisma (disosasyon) sabitesi (Kg), iyonizasyon
sabitesi (K;) veya su icin spesifik bir sabite ile (K,) ifade edilebilir:

Basit Disosasyon Konjuge asit-konjuge baz
HOH < H" + OH 2HOH < H;O" + OH
K= [H"] [OH])/[HOH] Ki= [Hs0"] [OH]/[HOH]?

Dolayisi ile her mol H" icin (veya HsO") 1 mol OH" uretilir. Saf suda, hidrfojen iyon konsantrasyonu
([H*])= 107 M oldugundan, hidroksil iyon konsantrasyonu da [OH]= 10”7 M"dir.

Suyun molaritesi (ds,= 1 g/ml, MAg,= 18 g/mol),

1 g/ml x 1000 ml/litre x 1 mol/18 g=55.56 M

Dolayisi ile K4 ve K;,

K¢= (107) (107)/55.56= 10™%/55.56= 1.8 x 10™° K;= (10°") (107)/(55.56)*= 3.24 x 10°*®

Ke= Kg X [H20] veya Kq,= Ki x [H,0]° olarak ifade edilebilir.

Bu her iki esitlikten, Ky= 1 x 10™*= [H*] [OH] olarak elde edilir. Sulu cozeltilerde dolaysi ile daima [H']
[OH]= 1 x 10™ olup, hidrojen iyonu azalirsa, hidroksil iyonu ise ayni oranda artarak bu denge korunmus
olur.
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pH hidrojen iyon konsantrasyonunun (veya aktivitesinin) kisa ifadesidir. pH hidrojen iyon
konsantrasyonunun negatif logaritmasi olarak tanimlanabilir. Benzer sekilde pOH ise hidroksil iyon
konsantrasyonunun negatif logaritmasidir (pH= -log [H"], pOH= -log [OH]). Sulu solusyonlarda daima

Ke=[H*] [OH]= 1 x 10 oldugundan, pK¢= pH + pOH= 14’tur.

Ornek 1. 0.001 M HCI solusyonunun hidrojen iyon konsantrasyonu, pH, hidroksil iyon konsantrasyonu
ve pOH?

HCI kuvvetli bir asit oldugundan % 100 iyonlarina ayrisir: HCl <>H"  + Cr

Dolayisi ile 0.001 M HCI, 0.001 M H" ve 0.001 M CI iyonlarina ayrisir.

pH= -log [H*]=-log 10°= 3

[H][OH]= 1 x 10™ oldugundan, [OH]=1 x 10™/1 x 10°%= 1 x 10™ , pOH= -log [OH]= 11

veya kisaca pH + pOH= 14 oldugundan, pOH= 14-3= 11

Ornek 2. 0.04 M NaOH’in pH?
pOH= -log 4 x10%= 1.4, pH= 14-1.4= 12.6

Ornek 3. 1 x 10® M HCI’in pH?

Hepimizin hemen cavap verecegi gibi boyle bir sorunun cevabi pH= 8 degildir. Cunku bir asit ne kadar
seyreltik olursa olsun pH’i 7°den buyuk olamaz. Cunku saf suyun pH’i zaten 7°dir ve bir miktar hidrojen
iyonu da HCI’den geldiginden, toplam proton miktarinda biraz daha artis olacak ve dolayisi ile pH’da da
dusus gorulecektir (hidrojen iyon konsantrasyonu arttikce pH’nin dustugunu hatirlayiniz). Dolayisi ile
yukaridaki gibi bir solusyonda X M hidrojen iyonu sudan, 10® M hidrojen iyonu da HCI den gelir.
Dolayisi ile toplam hidrojen iyonu ([H*])= X + 10® M’dir. Hidroksil iyonu ise sadece sudan gelir ve onu
da X M olarak ifade edelim.

Biliyoruz ki, [H*] [OH]=1x 10™ , (X + 10®) (X)=1x 10™, X* + 10®X- 1 x 10™=0

X= (-b + Vb?-4ac)/2a (negatif degeri hesaba almayin). Geri kalan cozumu yaparak pH’yi hesaplayiniz.

Canli sistemde bulunan asit ve bazlarin hepsi yukarida bahsettigimiz kuvvetli asit veya kuvvetli bazlar
gibi % 100 iyonize olmazlar. Bu cesit asit ve bazlar genellikle kismen (% 10 veya daha az) iyonize olurlar:
HA + H,0 © HO0" (H)  + A

Konjuge zayif asit Konjuge baz Konjuge asit Konjuge baz

Bu cesit asit ve bazlara zayif asit veya zayif bazlar denir. pH degisimlerine karsi koyduklarindan, bu cesit
maddeler esasen tampon maddeleri olarak kullanilirlar. Dolayisi ile bu maddeler farkli iyonizaston
sabitelerine (Ka) sahiptirler.

Ka=[H'][A]/[HA], [H]= Ka ([HA)/ [A]), her iki tarafin logaritmasini alirsak,

log [H*]= log Ka + log ([HA]/ [A]), her iki tarafi —1 ila carparsak,

- log [H']=-log Ka - log ([HA]/ [A]), pH=pKa- log [HA]/ [A], pH= pKa+ log [A]/ [HA]

bu son formul Henderson-Hasselbalch esitligi olarak bilinir. Bu kullanisli formulle pKa’si ve iyonik
konsantrasyonu bilinen bir asit veya bazin pH’si veya pH’si ve iyon konsantrasyonu bilinen asit veya
bazin pKa’si hesaplanabilir.

Ornek 4. Biyolojide en yaygin olarak verilen zayif astlerden biri asetik asittir. Bu zayif asidin pKa’si
4.76’dir. Molar konsantrasyonu 0.006 olan asetik asit solusyonunun pH’i nedir?

HA TR H* + A
0.006-x X X
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Ka=[H'][A]/[HA], Ka=xx/0.006-X, % 10 kadari iyonize olan (Ka/0.006) boyle bir asit icin
0.006-x degerindeki x’i ihmal edebiliriz. Boylece, =x%/0.006, x=[H']=

Ornek 5. Ka degeri 1.6 x 10 olan zayif bir asidin pH’i, 10° M solusyondaki iyonizasyonu, pK, ve pK,
degerleri nedir?
HA © H* + A
10°-x X X

K= [HIAT[HA], (X)(X)/ 10%x=1.610° x=[H']=410°M,  pH=4.398
% iyonizasyonu= [H*)/[HA]= 4 10°/10°= 0.04= % 4

pK,, Ka'nin negatif logaritmasi oldugundan, pK,= -logKa= 5.8

pKa + pKy= 14 oldugundan, pK,= 8.2

Ornek 6. Eger 0.16 M 25 ml NaOH solusyonuna 0.34 M 10 ml NaOH eklersek yeni solusyonun
molaritesi ne olur?

0.16 mol/l x 0.025 litre = 4 x 10 mol= 4 mmol

0.34 mol/l x 0.010 litre = 3.4 x 10° mol= 3.4 mmol

Toplam  0.035 litre (35 ml) =7.4 mmol

7.4 mmol/35 ml=0.21 mmol/ml=0.21 mol/I=0.21 M

Ornek 7. Yukarida verilen karisimin pH?
pOH= -log [OH]= 0.68, pH=13.32

Ornek 8. Eger 0.16 M 25 ml NaOH solusyonuna 0.34 M 25 ml HCI eklersek yeni solusyonun pH?

0.16 mol/l x 0.025 litre = 4 x 10° mol= 4 mmol NaOH

0.34 mol/I x 0.025 litre = 8.5 x 10" mol= 8.5 mmol HCI

Toplam  0.050 litre (50 ml) = 4.5 mmol fazla HCI var demektir.

4.5 mmol/50 ml=0.09 mmol/ml=0.09 mol/I= 0.09 M HCI

pH=-log [H']= 1.046

Ornek 9. 200 ml suya kac gram NaOH eklemeliyiz ki solusyonun pH’i 11.5 olsun?

pH=14-pOH, pOH= 2.5, Hidroksil iyon konsantrasyonu ([OHT) bulmak icin bu degerin anti
logarotmasini (ters logaritmasini) alalim; [OH]= 3.16 x 10° M

3.16 x 10° mol/l x 0.2 litre x 40 g/mol= 0.025 g NaOH

Ornek 10. Biyolojide en yaygin olarak verilen zayif bazlardan NH;"un Ka degeri 1.74 x 10™’tir. Bu
bazin 0.1 M solusyonunun pH?

NH;*+ HOH NH,” + OH
0.1-x X X

Ka= [NH,J[OH]/[NH;,  1.74x10°=x%0.1 x*=1.7410° x=[OH]=1.32107
pOH= 2.88 pH=14-2.88= 11.12

Ornek 11. Asetik asit ve sodyum asetatin her birinden 1 mol/I iceren bir solusyonun pH? (Ka=1.74 x 10

5).
CH;COOH + NaOH Ka NaCH,COO + H" +H,0
Ka= [NaCH,COO][ H*]/[CHsCOOH]
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[ H']= Ka ([CH;COOH]/ [NaCH,COO1)= 1.74 x 10° (1/1)= 1.74 x 10°, pH= 4.76
veya

pH= pKa + log (tuz/asit)

=4.76 + log (1/1)= 4.76

Ornek 12. Yukaridaki solusyona 0.1 mol HCI ilave edilirse yeni tamponun pH?
Toplam CH;COOH=1 + 0.1= 1.1 mol

Toplam NaCH,COO™= 1- 0.1= 0.9 mol

pH= pKa + log (tuz/asit)

=4.76 + log (1.1/0.9)= 4.67

Ornek 13. 50 ml 0.1 M asetik asite 20 ml 0.2 M NaOH eklenirse yeni karisimin pH?
pH= pKa+ log [A}/ [HA]

A'=20ml x 0.2 M= 4 mmol konjuge baz

HA= 50 ml x 0.1 M= 5 mmol konjuge asit (5 mmol asitin 4 mmolu baza donusur)
Toplam70 ml 1 mmol fazla asit

pH= pKa + log (baz/asit)= pKa+ log [A)/ [HA]= 4.76 + log (4/1)=5.36

Ornek 14. 250 ml 0.2 M asetik asit tamponuna kac gram sodyum asetat ileve etmeliyiz ki pH= 5.0 olsun?

(NaCH,COO= 82 g/mol).

pH= pKa + log [A]/ [HA], 5.0=4.76 + log [A)/ [HA], 0.24=log [A)/ [HA] logaritmadan kurtarmak

icin esitligin ters logaritmasini alirsak, 1.74 = [A’]/ [HA], HA= 0.2 x 250= 50 mmol,
1.74 =[A']/50, A’=87 mmol, 87 mmol/250 ml= 0.348 M,
0.348 mol/l x 0.250 litre x 82 g/mol=7.13 g NaCH,COO"

Ornek 15. 0.05 M NaCH,COQ' tuz solusyonunun pH?

NaCH,COO + HOH CH;COOH + OH’
0.05-x X X

Ki= Ke/Ky= 1 107%/1.74 10°= 5.75 10™'%= x?/0.05-x, (x ihmal edilebilir)
x’=2.88 10", x=[OH]=5.36 10° M, pOH=5.27, pH=8.73
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Bu orneklerden de anlasilacagi uzere, sulu cozeltilerin pH’lari asagidaki sekillerde ozetlenebilir:

a.safsuicin, HOH <> H* +OH,  [H']S[OH]=1x 107 M, pH=7.0

b. kuvvetli asitler icin, ornegin 10°M HCI,  [H']=10°M, pH=3.0

c. kuvvetli bazlar icin, ornegin 10 M NaOH, [OH]=1x10°M, pOH= 3.0, pH=11.0

d. zayif asit icin, HA< A  +  H, Ka= [HAV[HAL [H]= Ka ((HAl [AT),
buradan bulunan degerin negatif logaritmasi alinarak pH bulunur.

e. zayif baz icin, B + HOH < OH + BH", Kb= [BH'][OH]/[B],

[OH]= Kb ([B} [BH"), buradan bulunan degerin negatif logaritmasi alinarak pOH bulunur ve 14’tten
cikarilarak pH hesaplanir.
f. zayif asit ve onun tuzu veya zayif baz ve onun tuzu,

pH= pKa + log (baz/asit), pOH= pKb + log (asit/baz)
g. zayif bir asit ve kuvvetli bazdan olusan tuzun (hidroliz), ornegin asetik asite NaOH ilavesi ile meydana
gelen sodyum asetatin hidrolizi, NaCH,COO~ + HOH--------- CH;COOH + OH
burada CH;COOH = OH" oldugundan, Kh= [OH]%/NaCH,COO", Kh= K/K, oldugunu biliyoruz,

dolayisi ile Ksu= 1 10™/1.74 10®°= 5.75 10™, eger sodyum asetatin konsantrasyonunu biliyorsak Kh=
[OHT%/NaCH,COO" ‘dan hidroksil iyon konsantrasyonunu hesaplar ve onun da negatif logaritmasini
alarak pOH ve dolayisi ile pH’yi da hesaplayabiliriz.

h. zayif bir baz ve kuvvetli bir asitten olusan tuzun hidrolizi de aynen yukaridaki gibi bulunur ve pH’i
hesaplanir. Sadece, burada pKa yerine pKb degeri kullanilir. Ornegin yukaridaki gibi bir ornegin pKb
degeri, pKb= K/K..

Ornek 16. 0.2 M NH; ve 0.3 M NH,Cl iceren solusyonun pH? (NH, icin Ka= 5.7 x 10%).

NH, + HOH - NH, + H,0* (H"), Ka=5.7x10"

NH; + HOH - NH, + OH', Kb= Ksu/Ka=1.75 x 10”
Hidroksil iyon konsantrasyonu ile Kkarsilastirildiginda, hidrojen iyon konsantrasyonu cok kucuk
kaldigindan,

Kb=[OHT[NH,]/[NHs], [OH]= Kb[NHs]/ [NH,]= 1.75 x 10® (0.2)/0.3= 1.17 x 10° M

POH=4.93, pH=9.07

lyonik guc (u), bir tamponun iyonik gucu (aktivitesi veya etkin konsantrasyonu) molar
konsantrasyonundan farklilik gosterebilir. Cok seyreltik solusyonlarda bir maddenin aktivitesi
konsantrasyonuna esdeger olsa da, yogun solusyonlar icin bu durum soz konusudur ve solutun aktivitesi
yogunluguna esit degildir. Bir solusyonun iyonik gucu,

u= 1% ¥ MZ? seklinde ifade edilebilir. Burada,
M= ortamdaki iyonlarin gercek molaritesi, Z= iyonun yuku. Ornegin, 0.02 M Fe,(SO4); ‘un iyonik
kuvveti:
0.02 M Fe,(SO4); — 0.02 M 2Fe*® + 0.02 M 35S0,
0.02 M Fe,(SO4); — 0.04 M Fe™ + 0.06 M SO,
iyonik guc= % ¥ [(0.04)(3)* + (0.06)(-2)*] = % (0.60)= 0.30 M
bir adet +1 anyon ve bir adet —1 katyon iceren bir solut icin (ornegin, NaCl, ) u= M olur.

Ornek 17. 25 ml 0.12 M MnCI solusyonu ve 35 ml 0.06 M KCI solusyonunun karisimindaki butun
iyonlarin konsantrasyonunu ve bu karisimin iyonik gucunu hesplayiniz.
Mn*? konsantrasyonu 25 ml x 0.12 M/(25ml+35ml)= 0.05 mol/I= 0.05 M
K" konsantrasyonu 35 x 0.06 M/(25ml+35ml)=0.035 mol/lI= 0.035 M
Cl" konsantrasyonu (25 ml x 0.24 M)+( 35 x 0.06 M)/ (25ml+35ml)=0.135 M
Etkin konsantrasyon ()= "% (M2 X Z° Mz + Mis X 2%+ Mo X Z%1)
% [0.05x (2)> +  0.035x(1)> + 0.135x (1)’]=0.185 M
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Ornek 18. Ka degeri 1.6 x 10 olan 1 x 10 M zayif bir asitin pH? % iyonizasyonu, pKa?, pKb?

HA e HY + A

1 x 103 X X

Ka= x4/1 x 103-x, x=[H]=4x10°M, pH=4.4
% iyonizasyon= 4 x 10°/1 x 10°= 0.04= % 4

pKa- -logKa= 5.8, pKb=14-5.8= 8.2

Hucre veya dokularda olusan prosesler belli hidrojen iyon konsantrasyonlari altinda ancak olusabilirler.
Canli sistemin hucre ici ve hucre disi pH’si dokudan dokuya farklilik gosterebilir. Hatta bir hucredeki
farkli organeller farkli pH’lara sahip olabilirler. Doku, hucre veya organel ancak kendine ozgu pH’larda
calisirlar. Dolayisi ile vucut veya hucre pH’sinin hemen hemen sabit tutlmasi gerekir. Olabilecek en kucuk
pH degisimleri onemli malfonksiyonlara neden olabilir. Tum canlilar hucrelerinde veya vucut sivilarinda
belli bir asit-baz dengesini korumak zorundadirlar. Bu nedenledir ki, biyolojik pH’lar dogal olarak
organizmada bulunan tamponlarla belli bir ayarda tutulurlar. Bu dersimizde gorecegimiz gibi, tamponlar
oyle maddelerdir ki iyonik ortami eklenen baz veya asit iyonlarina karsi direncli kilarlar. Vucudumuzdaki
onemli tampon sisteminden ikisi fosfat ve karbonat tamponlaridir. Karbon dioksit eritrosite girdigi zaman
hizlica karbonik asite donusturulur.

Ornek 19. 500 ml 0.01 N HCI’in 0.01 N KOH ile titrasyonunu bir egri yardimi ile gosteriniz (yani
eklenen baz (y ekseni) miktarina Kkarsilik gelen pH degerlerini x ekseninde gostererek). Baslangicta hic
KOH eklenmedigi zaman yukaridaki konsantrasyondaki asit pH= -log 0.01= 2.00’dir. KOH ilavesinde,
HCl + KOH — H,0 + KCI

Asit ve baz iyonlari esit oluncaya kadar solusyonun pH’i ortamdaki fazla asit iyonlari (titre olmayan)
tarafindan belirlenir:

100 ml KOH ilavesinde H* iyon konsantrasyonu,

[HCIVie1 — [KOH] Vo
H" = =0.004 M pH=2.18
Ve + Vion
benzer sekilde,
200 ml KOH ilavesinde pH= 2.39
300 ml KOH ilavesinde pH= 2.60

400 ml KOH ilavesinde pH= 2.95

Esdeger miktar ve konsantrasyonda baz ilevesi halinde ise, yani,

500 ml KOH ilavesinde pH= 7.00 ([H*] x [OH] = 10™, burada [H*] = [OH]’dir) olur (cunku ikisi de %
100 iyonize olabilen monobazik ve monoasidik turler oldugundan, ortamdaki bazik ve asidik iyon
konsantrasyonlari esit olur. Yani solusyonun pH’i notr olur).

KOH eklemeye devam edersek, titrasyonun ucuncu kisminda hidroksil iyon konsantrasyonu hidrojen iyon
konsantrasyonunu gececektir. Dolayisi ile,
600 ml KOH ilavesinde OH" konsantrasyonu,

[KOH] Vkon — [HCIV ey
OH'= =0.00091M

Vkon + Ve

pOH= 3.04, pH=10.96
700 ml KOH ilavesinde pH=11.22
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800 ml KOH ilavesinde pH=11.36
900 ml KOH ilavesinde pH=11.46
1000 ml KOH ilavesinde pH=11.52
1500 ml KOH ilavesinde pH=11.70

Bu konsantrasyonda (0.01 M) ne kadar KOH eklersek ekleyelim solusyonun pH’i 12’yi gecmez. Cunku,
bu bazin kendisinin (asit olmadan) pH’i 12.00°dir. pH 12 veya daha yuksek pH’lar elde temek icin yuksek
konsantrasyonda KOH kullanmak gerekir.

Titrasyon egrileri bir solusyondaki asit (veya baz) ‘in miktarini ve o asitin pKa’sini bulmaya yarar. Belli
hacimdeki asite belli konsantrasyondaki bir baz (genellikle (NaOH) notralize oluncaya kadar ilave edilir
Asitin konsantrasyonu ve pKa’si harcanan ve konsantrasyonu bilinen bazin yardimi ile hesaplanir (bu
konuya laboratuvarimizda detayli giris yapilacaktir). Yukaridaki ornegin titrasyon egrisi asagidaki gibi
gosterilebilir:

[H=}={0l:]

——t

Have edilen KOH (OH-) hacrs, ml

*pH

Ornek 20. Simdi de 500 ml 0.1 M zayif asidin 0.1 M KOH ile titrasyon egrisini saptamaya calisalim
(pKa=5.0).

Yukaridaki orneklerden de anlasilacagi uzere, bir zayif aside kuvvetli baz ilavesi 4 ana basam icinde
irdelenebilir ve pH hesaplanabilir:

A. Baslangic bolgesi (henuz kuvvetli baz ilavesi olmadan):
HA  eeeee- H* + A Ka= x*/0.01-x, x=[H'], pH=3.0
0.1-x X X

B. Ayni esdeger mol kuvvetli baz ilavesi noktasina gelineye kadar:

Herndersson-Hasselbalch esitligi ile pH hesaplanir.

Ornegin, 100 ml KOH ilavesi halinde pH, 0.1 mol/l x 0.1 litre= 0.01 mol OH" ilavesi yapilmis demektir,
boylece, zayif asitin 0.01 molu notralize olacaktir ve ortamda, 0.1 mol asit/l x 0.5 litre- 0.01 mol notralize
olacak=0.04 mol asit kalackatir. Dolayisi ile pH,

pH=5 + log (0.01/0.04)= 4.4
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C. Esit molar konsantrasyonda kuvvetli bazin ekendigi bolge (Denge noktasi):

Eger 500 ml 0.1 M KOH ilave edilirse, teorik olarak asitin hepsi notralize edilmis olacaktir. Yani teorik
olarak tum HA A “ya donusmus olur. Ancak bu noktada, kuvvetli asit ve baz titrasyonunda oldugu gibi pH
7.0 degildir. Cunku, bir kisim tuz (A") veya konjuge baz iyonize olur.

A + HOH <& HA + OH
0.05-x X X

bu nedenle 1 mol KOH ilave etmek 1 mol A" aciga cikarmaz,

A'=500 x 0.1/ 500 + 500= 0.05 M

Kh= Ksu/Ka= 10™/1 x 10°= 1 x 10°, Kh ayni zamanda= [HA][OH]/[A]= x*/0.05-x

1 x 10°°= x%/0.05, x=[OH]=1.58 x 10°, pOH= 5.15, pH=8.85

D. Denge noktasindan sonraki pH:
Burada eklenmis olan KOH molar konsantrasyonu zayif asitinkini gecer. Ornegin, 600 ml KOH ilavesi
halinde, 600 ml x 0.1 M= 60 mmol OH"

500 ml x 0.1 M= 50 mmol HA
Dolayisi ile daha fazla (10 mmol) hidroksil iyonu bulunur. Toplam hacim 1100 ml oldugundan,
[OH]= 10 mmol/ 1100 ml=9.091 x 10° M, pOH= 2.04, pH=11.96

Biyolojik sistemler laboratuvar ortaminda daha cok parcalanarak calisiliralar. Ancak, hucre icindekine
benzer (suni) bir ortamin yapilamasi gerekir ki calistigimiz madde aktivitesini kaybetmesin. Bu tur
calismalara in vitro (ornegin tup icinde olan) calismalar denir. Eger, calismamizda direkt bir canliyi
oldurmeden kullaniyorsak buna da in vivo calisma denir. Biyokimyasal reaksiyonlar ortam pH’sina
bagimli olduklarindan, hidrojen iyon konsantrasyonunun dogru olarak belirlenmesi bu tur calismalarda her
zaman onemli yer tutar.

Butun amino asitler iyonize olabilen gruplara (amino ve karboksil) sahip

cCooOo— . . . ; ) .
i | olduklarindan, ortam pH’sina bagli olarak asit veya bazik karaktere sahip
Pty |C— ¥4 olabilirler. Bildiginiz gibi butun amino asitler genel formulune sahiptirler.

= Glisin en basit amino asit olup R’in pozisyonunda ikinci bir hidrojen atomu

tasir. Dolayisi ile en basit amino asitte bile iki adet pK, degeri vardir.
Birincisi, karboksil grubunun iyonizasyonuna denk gelen asidik pK,;, ikincisi ise amino grubunun
iyonizasyonunda olan bazik tabiyatli pK,, (Glisin icin pKy= 2.4, pK,= 9.6’dir). Dolayisi ile butun amino
asitler icin bu pK, degerleri benzer (ancak ayni olmayan) degerler gosteririr. Ancak, bazi amino asitler
(ornegin, asidik ve bazik amino asitler) birden fazla amino veya karboksil grubu tasidiklarindan, ikiden
fazla pK, degerlerine sahiptirler. Anacak, bilmekteyiz ki peptid bagi yapimina girmeyen bu gruplar
proteine belli bir iyonik karakter gosterme ozelligindedirler. Dolayisi ile glisin, valin, losin, izolosin gibi
amino asitleri yuksek oranlarda icren proteinler (ornegin: kollojen, keratin) zayif iyonizasyon gosterirler.
Neden? Amino asitlerin asit-baz karakteristikleri, pKa’lari, pI’lari ve tampon ozellikleri uzerinde
laboratuvarda daha detayli durulacaktir.
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SORULAR

1. 1.6 mg HX kuvvetli asidi 1.250 litre suda cozundugunde pH= 5.0 olmaktadir. HX’in molekul agirligi

nedir? (H=1).
HX --mmmmmeev H* + X
pH= 5.0, [H]=1x10° M= 1 x 10®° mol/I

1.6 x 10° g/1.25 litre= 1.28 x 102 g/I

her iki molekul (H ve X) esit mol konsantrasyonda bulunduklarindan, 1 x 10° mol madde 1.28 x 102 g
maddeye denk gelir. Dolayisi ile 1 mol madde 128 g’a denk gelir (1.28 x 10° g/1 x 10™ mol). H=1
oldugundan, X=127 g/mol olarak bulunur.

2. 10 M HCI’den 100 pl alip 100 ml suya eklerseniz, solusonun pH?

Dilusyon faktoru= 100/0.1=1000, dolayisi ile 10 M’lik HCI’i 1000 defa seyreltmis oluruz ve
10/1000=0.01 M HCl olur. pH= 2.0

Diger bir sekilde cozersek, 0.1 ml x 10 M= 1 mmol HCI, 1 mmol HCI/100 ml=1mol/100litre= 0.01
mol/litre= 0.01 M

3. pH degri 2.0 olan kuvvetli bir asiti esit hacimdeki ve pH degeri 13.0 olan kuvvetli bazla karistirirsaniz,
yeni karisimin pH?

pH= 2.0, [H']=0.01 M

pH= 13.0 ise pOH= 1’dir ve dolayisi ile [OH]=0.1M

boyle bir karisimda dolayisi ile 0.09 M fazla hidroksil iyonu vardir. Boylece, iki hacimde

0.09/2=0.045 M hidroksil iyonu bulunur, bunun pOH= 1.35, pH=12.65 olarak bulunur.

4. 0.02 M H,S0O, solusyonundaki tum iyonlarin konsantrasyonunu ve pH’sini hesaplayiniz.
Sulfurik asit kuvvetli bir asit oldugundan tamamen iyonize olur (ancak iki basamakta);

H2804 <> H+ + HSO4_
0.02 0.02 0.02

HSO, <« H' + S0, (HSO, nisbeten zayif bir asit oldugundan K,,= 0.012)
0.02-x 0.02+x X

Ka2=(0.02 + x)(x)/0.02-x, x=50,?=0.0063 M, HSO,=0.02-0.0063= 0.0137 M
[H]=0.02 + 0.0063= 0.263 M, pH= 0.58, [OH]=10"%/0.263= 3.8 10™, pOH= 13.42

5. pH degri 8.0 olan 200 ml bir tampon hazirlamak icin 0.5 M amonyum Klorur ve 0.5 M amonyaktan
kacar ml almamiz gerekir (amonyum klorur icin Kb= 1.8 10°%)?

NH, + HOH ---—m--- NH3 + H30+ (H+)

Ka= Ksu/Kb=1 x 10%/1.8 10°= 5.6 10™, pKa=9.25

pH= pKa+ log [AT]/ [HA], 8.0=9.25 + log (0.5 M x X ml/0.5 m (200- X ml)),
-1.25=log (0.5X/100-0.5X), logaritmadan kurtarmak icin ters logaritmasini alalim,
0.5X/100-0.5X=0.056, X=[NH;]= 11 ml, 187 ml NH,CI

6. 50 ml 0.2 M astik asitle 150 ml 0.4 M NaOH’in karisimindan cikan solusyonun pH? (pKa= 4.74).
pH= pK,+ log [A)/ [HA], pH=4.74 + log (150 x 0.4/(500 x 0.2)-(150 x 0.4)=4.91
7. Kac molar asetik asit solusyonunun pH’i= 3.50’dir? (K,= 1.76 10™).

CH5;COOH ------------ CH,COO + H
CH3;COOH- x X X
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K,= x¥/ CH;COOH- x, 1.76 10°= x*/ CH;COOH- x
pH= 3.5 ise, [H']= x= 3.16 10* M, dolayisi ile 1.76 10°= (3.16 10™*)% CH;COOH- X,
x’i ihmal edersek, CH;COOH=5.68 10° M.

8. Kac ml 0.0105 M NaOH ile pH’i 2.8 olan 50 ml asetik asiti notr hale getirebiliriz?

pH= 2.8, [H7 =1.5810°M=1.5810°molll, 1.58 10 mol/l x 0.05 I= 7.9 10°
mol

bir mol NaOH 1 mol asetik asiti notralize edeceginden, 7.9 10" mol NaOH eklememiz gerekir. Elimizdeki
NaOH solusyonu 0.0105 mol/I oldugundan,

7.9 10"° mol/0.0105 mol/l = 7.5 10° litre= 7.5 ml

9. Eger 50 ml 0.1 M CH;COOH solusyonuna 25 ml 0.2 M NaOH eklerseniz pH?

NaOH 25 ml x 0.2M=5 mmol

CH;COOH 50 ml x 0.1M= 5 mmol

Her ikisi de ayni esdeger miktarda olduklarinda ortamda sadece bunlarin tuzu (sodyum asetat) bulunur, 5
mmol tuz/75 ml=0.067 M

CH;COO + HOH - CH3COOH + OH
0.067-x X X
Kh=5.75 10"°= x%/0.067, x=[OH]=6.19 10° M, pOH=5.21, pH=8.79

10. 0.02 M 100 ml asetik asitin 0.01 M NaOH ile titrasyonundan cikan titrasyon egrisini gosteriniz (NaOH
istenilen miktarlarda alinip titrasyon egrisi cizilebilir).
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4. Hafta: Amino Asitler ve asit-baz ozellikleri

Amino asitler hem asit ve hem de baz gibi davaranabilirler. Cunku her amino asit en az bir asidik (COOH)
ve en az bir bazik (NH;) grup tasir. Asidik grup asidik pH’da (pH< 7.0) iyonizasyon sabitesi (pKal), bazik
grup bazik pH’da (pH> 7.0) iyonizasyon sabitesine (pKa2) sahiptir. Ancak her iki grup da fizyolojik
pH’ya yakin pH’larda (pH= 7) iyonize durumda bulunurlar. Bu sekilde birer asit ve baz grubu bulunduran
amino asitler dolayisi ile pH= 7.0’de notr (zwitteryon) formda bulunurlar ve elektrik alanda hareket
etmezler (elektro pozitif yuk bir elektro negatif yuku dengelediginden molekulun net yuku sifirdir ve
elektrik alanda boyle bir molekul ne pozitif ve ne de negatif kutba dogru hareket eder). Bu noktaya
izoelektrik nokta (pl) denir. Ornegin, alaninin zwitteryon formu (notr hali),
H
NH;*-C-COO
R
hem bir asit (proton verici),
H
NH,-C-COO™ + H*
R
hem de bir baz (proton alici),

H H
NH;*-C-COO™ + H+ ----- NH;*-C-COOH
R R
olarak davranabilir. Bu cesit ikili ozellik gosteren maddelere amfoterik veya amfolit adi verilir.

Amino asitler bu asit ve baz gruplarindan dolayi karakteristik titrasyon egrilerine sahiptirler. Titrasyon,
ortama azar azar proton ilavesi veya ortamdan proton alinmasi ile olur. Her molekul baz eklenmesine
karsilik amino asit molekulunden bir adet proton ayrilir. Ornegin glisini ele alirsak, asetik asit gibi
monoprotik asit olan bu amino asit dusuk pH (yuksek H+ iyon konsantrasyonlu bir ortamda) tamamen
protone halde bulunur: NH3-CH,-COOH. Titrasyon egrisinin ilk basamaginin ortasinda COOH grubu
protonunu kaybeder ve dolayisi ile esit mol konsantrasyonda NH;-CH,-COOH ve NH;-CH,-COO
bulunur. Bu nokta ayni zamanda tamponlama kapasitesinin yuksek oldugu ilk pKa degerini verir ve pH
titre edilen grubun pKa’sina esittir. (pKa’nin iyonizasyon reaksiyonunun denge sabitesi oldugunu
hatirlayiniz ve ayni zamanda bir grubun proton verme egilimini ifade eder. pKa’da 1 unitelik artis,
ornegin, 4.8’den 5.8’¢ cikmasi deprotonasyonda 10 kat etki yapar). Titrasyona devam edersek, yani baz
ekelemeye (ornegin NaOH) devam edersek, ikinci bir noktaya ulasiriz ki, bu noktada glisin hemen hemen
tamamen NH;'CH, COO" formunda bulunur, yani dipolar bir iyon seklinde. Iki pKa arasindaki bu nokta
izolektrik nokta veya izoelektrik pH olarak bilinir ve pl seklinde ifade edilir. Bu noktada glisin tamamen
iyonize formda bulunur ancak bir adet negatif ve bir adet pozitif yuk tasidigindan, net bir elektrik yuku
tasimaz (zwitteryon formunu hatirlayiniz). Izolektrik nokta (pI) degeri iki pKa’nin aritmetik ortalamasi
alinarak bulunur. Ornegin glisin icin pKal= 2.34 ve pKa2=9.60 oldugundan, bu amino asitin pI’si,

pl= (pKa+pKaz)/2= 5.97dir.
Titrasyon egrisinin ikinci basamaginda glisinin NH3" grubundan bir proton ayrilir ki bu noktada ikinci

tamponlama bolgesi (pKj;;) bulunur. Titrasyon yaklasik pH =12°de tamamlanir. Burada en yogun bulunan
iyonik bilesik NH,-CH,-COO “dur.
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o SOOH 4, , coo- H coo-
HIN-C H > MIN-CH < > NH2-C-H

Yuk: E rugak [E

Dusuk pH Vukesk pH

Amino asitlerin hepsinde alfa karbon atomuna bagli bulunan karboksil ve amino grubu benzer fakat ayni
olamayan pKa degerlerine sahiptir (pKcoon™ 2-3 arasinda, pKyys = 9- 10 arasi). Degisik pH ortamlarinda
glisin amino asitinin bulundugu 3 durum (asidik, bazik, ve notr) esasen butun amino asitler icin gecerlidir.
Ancak, notr amino asitler iyonize olabilen birer amino ve karboksil gruplarina sahipken, bazik amino
asitler bir karboksil ve en az iki amino grubu, asidik amino asitler ise bir amino ve en az iki karboksil
grubuna sahiptirler. Dolayisi ile notr amino asitler (tirozin ve sistein haric) 2 adet pKa degerine (biri asidik
digeri bazik), asidik ve bazik amino asitler ise en az 3 adet pKa degerine sahiptirler (bulundurduklari
ikinci amino veya karboksil gruplarindan dolayi). Proteinlerin iyonik ozellikleri de esasen bu yan
zincirdeki asit (CCOH) veya baz (NH,) grubu ile belirlenir (cunku, alfa karbon atomuna bagli amino ve
karboksil gruplari peptid baginin yapimina girdiklerinden, iyonizasyon gostermezler). Amino asitler
bulunduklari ortama gore hem asidik ve hem bazik karakter gosterebilirler. Bu formun ortamdaki
miktarlari ortam pH’sina baglidir. Amino asitlerin zwitteryon formunda bulundugu (notr) bolge onlarin
ayni zamanda izolektrik noktasini (pl) verir. Burada amino asitler net negatif veya pozitif yuk
tasimadiklarindan elektrik ortamda hareket etmezler (pozitif yuk= negatif yuk oldugundan). Asidik
ortamda (pH<pl), pozitif iyon tasiyan turlerin konsantrasyonu artarken, zwitteryon formunda bulunan
molekullerin konsantrasyonu azalir (denge sola kayar). Ancak, bazik bir ortamda (pH>pl) negatif iyonun
konsantrasyonu artarken yine zwitteryon formun konsantrasyonu azalir (denge saga kayar). Notr amino
asitler icin bu yapisal degisimler pH degisimlerine direnc gosterir (yani tampon gibi davranirlar). pl
degerinin 2 pH birimi altindaki ve 2 pH uzerindeki pH’larda amino asitin % 98’inden fazlasi zwitteryon
formunda bulunurken, oldukca asidik ortamda (pH= 1.0) notr amino asitler % 90’in uzerinde pozitif iyon
olarak bulunur. Oldukca bazik ortamda (pHz= 12.0) notr amino asitler % 90’in uzerinde negatif iyon
seklinde bulunurlar. Bir notr amino asit icin:

pH=pl + 2.0 ise > % 98 zwitteryon
pH= 1.0 ise > % 90 pozitif iyon
pH=12.0 ise > % 90 negatif iyon

Ornek 1. Asidik veya bazik ortamda (HCI ve NaOH) glisin hangi formlarda bulunur? Boyle bir
ortamda glisin uc formda bulunur: glisin hidroklorid, izelektrik glisin ve sodyum glisinat:

, COOH . coo- Na CoOo-
CIHIN-CH =—— paN-cH =——— NH2-C H
H H NaOH H
Glisin hidroklorid Izoelektrik glisin Sodyum glisinat

Asidik ve bazik amino asitlerin yapisi pH degisimlerinden daha degisik (hizli) etkilenir. pH=pl oldugu
zaman bu amino asitlerde bir amin veya karboksil grubu yuksuz bulunurken amino asit zwitteryon
formunda bulunur (genellikle once alfa karbon atomuna bagli amino veya karboksil gruplari iyonize olur).
Ortam pH’i daha da artarsa ((H+ iyon konsantrasyonu duserse) asidik amino asitlerin ikinci karboksili de
COO iyonize olur ve amino asit net negatif yuk tasir. Ancak, ortam pH’i duserse (H+ iyon
konsantrasyonu artarsa) bazik amino asitlerin ikinci amino grubuna da bir proton (H+) baglanir ve amino
asit net pozitif yuk tasir. Notr amino asitlerin tersine, pl degerinin 2.0 birim altindaki veya ustundeki
pH’larda bu amino asitlerin % 90 fazlasi net yuklu iyonlara donusmus haldedirler (zwitteryon degil).
Hatirlanmasi gereken onemli bir nokta, butun amino asitlerin (asidik, bazik veya notr) amino ve
karboksil gruplari fizyolojik pH’da (pH=7.0) iyonize halde bulunurlar.
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Ornek 2. Ilk soruda verilen glisin formlarinin 0.1 M solusyonlarinin pH lari nedir?

Glisin hidroklorid formunda karboksil grubu yuklu amonium iyonundan cok daha kuvvetli bir asittir
(PKacoon= 2.34 iken, pKanna'y= 9.6). Bu nedenle solusyonun pH’si esas olarak COOH grubunun
iyonizasyon derecesi ile belirlenir:

I s ilc , coo- .
CIH3N-C-H ”——— HsN-c-H + H
n H
Glisin hidroklorid Izoelektrik glisin
0.1-x X X

Ka= x°/0.1-x= 4.57 10°®

Karboksil ve amino grubunun biri birine yakin pozisyonda olamalarindan dolayi, karboksil grubu asetik
asitten daha kuvvetli bir asidik karakter tasir ve dolayisi ile asetik asit solusyonu icin ihmal edilebilecek x
deger (0.1-x’teki) burada ihmal edilemez. Dolayisi ile,

4,57 103- 4.57 103x= %%, x>+ 457103 -457x10°%=0

kuadrik formul ile (x= (-b + +b%4ac)/2a) bu esitligi x degeri icin cozersek, hidrojen iyon
konsantrasyonunu bulmus oluruz. Onun da negatif logaritmasini alarak pH’yi hesaplayabiliriz. Bu
islemleri sizler yapiniz.

x=[H1=1.9210%M, pH=1.72

boylece,glisin hidroklorid 0.1 M solusyonda % 19. 2 iyonize olur (1.92 10%/0.1= 0.192= % 19.2).
Izolektrik glisin icin pH’nin pI’ya esit oldugunu ve onun da iki pKa degerinin aritmetik ortalamasin esit
oldugunu bildigimizden, pH= pl= pKal+ pKa2/2= 2.34 + 9.6/2=5.97.

0.1 M sodyum glisinat solusyonunda esas pH esas olarak daha bazik olan amino (NH,) grubu

tarafindan belirlenir (cunku, amino grubu karboksilat yani COO™ dan daha kuvvetli bir bazdir). Dolayisi
ile boyle bir solusyonun pH’inin hesaplanmasinda ikinci pKa (pKa2) kullanilir. Bu noktada ortamda daha
fazla OH" iyonu bulunacagindan, ilgili K,= Ks/Ky=3.98 10°.

Kb= x%/0.1-x= 3.98 10, x ihmal edilebilir (cunku Kb ile asidin 0.1 M konsantrasyonu oldukca
farklidir), [OH]= x= 2 10° M, pOH=2.7, pH=11.3

Bir sonraki sayfadaki gibi bir titrasyon egrisinden onemli bilgiler saglanabilir. lyonize olabilen gruplarin
(or, NH3 ve COOH) pKa’larinin hesaplanmasinin yaninda, bu gruplarin ozellikleri hakkinda da bize bilgi
verir. Ornegin, pKa’si 2.34 olan glisinin COOH grubu, pKa’si 4.76 olan astik asitin COOH grubundan
100 kattan daha fazla asidiktir (yani daha kolay iyonize olur). Bunu nedeni, amino asitte COOH’a yakin
bolgede bulunan pozitif yuklu amino (NH;") grubundan kaynaklanir. Titrasyon egrisinden sagalanabilecek
ikinci onemli bilgi ise titre edilen maddenin tamponlama ozelliginin bulunmasidir. Ornegimizde glisin icin
iki tamponlama bolgesi vardir (iki adet iyonize grup icerdiginden). Bir tanesi pK,; bolgesinde ikincisi ise
pKa2 bolgesindedir. pK, + 1.0 tamponlamanin en iyi yapildigi bolgeye denk gelir (yani 2.34 + 1.0 ve 9.60
+ 1.0). Bu arliklarda, tampon ilave edilecek asit veya baza karsi maksimum direnc gostererek pH’nin
buyuk olcude degismemesini saglar. pH>pl ise amino asit negatif yuklu, pH<pl ise amino asit pozitif
yuklu duruma gecer (bu durum proteinler icin de gecerlidir). Ornegin, arjinin ve lizin yan zincirinde
bulunan bazik gruplardan (NH,) dolayi fizyolojik pH’da (pH=7.5) pozitif yukludurler (NH3").

Bir adet karboksil ve bira adet amino grubu iceren amino asitlerin hepsi, glisine benzer titrasyon egrilerine
sahiptir. Ancak, R grubu da iyonize olabilen amino asitler daha kompleks titrasyon egrilerine sahiptirler.
Bu cesit amino asitlerde iki yerine uc titrasyon basamagi ve dolayisi ile uc adet pKa’ya sahiptirler. Cunku
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boyle amino asitlerde (ornegin aidik ve bazik amino asitler), R grubunda bir veya daha fazla NH;" veya
COOH bulunur. Bir amino asitin veya proteinin iyonik formu herhangi bir pH degerinde belirlenebilir.

Amino asitlerden losin icin asagida verilen titrasyon egrisinden anliyoruz ki, bu amino asitin a-COOH
grubu pK.= 2.4, a-NH™ grubu ise pK,,= 9.6 degerine sahiptir.

Dusuk pH’da (pH= 1) en cok bulunacak iyonik
form A formu olup +1 yuke sahiptir ve elektrik
alanda katoda (negarif kutba) dogru hareket eder.
0.5 esdeger baz ilavesi halinde karboksil gruplarin
yarisi titre edilmis olur (yani, [COO/ [COO]= 1)
ve dolayisi ile Henderson-Hasselbalch esitligine
gore pH= pKy = 2.4 olur.

O o

2.0 —
\
\

“-5'““"“"*““'"‘75‘";.'“1
1 :

oer NaOH —»

Tad
-

0.5

4 A )
O 20 406.0 8.0 10.0 12.0 740
PH

Amino asitin esdegeri miktarda (yani 1.0 esdeger)  COOK. €00~ coo- Paz ilavesi
halinde butun karboksil gruplari titre olur (COO™ ¢ 4 M-mn*c H_E gNcow

>>COOH)’ken, NH™® gruplarinda yine bir degisim CHy ~ CH o CHo meydana
gelmez. Bu amino asit sadece bir adet karboksil ve CH = CH h CH bir adet
amino grubuna sahip oldugundan burada COO'= € ©& e G Hit CH  NH* olur (B
formu). Dolayisi ile net yuk sifir (zwitteryon) olur S B o Clom v molekul
elektrik alanda harket etmez (diger bir deyimle notr ~ #=*! = et form).
Ortama (yani zwitteryon formuna) O. 5 esdeger daha = i =% baz (toplam

1.5 esdeger) ilevesi halinde, o-NH*® gruplarinin varisi titre edilmis olur (yani, [NHZ]/ [NH*] = 1) ve
dolayisi ile pH= pK4,= 9.6 olur. Ortama 0.5 esdeger baz daha ilavesi halinde (toplam 2 esdeger baz) ise
yuklu amino gruplarinin hemen hepsi bazik karakterli NH,’ye titre olur (C formu). Bu formda ortam
pH’si 11°den buyuk olup amino asit net negatif (-1) yuk (NH, ve COQ") tasir ve elektrik alanda anoda
dogru harket eder.

Bir amino asitin notr (zwitteryon) oldugu pH’yi tam olarak bilmek onemlidir. Cunku bu pH degeri
izolektrik pH (pl) olarak bilinir. Yukaridaki losin gibi basit molekuller icin pl degeri basit olarak iki pK,
degerinin ortalamasidir (yani, pl= pK, + pKy/2= 2.4 + 9.6/2= 6.0). Bazi amino asitler 3 adet pKa
degerine sahiptireler (ornegin, bazik, asidik amino asitler, tirozin ve sistein). Boyle amino asitlerde pl ya
asidik pKa’larin ya da en bazik pKa’larin ortalamasidir.

AMINO ASITERIN CALISILMASI
Protein biyokimyasi calismalarinda, bir protein izole edilip saflastirildiginda ilk is onun amino asit
icerigini ve amino asit dizisini saptamaktir. Bunun icin protein once asitle hidrolize edilir ve aciga cikan
amino asitler nitelik (kalitatif) ve nicelik (kantitatif)
PKa(3) = 12.7 — olarak analiz edilir. Bu sekilde bu proteinde hangi
12 —§ amino asitlerin hangi sayida bulunduklari belirlanir.
Yirmi cesit benzer kucuk molekulden olusmus bir
karisimdan bu analizi yapmak bazi metodlarla

14

10 —

s —{ Tamponlama bolgesi kolaylikla basarilabilir. Bu metodlardan en onemli 3
. tanesi kromatografi, elektroforez ve
ﬁ pa@) =72 santrifugasyondur.  Molekullerin  yogunluk  ve

4 boyutlarina gore calisan santrufuj metodu bu ozellileri
. biribirine benzeyen boyle kucuk molekulleri ayirt
\ pra(1) = 2.2 etmek icin pek uygun degildir. Ancak, amino asitlerin

o T T hemen hepsi her pH’da iyonize olduklarindan
S . o = # elektroforez gibi molekulleri elektrik yuk ve bu

ilve edilen esdecer OOH

yukun buyuklugune gore ayirt eden bir metodla ayirt
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edilebilirler. Ornegin, pH 1.0’ da 20 amino asitten bazik olanlar (lizin, histidin, arjinin) katoda (negatif
kutba) yakin bulunurken, diger 17 amino asit bu amino asitlerle jelin uygulama orijini arasinda bir yerde
bulunurlar. Amino asitler arasindaki en onemli farkliliklar onlarin yuk ve polarliginda oldugundan, bu
ozellikleri goz onune alarak yapilan kromatografik ayirim islemleri en uygun metodlardandir.
Kromatografik metodlardan en iyi bilinenleri, kagit kromatografisi, ince-tabaka kromatografisi, iyon-
degisim kromatografisi, gaz kromatografisi ve yuksek-performans likid kromatografidir. Bunlardan
ozellikle son ikisi pahali bir enstrumentasyon gosterse de profesyonel amino asit cxalismalarinda en
yaygin kullanilan hassas metodlardandir. Bunlarin yerine ogrenci laboratuvarinda daha kolay olan iyon-
degisim kromatografisi tercih edilebilir. Bunun icin belli bir pH’da amino asitlerin tasidigi yuk saptanir.
Ancak, spesifik bir pH’da butun amino asitler benzer yuklere sahip olabilirler.

Ornegin, amino asitlerin cogu pH< 4.0 da katyonik (pozitif yuklu) iken, pH> 8.0 ise amino asitlerin cogu
anyonik (negatif yuklu) karakter gosterirler. Fakat, her amino asit kendine has bir iyonizasyon sabitesine
sahip oldugundan bu yuklerin buyuklugu de farkli olacaktir. Ornegin, hem glutamik ve hem de aspartik
asit pH 3.25’te hemen hemen ayni net yuke sahipken, bir katyon-degisim kromatografisinde bu iki amino
asit biri birinden iyi bir sekilde ayrilabilirler. Ancak, net yukteki az bir fark bile onlarin ayrimini saglar.
Aspartik asitin pl degeri 2.98 iken (pl= pK,; + pKa/2= 2.09 + 3.86/2), glutamik asit icin pl degeri 3.22
(pI=2.19 + 4.25/2)’dir. Bunun anlami, pH= 3.25’de aspartik asitin net yuku yaklasik 0 iken, glutamik
asitin ise 0 ila +1 arasinda bir yerdedir ve glutamik asitin bu kismi pozitif yuku onu kolonda bulunan ve
anyonik gruplar iceren kolon maddesine (cesitli recineler) daha siki baglanmasini saglarken, aspartik asit
baglanamaz ve dolayisi ile kolondan daha kolay ayrilir. Yani daha polar olan amino asit (aspartik asit)
daha hizlica kolondan ayrilir (bildiginiz gibi aspartik asit glutamik asitten bir adet daha az metilen grubu
icerir. Bu durum aspartik asitin daha polar olamasina neden olur). Sonuc olarak, amino asitlerin katyon-
degisim kromatografisi (ornegin, Na* yuklu recine) ile ayrimi iki esas faktor tarfindan belirlenir: 1. yuk:
spesifik bir pH’da pozitif yuk ne kadar buyukse o amino asit o derece kolondan yavas ayrilir, 2. polarlik:
amino asidin yan zinciri (R) ne kadar polar ise 0 amino asit o derece hizlica kolondan ayrilir (ornegin,
serinin hidroksil grubu —CH,OH, alaninin metil -CH; grubundan daha polardir).

Amino asitlerin bir karisimdan izolasyonu, miktarlarinin belirlenmesi icin en genis sekilde kullanilan
teknik iyon-degisim kromatografisi’dir (digerleri, kagit kromatografisi, ince-tabaka kromatografisi, vs).
Bu teknikle amino asitler tasidiklari yuk ve elektrik ozelliklerine gore digerlerinden ayrilirlar. Bir amino
asitin yuku ve net elektrik yuku onun titrasyon egrisinden elde edilen pKa’sindan belirlenir.
Kromatografik kolonlar, belli sentetik recinelerle doldurulur, pH’lari ayarlanir. Anyonik gruplari iceren
kolonlara katyon-degisim, katyonik gruplari iceren kolonlara ise anyon-degisim kromatografisi denir. Her
amini asitin bu kolondaki recineye ilgisi farklidir. Bu ilgi ortamin pH’si ile veya tuz konsantrasyonu ile
hem arttirilabilir ve hem de azaltilabilir. Amino asidin nasil bir yuke sahip oldugu basitce amino asidin
pI’si ile tamponun pH’sindan saptanir:

Ap=pl—-pH
Ap pozitif iseilgili amino asit net pozitif yuk tasir. Dolayisi ile boyle bir amino asit katyon-degisim
kromtagrafisinde recineye daha kuvvetli baglanir. Eger Ap negatif ise amino asit net negatif yuke sahiptir
ve bu kolona daha az ilgi duyar ve dolayisi ile kolondan en erken bu amino asit ayrilir.
Amino asit gibi yuklu molekuller onlarin bir elektrik alandaki hareket farkliliklarina gore de ayirt edilir.

Buna elektroforetik hareket (EH) denir. Tamponlanmis yari kati (jel) bir ortamda bu cesit molekullerin
hareketi yuk/kutle oranina baglidir:

EH=-Ap/MA, (MA=Molekul agirlik)
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Eger EH pozitif bir degere sahipse, molekul yani amino asit veya protein pozitif kutba dogru hareket eder,
tersi durumda negatif kutba dogru hareket eder.

Ornek: pl degeri 9.74, MA’si 146 olan lizin ile pl degeri 3.22 ve MA’si 147 olan glutamik asit pH 4.7
olan bir ortamdaki hareketleri (EH) nasil olacaktir? Yukaridaki esitlikten gorebiliriz ki, EH;,;;;= -0.0345
iken (-(9.74-4.7))/146= -0.0345, EHg,= +0.01 dir (-(3.22-4.7))/147= +0.01. Dolayisi ile buradan
cikrabiliriz ki, lizin negatif kutba dogru hizlica hareket edecekken, glutamik asit pozitif kutba dogru
gidecektir. Bu teknigin en gelismis sekli yuksek performansli sivi kromatografisi veya ingilizce deyimi ile
high-performance liquid chromatography (HPLC)’dir. Bu teknik daha kuvvetli recinelerle yuksek basinc
altinda madde ayrimina dayanir.

Tum amino asitler karboksil ve amino grubu tasidiklarindan, kimyasal reaksiyonlara ugrayabilirler. Amino
gruplari asetil ve formillenirken, karboksil gruplari esterlesebilir. Ninhidrin reaksiyonu en yayginidir. Bu
reaksiyonla mikrogram miktarinda amino asit belirlenebilir. Amino asitler ninhidrinle beraber isitildiklari
zaman, serbest amino grubu tasiyan amino asitlerin hepsi menekse renk alirlar. Prolin serbest bir amino
grubu icermediginden (bu amino asit bir imino grubu icerir) sari renk alir. Olusan rengin yapmis oldugu
absorpsiyon ortamdaki amino asit konsantrasyonu ile direkt orantilidir (bu teknigi, 260 nm’de protein
konsantrasyonun bulmaya yarayan ve aromatik amino asitlere dayanan yontemle karistirmayiniz).

SORULAR
1. Asagida verilen amino asitlerin bulunduklari pH’daki net yuklerini belirtiniz.
Alanin pH=3.0, aspartik asit pH= 4.0, lizinpH=8.0  serin pH=6.0, histidin pH=9.0

2. Lizin amino asidi pH 2, 5 ve 10’da en cok hangi iyonik formlarda bulunur?

3. Amino asitler bazan tampon maddesi olarak kullanilirlar. Aspartik asit, histidin ve serin iceren bir
tamponun uygun tamponlama pH’lari nedir?

4. Alanin, glutamik asit ve arjinin iceren bir karisim (pH 6.1) zayif bazik bir iyon-degisim
kromatografisinde (pozitif yuklu) hangi sira ile bu amino asitlerin ayrilmasi saglanir? Neden? Ayni islem
negatif yuklu ( asidik anyon-degisim kromatografisi) iyon-degisim kromatografisi ile olsaydi, bu amino
asitlerin ayrilma sirasi ne olurdu?

5. pl degerleri verilen amino asitler pH= 3.0 olan bir tamponda cozunmusler ve ayni tamponla ayralanan

bir katyon-degisim kromatografi kolonuna yuklenerek ayirt edilmislerdir. Amino asitler kolondan hangi
sira ile ayriliralar? (plasp,= 2.98, plgisin= 5.97, plye= 6.53, pl,s=5.98, plji,= 9.74).
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5. Hafta: Proteinler, kalitatif ve kantitatif calismalar

Bir proteinin fonksiyonunu anlamanin anahtari onun yapisini analamaktan gecer. Nukleik asitlerin tersine,
proteinler uniform, duzenli yapilar gostermezler. Bunun nedeni 20 cesit amino asidin proteinden proteine
ferkli sayi, dizin ve cesitte bulunmalaridir. Bu amino asitlerin biribirine baglanma ozelliklerine bakarak
(hem primer ve hem de daha ileriki yapilrda) bir proteinin fiziksel ve kimyasal ozellikleri hakkinda fikir
sahibi olabiliriz (ornegin, onlarin erime ozellikleri, zincir yapilari, vs).

Teorik olarak polipeptidlerin cesitliligi sonsuz sayida olabilir. Bir protein zincirindeki herhangi bir amino
asitin 20 farkli amino asitten biri olabilecegini dusunursek bunun sebebi anlasilir. n sayida amino asit
iceren bir proteinin 20" sayida farkli zinciri olabilir.Ornegin, 100 amino asitten olusan normal
buyuklukteki bir protein icin 20'® (veya 1.27 x 10", yani 127’nin arkasinda 128 tane sifir) adet farkli
zincir yapabilirligi teorik olarak mumkundur. Bu deger evrenin toplam 9 x 107 olan atom sayisindan daha
buyuktur. Bir proteinin kendine has ozelligi onun amino asit sayisindan cok, bu amino asitlerin dizilim
sirasi ile belirlenir. Ornegin, her harfi bir amino asite denk gelmek kaydi ile KACMAK ve CAKMAK
kelimeleri ayni amino asit turlerine esit sayida sahipken, bu amino asitlerin farkli siralarda dizilmesi bu iki
kelimemin tamamen farkli anlamlara gelmesine neden olmustur. Bu durumun aynisi proteinler icin de
gecerlidir. Dolayisi ile iki protein benzer amino asit icerigine sahip olsa bile, bu amino asitlerin zincirde
degisik pozisyonlarda olmasindan dolayi cok farkli karakter gosterebilirler.

Ornegin, biri enzimatik bir ozellik kazanirken, digeri membranda yerlesecek bir protein ozelligi
kazanabilir. Dolayisi ile hem bu farkli dizilimler ve farkli amino asit icerigi ve hem de zincirlerin farkli
buyukluklerde olmasi sayesinde bir proteini diger binlerce proteinden saflastirmak (purifikasyon)
mumkundur. Makromolekullerin bireysel ozelliklerini calismak icin saflastirma islemi zor bir olay olsa da
onemli bir gerekliliktir. Bu islem zordur, cunku, toplamin kuru agirligin % 0.1’inden daha az miktarda
bulunan bir maddeyi (proteini) yaklasik % 98 oraninda saflastirmak gerekir. Bu nedenle, ilk zamanlar
saflastirilan proteinler genellikle hucrede buyuk oranlarda bulunanlardi. Ornegin, hemoglobin kirmizi kan
hucresinin agirliginin 1/3’unu olusturur. Dolayisi ile bu proteinin bol miktarlarda saflastirilmasi nisbeten
cok daha az miktarlarda bulunan hucre proteinlerine gore daha kolaydir. Ancak, gunumuzde molekuler
klonlama teknikleri sayesinde, hucrede cok az miktarda uretilen bir protein bile reombinant hucreler
tarafindan buyuk oranlarda yapilip calisilabilir. Protein saflastirma islemlerinde ilk basamak genellikle
proteini hucre disina cikarmakla baslar. Bu da mekanik, fiziksel (havanda ezme, ultrason) veya kimyasal
ve enzimatik yollarla olabilir. Butun bu metodlarla hucreler parcalanir ve sitoplazmik icerik disari salinir.
Eger calisilacak protein membranda yerlesik bir protein ise, oncelikle organik bir solventle (etanol,
metanol, benzen, kloroform) eritilmesi gerekir. Bu sekilde hucre disina salinan binlerce protein icinden
bizim calisacagimiz protein cesitli fraksinasyon yontemleri ile o proteinin cesitli fiziko-kimyasal
ozellikleri goz onune alinarak, basamak basamak diger proteinlerden ve maddelerden saflastirilir. Burada,
amac istenen proteini diger maddelerin icinden alip saflastirmaktir. Bu saflastirma icin goz onune alinmasi
gereken bazi parametreler ve bu parametreler icin kullanilacak saflastirma yontemleri asagidaki gibi
sayilabilir:

Protein icin goz onune alinacak ozellik Yontem

Yuk (elektrik yuk) lyon-degisim kromatografisi ve elektroforez
Polarlik Hidrofobik etkilesim kromatografisi
Buyukluk Jel filtrasyon kromatografisi, SDS-PAGE

(Sodyum Dodesil Sulfat-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi), Ultrasantrifugasyon

Ozgun baglanma Affinite kromatografisi
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Bir protein cok sayida yuklu grup cerdiginden erirliligi ortamdaki tuz konsantrasyonu, solventin polarliligi,
ortam pH ve isisina baglidir. Dusuk iyon konsantrasyonlu bir ortamda bulunan bir proteine tuz eklenirse,
bu proteinin erirliligi artar. Bunun nedeni, ilave edilmis olan iyonlar proteindeki cok sayida bulunan iyonik
yukleri kapsama alanina alarak onlarin diger proteinler veya molekuller uzerindeki zit yuklu gruplarla bir
araya gelmesini engeller (eger bu olmasa idi bir cok grup bu proteinler arasinda bir araya gelecek ve
onlarin agregasyonuna veya diger bir deyimle presipitasyonuna neden olacakti). Ancak, tuz eklenmeye
devam edilirse (yuksek tuz iyonlari saglandiginda) bu defa da erirlilik azalir ve protein presipite olmaya
baslar (yani cokelir). Bunun ise nedeni, tuz iyonlari ile protein ve diger erimis maddelerin solvent (ornegin,
su) icin yarismalaridir.

Cok yuksek tuz iyonlari iceren bir ortamda suyun hemen hepsi tuzu eritmede kullanildigi icin, proteinler
ve diger maddeler icin onlari erir halde tutacak su miktari yeterli olmadigindan, bunlar presipite olurlar. Bu
durum proteinleri saflastirmak icin onemli bir uygulama alani bulur. Cunku, her protein farkli iyonik
karakterinden dolayi farkli tuz konsantrasyonunda presipite olur. Amonyum sulfat tuzu ile presipitasyon
en yagin olarak kullanilanidir (yuksek erirliliginden dolayi, 0 °C’de 4 M, bu nedenle yuksek iyonik kuvette
solusyonlar hazirlanabilir). [zoelektrik noktasini (pI) bildigimiz bir proteinde ortam pH’i pI’ya yakin
alinabilir ve boylece net yukun sifir oldugu bu drurum altinda proteinin erirliligi minimum seviyede olur.

Bazi proteinlerin izolelektrik noktalari:

Protein pl Protein pl
Pepsin 1.0 Miyoglobin 7.0
Ovalbumin (yumurta) 4.6 Hemoglobin 7.1
Serum albumin 4.9 Sitokrom ¢ 10.6
Insulin 5.4 Histon 10.8
Kollojen 6.6 Lizozim (yumurta aki) 11.0

Cesitli kromatografik metodlar proteinlerin saflastirilmasinda vazgecilmez yontemlerdir. Bunlarda
genellikle saflastirilacak proteini iceren karisim (hareketli faz), porlu kati bir matriks ile dolu bir kolon
(duragan faz) uzerine uygulanir. Cozunmus maddeler (ornegin, proteinler) kolondan asagi akarken,
tasimis olduklari yuk veya buyukluklerine gore duragan faz tarafindan tutulurlar veya saliverilirler. Protein
ile kromatografik kolon dolgu maddesi arasindaki etkilesime gore cesitli kromatografik metodlar olabilir.
En yagin kullanilanlari:

A. lyon-degisim kromatografisi: Yuklu molekullerin kendilerine zit yuk tasiyan duragan ortama
baglanmalarina dayanir. Anyonlar anyon-degisim kromatografisinde katyonik gruplara baglanirken,
katyonlar katyon-degisim kromatografisinde duragan faza bagli olan anyonik gruplara baglanirlar. En
yaygin kullanilan anyon degistirici dietilaminoetil (DEAE)’in baglandigi matrikslerken: Matriks-CH,-
CHy-NH(CH,CHs),", en yaygin kullanilan katyon degistirici ise karboksimetil (CM)’in baglandigi
matrikslerdir: Matriks-CH2-COO". Matriks materyali olark ise seluloz ve agarozdan yapilan recineler en
yaygin kullanilanlaridir. Hem pozitif ve hem de negatif yuk tasiyan proteinler gibi molekuller hem anyon
(-) ve hem de katyon (+) degisim kromatografi materyaline baglanabilirler. Proteinlerin kuvvetli veya zayif
baglanmalri tamamen onlarin tasidiklari pozitif ve negatif yuklerle ve bu yuklerin ortaya cikmasini
saglayan ortam pH’i ile belirlenir. Proteinler once uygun pH ve tuz konsantrasyonuna sahip bir tamponda
cozunurler ve kolona yuklenirler. Ayni tamponla kolon yikanarak zayif baglanmis proteinlerin kolundan
yikanmasi (elusyon) saglanir. llgilenilen protein veya proteinler ise kolona daha siki baglandiklarindan
bunlarin yikanmasi ancak daha yuksek pH ve tuz konsantrasyonuna sahip bir tamponla yikamakla olur.
Yuksek pH ve tuz konsantrasyonu proteinin matrikse bagli iyon-degisim maddesine olan ilgisini azaltarak
oradan kopmasini saglar. Elusyon edilmis proteinlerin konsantrasyonlari basitce 280 nm dalga boyunda
vermis olduklari absorbanslardan yararlanilarak bulunur. Bu dalga boyunda esas olarak uc aromatik amino
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asit (tirozin, triptofan ve fenilalanin) isigi absorbe eder. Absorbe olan isik miktari konsantrasyonla direkt
ilisklilidir.

Ornek 1. Arjinin, histidin ve losin amino asitlerini iceren bir solusyon pH=6.0"daki bir karboksimetil
kolonuna yuklenirse, bu amino asitler hangi sira ile ayrilirlar?

Once daha az katyonik (+) olan losin, daha sonra histidin ve en son da kuvvetli katyonik formda olan
arjinin ayrilir.

B. Hidrofobik etkilesim kromatografisi: Matriks materyaline bir miktar oktil veya fenil gruplari ilavesi
ile olur. Bu hidrofobik gruplar proteinin yuzeyindeki polar olmayan gruplarla etkilesime girer (her iki grup
da polar olan solvent tarafindan itilir). Bagli proteinler basitce azalan tuz konsantrasyonu iceren bir
tamponla yikanarak ayrilirlar.

C. Jel filtrasyon kromatografisi: Bu metoda buyukluge gore ayirim veya molekuler eleme
kromatografisi de denir. Burada molekullerin ayrimi yapi ve buyukluklerine gore olur. Duragan faz belli
buyuklukteki molekkulerin iceri girmesini saglayan porlu bir matrikstir. Tipik olarak caplari bu porlardan
daha kucuk olan proteinler boncuklarin icine girip zaman kaybederken, caplari por caplarindan daha buyuk
proteinler porlar arasindan hizlica gecerek ayrilirlar. Degisik por caplarina sahip matriksler kullanilarak
veya matriks karisimlari yaparak istenen proteinlerin en azindan kismen saflastirilmalari mumkun olur.

D. Affinite kromatografisi: Proteinlerin ilginc bir ozelligi ise ozel molekullere kovalent olmayan bir
sekilde kuvvetli baglanmalaridir. Bu olaya affinite denir. Bu yontemde, duragan matrikse bu ozel
molekuller (ligand) baglanir. Protein karisimi yuklenen bu kolonda, sadece o liganda ozgun protein
matrikse bagli liganda baglanirken, digerleri kolondan kolayca ayrilirlar. Immunoaffinite
kromatografisinde bir proteine karsi yapilan bir antikor matrikse baglanir ve protein karisimi bu ortama
uygulandiginda sadece o ozel protein antikora baglanirken diger spesifik olmayanlar kolayca yikanip
alinirlar. Bagli protein ise ortama yuksek konsantrasyonda ligand verilmesi sureti ile kolondan ayilabilir.

E. Yuksek performans likid kromatografisi (HPLC):Bu otomotik sistede 3-300 um capindaki cam
veya plastik kromatografik matriksten akis orani ve yuksek basinc ayarlanarak molekullerin ayrilmasi
saglanir. Standart molekuller kullanilarak sistem standardize edilir ve bilinmeyen molekullerin boyutlari
ve miktarlari belirlenebilir.Pahali bir sistem olmasina karsin en verimli ayrim metodudur.
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Biyokimya | Lab (Hikmet Geckil)

TOTAL HUCRE PROTEINI TAYINi:
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Calismakta oldugumuz bir hucre veya doku ekstresindeki protein konsantrasyonunu belirlemek icin
yukaridaki gibi bir deney rutin olarak laboratuvarda yapilir. Burada, konsantrasyonunu bildigimiz bir
protein solusyonu hazirlanir (ornegin burada 1 mg/ml). Bu solusyondan degisik miktarlarda alinarak
tuplere aktarilir ve toplam hacim her tup icin ayni miktara ayarlanir (ornegin burada, 1. tupe protein
solusonu alinmamis ve kor olarak kullanilirken, diger tiiplere degisik voliimlerde protemn solusyonu
eklenmis ve toplam hacim her tiip i¢in 2 ml’ye tamamlanmistir). Birinci tup 695 nm’deki absorbansi
sifirlamak icin kullanildiktan sonra, diger tuplerin verdigi absorbans ayni dalga boyunda olculerek her
tupun icindeki protein miktarina karsi grafiklendirilmistir (protein stoku 1 mg/ml veya diger bir
deyimle 1 pg/ml oldugundan, tuplerde sirasi ile 0, 20, 40, 60, 80 ve 100 ung protein
bulunacaktir):

0.3
0.25
- 0.2 4 a=yg-Y1fX2-X1
3 ¥1
0.15 4
= ax +
0.1 - y-ax+h
vy =0.0026x + 0.001
0.05 4
0 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Protein, g

Grafik veya verilerden de anlasilacagi uzere, protein konsantrasyonu ile absorbans arasinda lineer
bir iliski vardir (butun noktalara en yakin gecen bir egri cizilir, lineer regrasyon). Egrininin egimi (a)
ve y eksenini kestigi bolgeden (b), y’nin X ile ilskisini gosteren y= ax + b esitligini elde edebiliriz. Bu
ornegimizde, b=0.001, a= 0.0026, dolayisi ile y=0.0026x + 0.001 Boylece, protein konsantrasyonu
bilmedigimiz calisma ekstermizin verdigi absorbanstan (y) ne konsantrasyonda (x) bir protein
solusyonuna sahip oldugumuzu hesaplayabiliriz. Lineer formulumuzun gercekten bu verileri yansitip
yansitmadigini kontrol etmek icin her hangi bir y degerine karsilik yaklasik x degerini bulamilmemiz
gerekir.
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Ornegin, 0.10 absorbans, x ekseninde yaklasik 40 ug proteine denk gelmeli:

0.10=0.0026x + 0.001,burada x= 38 pg bulunur ki, bu da egrinin tum noktalara en yakin gecen (veri
noktalarinin uzerinden gecmeyebilir) bir ozellikte olmasindan kaynaklanir ve kabul edilebilir bir
degerdir. Sunu unutmayin ki, 38 ug bize proetinin solusyondaki gercek konsantrasyonu hakkinda bilgi
vermez. Protein solusyonun ml’sinde kac mg protein oldugunu belirlemek icin bu degeri gelmis
oldugu volume (yani, 40 ul veya 0.04 ml’ye) bolmemiz gerekir: 38 ug /0.04 ml= 950 ug/ml’e denk
gelir (orijinal stok slusyonumuzda da proteinin 1 mg/ml veya 1000 pg/ml oldugunu hatirlayiniz).
Dolayisi ile bulunan deger (950 ug/ml) beklenen degere (1000 ug/ml) uygunluk gostermektedir.

Ornek 2. Yukaridaki standarda gore konsantrasyonunu bilmediginiz bir protein solusyonundan 0.25
ml aliyorsunuz ve standarttaki gibi toplam hacmi su (0.750 ml) ve kimyasallarla (1 ml) toplam 2 ml
yapiyorsunuz. Bu tupteki solusyonun verdigi absorbansi (Ases) 0.657 olarak okuyorsunuz. Bu
proteinin orijinal solusyondaki konsantrasyonu nedir?.

Hesplanan lineer egri formulunde y degeri yerine 0.657 konulursa; 0.657= 0.0026x + 0.001, X=
252 ug bulunur. Fakat bu absorbasi okunan tupteki protein miktaridir. Bu kadar protein orijinal
solusyonun 0.25 ml’sinden geldiginden, orijinal solusyonda; 252 pg/0.25 ml= 1008 pg/ml protein var
demektir.

Uygulama: Proteinlerin absorpsiyon karakteristikleri, spektrofotometrik olarak kantitasyonu (miktari)
ve kalitatif (niteligi) analizleri, standart egri olusturma gibi konular uygulamali olarak verilecektir.
Bunun icin Asistaniniz’in size verecegi materyal ve metodlar kullanilacaktir.

PROTEINLERIN ELEKTROFORETIK OZELLIKLERI:

Elektroforez, iyonik molekullerin elektrik alanda yurumesidir. Elektrik alanda molekuller yuklerinin
tersi tarafa dogru yuk ve buyukluklerine gore yururler. Proteinlerin molekul agirliklarinin
belirlenmesinin yaninda, bu metod ayni zamanda protein purifikasyonu (saflastirma) icin de
kullanilabilir. Proteinler icin en yaygin kullanilan jel matriksi poliakrilamid jellerdir. Jelin
konsantrasyonu ayarlanarak por buyuklukleri amaca uygun hale getirilebilir. Yuksek konsantrasyonlu
jeller kucuk porlu bir matriks olustururlar. Yuksek pH’li (> 9.0) ortamda hemen tum proteinler negatif
yuklu olduklarindan elektrik alanda anoda (+) dogru hareket ederler. Dolayisi ile ayni yuk ve
buyukluge sahip proteinler ayni bolgeye yuruyup bir bant olustururken, farklilar farkli pozisyonlarda
kalirlar. Uygun protein boyalari ile boyandiklarinda bu bantlar jel uzerinde gozle gorunur duruma
gelecek sekilde boyanirlar. Saflastirma islemi icin proteinler genellikle boyanmadan jelin ilgili
bolgesinin keseilip eritilmesi ile olur.

SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Sulfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi): Yukaridaki metodun
aynisidir. Sadece farkli olarak burada proteinler SDS (bir cesit deterjan, [CH3-(CH,)1o-CH,-O-SO3
JNa") gibi denature edici maddelerle denature edilirler. Bu amfifilik deterjan proteinleri kararli hale
sokan hidrofobik etkilesimleri bozarak onlari zincir sekline (primer yapi) sokar. Bir cok protein mg
basina 1.4 mg SDS baglar (diger bir deyimle iki amino asit icin bir molekul SDS). SDS’in tasidigi
buyuk negatif yuk proteinlerin ic dinamiklerini saglayan yAlt uniteleri disulfit (-S-S-) baglari ile
biribirine bagli proteinlerin bu alt unitelerini biribirlerinden ayirmak icin ayrica ortama indirgeyici bir
madde olan 2-merkaptoetanol (HSCH,CH,OH) ilave edilir. Bu nedenle bu yontemjel filtrasyon
yontemindeki gibi proteinlerin buyukluklerine gore ayirimini saglar.

- R T = Yandaki gibi bir jel (jole gibi bir madde) tipik olarak
‘=?': & = | protein ve nukleik asitleri biribirinden ayirt etmek icin
. |‘1 em kullanilirlar. Proteinler ve nukleik asitler bu elektrik
5 em akimi uygulanan matriks ortamda yuklerinin tersi yone
— dogru ve molekul agirliklarinin logaritmik fonksiyonu
e olarak ayrilirlar. Proteinler icin genel olarak polimerize
-— . olan akrilamid jeller kullanilirken (dolayisi ile bunlara
— poliakrilamid jeller denir), nukleik asitler (DNA ve
PRENEN o RNA) icin daha cok agaroz jeller kullanilir. Ticari
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olarak satilan ve molekul agirligini bildigimiz ve konsantrasyonunu ayarlayabilecegimiz standart
(markir) protein ve nukleik asitler kullanilarak, bilinmeyen orneklerimizin molekul agirliklarini ve de
hucre ici konsantrasyonlarini bulabiliriz. Yani bu teknik guclu bir kalitatif ve kantitatif analiz
metodudur.

Ornek 3. Yukaridaki jelde A, B ve C proteinlerinin yaklasik molekul agirliklarini hesaplayiniz. Bu
sorunun cevabi da ornek 1’deki cozume benzer yolla elde edilebilir...

F

ULTRASANTRIFUGASYON
- Bir bardak icine su ve kum
. e koyup calkalayip birakirsaniz
yercekimi (9.8 m/s? hiz veya xg)
ey etkisinden ~ dolayi ~ zamanla
! kumun hepsi dibe coker. Ayni
10+ - gravitasyonal cekim kuvvetine
maruz kalan makromolekuller
ise solusyonda boyle bir durum
I : : : : gostermezler. Bunun nedeni, bu
0 3 10 15 4 25 molekullerin gelisiguzel termal
Elelctrile alanda gittigi mesafe (cm) hareketleri (B rowniyan
hareketler) bu sekilde bir presipitasyon olmasina engel olarak onlarin solusyon icinde homojen olarak
dagili kalmasini saglar. Ancak, bu makromolekulleri iceren solusyonlar cok yuksek hizlarla
cevrildiklerinde (dakikada binlerce donme) aynen kum ornegindeki gibi bunlarda dibe cokerler.
Ultrasantrifuj aleti 1923 vyilinda Svedberg tarafindan gelistirildi. Yuksek hizli ultrasantrifujlerle
dakikada 80,000 defa (rpm) donus ve dolayisi 600,000 xg’ye ulasan (yercekimi hizinin 60 bin
katindan fazla) gravite uygulanabilir. Bu cesit santrifugasyon hiz ve suresinin ayarlanmasi ile hucreden
organellere onlardan da nukleik asitlere, proteinlere kadar bir cok yapi ve molekulun presipitasyonu
(cokertilmesi veya sedimantasyonu) mumkundur. Herhangi bir makromolekulun veya hucresel
komponentin sedimentasyon orani o maddenin buyuklugune baglidir (ayrica maddenin icinde
bulundugu solusyonun konsantrasyonu ve cozunen maddenin molekluler yapisi da sedimentasyonda
onemli rol oynar). Bir birim sentrifuj kuvveti basina olan sedimentasyon hizi bir proteinin
sedimentasyon sabitesini (10™ saniye=Svedberg sabitesi) verir.

Logantmik sl a wea dlgek
Protemn marurlarn molekil afrbifilalodakon ol

Bazi proteinlerin sedimentasyon katsayilari(S):

Protein Molekul agirligi(kD) S (x10™* saniye)
Lipaz 6.7 1.14
Sitokrom ¢ 13.4 1.71
Miyoglobin 16.9 2.04
Laktat dehidrogenaz 150 7.31
Katalaz 222 11.2

Burada dikkat edilmesi gereken sey, molekul agirligi ile sedimentasyon orani arasindaki iliski lineer
degildir (yani, S degerleri aritmetik olarak eklenerek bulunmaz). Bunu nedeninin de yukarida
acikladigimiz gibi, molekullerin molekul agirliginin yaninda onlarin yapilarinin da S’yi belirlemede
rol oynamalaridir. Proteinlerin sedimentasyon sabiteleri 1 S ile 50 S arasinda degisir (ribozomlar ki
bunlar bircok protein ve RNA’dan meydana gelmislerdir 80 S buyuklukle ifade edildiklerini
hatirlayiniz). Daha buyuk partikuller daha buyuk sedimentasyon katsayilarina sahiptirler. Ornegin,
virusler icin bu degerler 40 S ile 1000 S arasinda degisir.
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SORULAR
1. pH=28.0olan bir DEAE kolunundan glutamik asit, lizin ve valin hangi sira ile ayrilir? Neden?

2. 280 nm dalga boyunda hangi peptid daha yuksek absorbans gosterir? Neden?
a.Glutamik asit-losin-glutamik asit-fenilalanin-treonin-losin-aspartik asit-glisin-tirozin
b.Serin-valin-triptofan-aspartik asit-fenilalanin-glisin-tirozin-triptofan-alanin
3. lyon degisim kromatografisinin affinite kromatografisinden farki nedir?

4. Asagidaki bilgilerden bir proteinin alt unite kompozisyonunu belirleyiniz: jel filtrasyonla
proteinin molekul agirligi 200 kD olarak belirlenmistir. Ayni protein SDS-PAGE ile 100 kD
olarak belirlenmistir. Yine ayni protein merkaptoetnol ile muamele edildikten sonra SDS-
PAGE’de 40 ve 60 kD olarak iki farkli molekul agirlikta belirlenmistir. Bu proteinin
muhtemel molekuler yapisini (alt uniteler bakimindan) aciklayiniz.

5. 0.1 M NacCl solusyonunda 2.6 S’lik sedimentasyon katsayisina sahip bir proteinin 1 M NaCl
solusyonundaki sedimentasyon katsayisi 4.3 S olarak bulunmustur. Neden?
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6. Hafta: Protein Piirifiksayonu I: Esseyler, Spesifik Aktivite, Fraksinasyon

Okaryotik veya prokaryotik olsun herhangi bir hiicre veya doku proteinlerini calisirken baslangicta
gram miktarlarda protein elinizde bulunabilir. Istenilen bir protein bu kompleks binlerce farkl
molekiil ve yapidaki proteinler arasindan saflastirildiginda elinizde sadece mg, hatta ng miktarlarda
protein (saflagtirilmis protein) kaldigini goriirsiiniiz.

Piirifakasyonda ilk basamak istenen proteine gore spesifik bir protein piiriifikasyon metodunun
secilmesidir.

Spesifik bir essay ilgili proteinin karakteristiklerine gore seg¢ilir. Bunlar:

Enzimatik aktivite

Immiinolojik aktivite

Fiziksel karakteristikler (6rnegin, molekiiler agirlik, spektroskopik 6zellikler, vs.)
Biolojik aktivite

Immiinolojik olarak Western blot (protein hibridizasyonu) ad1 verilen bir yontemle antikorlar
kullanilarak bir proteinin hem hiicredeki eksprasyon seviyesi ve hem de piirifikasyon sonucu istenen
proteinin saflastirilip saflastirilmadigr anlasilir. Bu metot genellikle asagidaki basamaklart icerir:

1. Saflastirilmis protein PAGE’e tabi tutulur.

2. Jel nitroselliiloz mebranin lizerine konur ve yine elektroforetik olarak jeldeki proteinler
nitroselliiloz filtrenin iizerine transfer edilir.

3. Nitroselliiloz filtre sisv1 jelatine sokularak “bloke” edilir. Bunun nedeni membran ylizeyine

spesifik olamayan proteinlerin baglanmasini engellemek i¢indir.

Membran daha sonra 6zel proteinimize karsi gelistirdigimiz bir antikorla inkiibe edilir.

Nitrosellilloz membran daha sonra 4. basamakta kullandigimiz antikora kars1 olusturulan

baska bir antikorla muamele edilir. Ornegin, eger 4. basamaktaki ilk antikorumuzu tavsanda

olusturup kullandiysak, bu basamakta kullanilan antikor “koyun anti-tavsan immiinoglobini”
olarak adlandirilabilir. Bunun anlami tavsanda olusturulan antikora karsi antikorun koyunda
olusturuldugudur. Dolayisi ile koyun antikorlar1 tavsanda olusturulan antikorlarin korunmus
0zel bolgelerini (domain) tanirlar ve tavsan antikorlarinin koyunda kullanilmasi bir immiin
cevaba neden olur ve poliklon olarak adlandirilan koyun antikorlarinin yapimi indiiklenir.

Dolayisi ile membran iizerinde istedigimiz proteine baglanmig tavsan antikorlarinin bu

korunmus bolgeleri koyun antikorlar1 tarafindan baglanir (sandvig).

6. Koyun antikorunun diger bir 6zelligi onun kromojenik (renk veren) bir substrati {iriine
cevirecek 6zel bir enzimi de kovalanet olarak baglamis halde tasimasidir. Bu enzim sayesinde
nitroselliiloz filtre substrati igeren bir soliisyonda inkiibe edildigi zaman, enzim kromojenik
substrati renkli bir iiriine ¢evirecek ve olusan tiriiniin membrana bagli proteinimizin oldugu
bolgeye yogunlagmasi ile saflastirilan proteinin varligi (veya yoklugu) belirlenir.

7. Boylece binlerce protein iginden (6rnegin ekstraktakki veya lizattaki tiim proteinler arasindan)
istenen bir proteinin hem molekiiler agirligi (jeldeki pozisyonlari kiyaslanarak) ve hem de
miktar1 belirlenmis olur.

o s

Dot blot (nokta hibridizasyon) denen metotla PAGE yapilmadan da bir proteinin ekstrakt (lizat)
icindeki varlig1 belirlenebilir. Ancak bunun i¢in poliklonal antikorlarin tersine, istedigimiz proteinin
ii¢ boyutlu yapisinda oldukea 6zellesmis (epitop) bir bolgeyi taniyacak monoklonal antikoralar
kullanilir. SDS-PAGE proteini denatiire edip bu yapiyi (epitop) bozacagindan, bu metot dot blot igin
kullanilmaz.
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Degisik alanlardaki kullanimlarinin yaninda antikorlar protein saflastirmalarinda da kullanilirlar.

e Eger 6zel bir proteine karsi olusturulmus yeterli miktarda antikor elde etmis isek, bunlar
kovalent olarak bir kromatografi matriksine (6rnegin, sefadeks) baglanabilir.

e Hiicre ekstraktini boyle bir kolona uygularsak, istedigimiz protein matrikse baglanmis
antikorlar tarafindan baglanacak geriye kalan proteinler ise serbestce asag1 akacaklardir.

¢ Kolona baglanmis protein, kolon pH’sinin hafif diisiiriilmesi (asetik asit) ile kolayca eliie
(elde) edilir.

Protein piirifikasyonun bir seri fraksinasyonla olur: Burada,

e Istenilen protein esas olarak belli fraksiyonlarda yogun bulunur (bu is bir fraksiyon kollektorii
ile yapilir).

e Diger fraksiyonlarda bizim istedigimiz protein bulunsa da bu az miktarlarda olacak ve daha
cok diger proteinlerle kontamine durumda bulunacaktir.

Saflastirma sirasinda izlenmesi gereken bazi parametreler:

1. Toplam érnek hacmi
2. Toplam istenen protein (bu Axg= 1.0 mg/ml dikkate alinarak kabaca saptanabilir)
3. O proteine veya enzime 6zgii metot kullanilarak birim aktivitenin (iinite) bulunmasi

Yukaridaki bilgiler bize her basamak piiriifikasyonda,

1. O basamkataki % iiriin (protein) miktar

2. Spesifik aktivite (iinite/mg total protein), 1 iinite enzimin dakikada 1 mikromol substrati iiriine
¢eviren enzim miktari oldugunu hatirlaymiz.

3. Her basamagin saflastirma verimi veya yiizdesi (6rnegin, bir protein ekstraktaki veya lizattaki
miktaria gore 5 kat zenginlestirilmis ise bu 5x saflastirma olarak gosterilir.

Protein saflagtirma basamaklar1 boyunca siirekli olarak istedigimiz proteinin miktarinda azalma ancak
saflagtirma yiizdesinde artig goriilecektir. Baz1 durumlarda bol miktarda ancak saflik derecesi diisiik
proteinlerin saflastirilmasi arzu edilebilirken, diger baz1 durumlarda ise proteinin yiiksek oranlarda saf
olmas1 ancak miktarinin az olabilirligi kabul edilebilir. Diger bazt durumlarda ise proteinin hem bol
miktarda ve hem de yiiksek oranda saf olmasi arzu edilir. Bu durumlardan hangilerinin hangi amaglar
icin gecerli oldugunu sizler aragtiriniz.....
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Protein saflastirmasinda baslangic basamaklari

Hiicrelerin parcalanm as (lizis) —— Erimis fraksiyon
Hiicre debrisinin

santrifiigasyonla Nikleik asiterin
kaldirilmas presipitasyonu

Protein fraksiyonu

Kaba fraksiyonasyon
{fraksiyon kollektir)
S kromatografi _ o
Saf protein -4 - - Zenginlegtirlmis

protein fraksiyonu

¢  Genel fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin yaninda bir proteini saflagtirmak bazen da onun
icinde bulundugu kimyasal maddelerin ve diger proteinlerin 6zelliklerini bilmek faydali olur.

e Ornegin, E. coli proteinlerinin ¢ogu <50,000 Da veya daha diisiik molekiiler agirliga sahip
olup izoelektrik noktalarinda asidiktirler.

Lizattaki kontaminantlardan niikleik asitler polyetilen imin, veya streptomisin sulfat gibi biiyiik
katyonik maddeler kullanilarak uzaklastirilabilirler.

Proteinlerin kaba bir fraksinasyonu amonyum sulfat veya poletilen glikol presipitasyonu ile yapilir.

Amonyum

sulfatulfate 0 10 |20 |30 40 50 |60 |70 (80 |90
(% doygunluk)

Augo 1000 900 |600 200 100 |75 |50 40 25 |20

Aktivite (iinite) 200 200 200 190 (170 (100 30 5 0 |0

Yukaridaki tabloyu agagidaki gibi bir grafikle sematize edebiliriz. Bu grafigin agiklamasini ¢aliginiz!!!
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Amonyum sulfat (Satiirasyon yiizdesi)

o Ornegin yukaridaki grafikten % 30 amonyum sulfatta lizattaki toplam proteinin yaklasik %
80’1ini presipite edbilirizki bu fraksiyonda istedigimiz proteinin aktivitesi % 95 civarindadir.

e % 80 amonyum sulfatla ise saflastirmak istedigimiz proteinin hemen hepsinin presipite
oldugunu ancak aktivitesinin olduk¢a azaldigi goriiliir. Bunlar sizlerin grafik tizerinde
okuyabilmeniz gerekir...

Bdylece bizim istenen proteini saflagtirmak icin,
Amonyum sulfat1 % 30 satilirasyon konsantrasyonunda ekleriz

Karigim santrifiij eder ve pelleti atariz
Tekrar amonyum sulfati % 80 satiirasyon konsantrasyonunda ekleriz

N =

(aktivite tayini ve ileri saflagtirma basamaklari) gegeriz.

Buradan yaklasik 5x saflastirma ile % 97 oraninda iiriin (saf protein) eldesi bekleriz...

Karigimi tekrar santrifiij eder ve pelleti koruruz. Pelleti uygun tamponda eritir diger islemlere
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Protein Piirifiksayonu I1: Kolon kromatografisi-Iyon degisimi, Dializ ve Konsantrasyon

Kolon kromatografisi

Yukarida bahsedilen baslangi¢ fraksinasyon basamaklarindan sonra protein saflastirmalarinda tipik
olarak kolon kromatografisine gegilir.

e Kolun kromatografisinde genel olarak bir cam boruya ozel fiziksek ve kimyasak
karakteristiklere sahip kolon matriksi (recine) doldurulur.

e Bu karakteristikler farkli proteinlerle farkli sekillerde baglanmalar meydana getirirler.

Kromatografik recinelerin bazilart:

Iyon degisimi

Hidrofobik

Jel filtrasyonu

Afinite gibi 6zellikleri ile kullanilirlar

el A

Iyon degisimi
Iyon degisim regineleri {izerlerinde yiiklii gruplar gruplar tagirlar.
e Bu gruplar asidik karakterli olabilirler ki bunlarda kolon bir katyon (+) degistiricidir.

o Bazik karakterli gruplar ise anyon (-) degistiriciler olarak bilinirler. Anyon ve katyonlari, anod
ve katodla karistirmayiniz (anod +, katod ise — kutuptur).

Anyon-Katyon tipleri Fonksiyonel grup  |Ornek

Zayif katyon degistiriciler Karboksimetil CM selliiloz/sefadex
Kuvvetli katyon degistiriciler  |Sulfopropil SP sefadex

Zay1f anyon degistiriciler Dietilaminoetil DE selliiloz/sefadex
Kuvvetli anyon degistiriciler Aminler QAE sefadex

e Kolonlara 6rnekler genellikle diisiik kuvvetli iyonik sartlarda (yani yiiksek pH) uygulanir ve
kolon matriksine baglanirlar. Orneklerin kolondan yikanmasi ve aritilmast ise daha yiiksek
iyonik konsantrasyonlar (diisiik pH) yartilarak yapilir.

o Ornek vermek gerekirse, bir potein kendi izoelektrik noktasindan (pl) daha diisiik pH’ya sahip
bir tamponla kalibre olmus katyon degisim kolon materyaline kolayca baglanir, tersi durumda
ise baglanma gerceklesmez. Ancak bu tersi durumda proteinimiz anyon degisim matriksine
rahat baglanabilir (yani kolon pH’s1 proteinimizin PI’sindan yiiksek ise). Bunlari amino asit ve
proteinlerin asit baz karakterlerini goz Oniine alarak ayrintili olarak anlamaya ¢alisimz!!..
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“A” proteini, pI= 9.0 “B" proteini, pI= 7.5
l Tampon, pH="7.0 J.
Tampon pH degen Tampon pH degen
énemli éloiide “ A7 proteinin az da olsa élgude “B” proteinin
pl degen altindadir ve dolayia ile pl degert altindadir ve dolayia ile

protein kuvvetl pozitif yike sahip olacaktir  protein zawnf pozitif yike sahip olacaltir

l |

A7 proteint hem kuvvetli ve hem de LB proteini sadece kuvvetli
zayif katyon degijim kromatografisine katyon degizsim krom atografisine
baglanir. Ancak, zayif katyon deigzim baglanir.

kromatografizi tercih edilmelidir,

e Bu nedenle bir proteinin pl degerini bilmemiz onun saflastiriimasinda hangi yollart
izleyecegimiz konusunda bize 6énemli bilgiler verir.

Proteinlerin ivon degisim kolonlarindan aritimu (eliisyon)

e Proteinler iyon degisim kromatografilerine genellikle kovalent olmayan iyonik tuz kopriileri
ile baglanirlar. Boylece bu gruplara baglanmak i¢in uygun olan tuzlarla eliisyonlar
gerceklestirilebilir.

e Yukaridaki islem (yani tuzla yikama) iki metotla gergeklestirilebilir: 1. Gradient eliisyon 2.
Tek basamakta eliisyon

¢ Gradient eliisyonda diisiik tuz konsantrasyonundan yiiksek tuz konsantrasyonuna yavas yavas
gidilerek, ilkin zay1f baglanan en sonra da en kuvvetli baglanan proteinlerin eliisyonu
gergeklestirilir.

e Boyle bir tuz gradiyenti alt tarafta biri birlerine bir hortumla bagl iki kabin kullanimi ile
yaratilabilir. Kaplardan biri diisiik konasntrasyonda tuz iceren tampon igerirken, digeri yiiksek
tuz konsantrasyonlu tampon igeriri:

[Yiiksek tuz) [Dasik tuz]

o’ -

¢ Bu sekildeki bir sistem diisiikten yiiksege
= dogru lineer bir tuz gradiyentinin
olugmasina sebep olacak ve en zay1f
baglanan proteinler en dnce en kuvvetli
baglanan proteinler ise en son eliie

== ¢&=——=——+ Kolona edilmis olacaklardir:

Nl

Manyetik bar (karighne)

e Eger daha 6nceden 6mek
proteinimizin hangi
konsantrasyondaki tuzla eliie
edildigini biliyorsak, direk olarak o
konsantrasyondaki tuzu tek bir kapta
hazirlayip tek bir basamakta
proteinimizi eliie edebiliriz. Buna tek
basamakta eliisyon denir.

Yiksek

[Taz]

Diigiik

1

0 (. 1 1
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e Bu cesit bir eliisyon daha hizli olmakta ve nispeten daha az miktarda protein soliisyonu
gerektirmektedir.

Iyon degisim kromatografisinden eliie edilen bir proteinin oldukga yiiksek tuz konsantrasyonlu bir
ortamda bulundugu unutulmamalidir. Daha ileriki saflagtirma basamaklarina bu durum g6z 6niine
alinarak gegilmelidir.

Dializ, jel filtrasyonu, likid,
affinite kromatografisi gibi
protein saflastirma metotlari
oniimiizdeki hafta dersinin
konusunu olusturacaktir...

B Lavee net positive charge
C et positive charee
@ Net nagative ctharge
-/ Lavge not negative charge

Megatt willa fonksiyonel
gruplar tagiyan
polimer matriks

Protein kartsim
katyon-degizim
kromatografisine
yildenir =

&
Proteinler tagchiklars yik ile ﬂl H’ }
orantili olarak uygunpH "da
agaf dogn hareket ederler.
Katyon-degifm kromatogr afisinde ()
ruegatif ikl proteinler daha uzl

akaralk ve elte olacaldardiy

L9 e s

Diyaliz

e Amonyum sulfat presipitasyonu veya iyon-degisim kromatografsi ile elde edilen bir protein
cok yliksek miktarda tuz iyonlar tagiyacaktir. Bu da istenmeyen bir durumdur, ¢linkii, protein
bu hali iel inaktif formda bulunur ve dolayisi ile ortamdan tuzun uzaklastirilmasi gerekir.

e Ortamdaki tuzu uzaklastirmak i¢in en yaygin metot diyalizdir.

o Bu metotta semi-permeabl membranlar kullanilir.

e Bu membranin esas 6zelligi tuz iyonlarinin serbest¢e gegisine izin verirken, porlarinin
capindan dolay1 protein gibi makromolekiiller igeride tutuklu kalirlar.

e Bu duruma genellikle membran cutoff degeri olarak bilinir ve degisik amaglar i¢in degisik
cutoff degerine sahip membranlar kullanilir.

e Diyaliz bdyle yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip protein karisiminin membrana konmasi ve

diisiik tuz konsantrasyonlu bir tampona karsi kalibre

~ = edilmesi ile olur:

Ayaliz torbas e Zamanla (6rnegin, gece boyunca, 4 °C’de) torba ici
Dok s B torba dis1 diisiik molekiiler agirliga sahip soliit
konshotraryoalu v, (¢oziinen) dengeye ulasir.
tampon [ ———
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Diyaliz torbasimun igi Diyaliz torbasinin dis
°
© o © ° ¢ Denge halinde 6rnekteki tuz
s O T konsantrasyonu asagidaki sekilde
o o I hesaplanir:
e 0 —p
] @ I °
Q
—_— . e - . e
° I ° (6rnegin voliimil) x (6rnegin tuz konsantrasyonu) +
o o o (tamponun voliimii) x (tamponun tuz
o — o konsantrasyonu)/toplam voliim= [6rnekteki tuz]
o
'I \ e Bu sekilde, protein 6rnegimizde tuz
- o konsantrasyonunu hangi dereceye indirmek
“ e istiyorask, o dl¢lide tamponla diyaliz
Protein baslatilir.

e Burada basalngis tampon tuz
konsantrasyonu genellikle sifir alinir.

Ornegin,
Iyon degisim kromatografisi sonunda 10 ml kadar protein karisimimizin oldugunu varsayalim. Bunu
kolondan ayirmak i¢in son konsantrasyon 1.0 M NaCl olacak sekilde tuzla yikandigini farzedelim ve

daha sonraki saflagtirma basamagi icin tuz konsantrasyonunun 1.0 mM’dan biiyiik olmamasi
gerektigini kabul edelim;

(0.01 litre) x (1.0 M) + (tampon hacmi) x (0)/toplam voliim= 0.001 M

(0.01 litre) x (1.0 M) + (tampon hacmi)/0.001 M= toplam hacim
(0.02 Toplam hacim= 10 L tampon

Boylece, bu is i¢in alinmasi gereken toplam tampon (toplam hacim-6rnek hacmi)= 9.990 litre
olacaktir.

e Sonug olarak tuz konsantrasyonu bakimindan 1 M olan 10 ml érnegimizi yaklasik 10 litre
tampona kars1 diyaliz edersek, 6rnekteki tuz konsantrasyonu 1.0 mM’a inecektir.
e Buna genel olarak 1:1,000 dyaliz denir.
e Eger 10 Litre tampon harcamak istemiyrsak pes pese ik kez 1:32 diyalizle de ayni is
basarilabilir. Diger bir deyimle 1:32 x 1:32= yine yaklagik 1:1,000 diyalize denk gelecektir.
11k diyalizde 310 ml tampon: 1 M NaCl’ye kars1 10 x 1.0)/(320) = 31 mM NaCl

Ikinci diyalizde 310 ml tampon: 31 mM NaCl’ye kars1 10 x 0.031)/(320) = 0.97 mM (yani yaklasik 1.0
mM)

Boylece 10L tampon yerine 620 ml tamponla da aynt is bagarilmis olur.

Bir cok diyaliz olayinda diyaliz isleminin % 80°i 4 saat icinde olur.
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e Diyaliz olayinda dikkate alinmas1 gereken olaylardan biri, tuz iyonlar1 tamponun igine
gecerken yani diyaliz torbasindan disari1 ¢ikrlarken, su tam tersine diyaliz torbasina girer ve
torbadaki soliizyonun vliimii artar. Béylece, torbadaki protein daha diliie olur.

e Bu nedenle diyaliz torbasi bu durum goz 6niine alinarak érnekle doldurulmalidir. Genel olarak
Torbanin % 50’si kadar 6rnek konur, hava tiflenerek sisiilir ve agz1 baglanir.

Proteini konsantre hale getirmek:

e Buamag icin de semi-permeabl bir mebran kullanilir.

e Bunun i¢in en etkili metotlardan biri, diyaliz torbamiz1 20.000 Da ve daha yiiksek molekiiler
agirlikh (6rnegin, polietilenglikoller) kuru bir madde ile sivamak ve i¢ereideki suyun disartya
emilimini saglamaktan gecer.

e Boylece torbadaki suyun mikatrinda azalma, protein konsantrasyonunda ise artig olacaktir.

e Ayni ig uygun membranlar (filtreler) kullanilarak belli bir basingla 6rnekteki susyun alinmasi
seklinde de gerceklestirilebilir.
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Lizat {ekstrakt) [Aktivite= 100 iinite, Spesifik aktivite=100/1000= 0.1 iinite/m g protein]

|

3 M amonyum sulfattaki
erirliffine giire seperasyon

":'// kh\"ﬂ-

Supernatan {erimig fraksiyon)

[100 mg, Aktivite= 90, SA= 0.09]

T

Biiyiikliige gire
Sep erasyon
/ {Jel Filtrasyonu) e

MWt = 50,000 MWt < 50,000
[10 mg, Aktivite= 80, SA= 8.0] [90 mg, Aktivite= 10, SA=10.1]

T

pH 7.0’da yiike giire
seperasyon (Anyon-degigim kromatografisi)
A‘f e
Pozitif yiik HNegatif yuk _
[1 mg, Aktivite= 70, SA= 70] [9 mg, Aktivite= 10, 8A=1.1]

Presipitat (pellet)
[900 mg, Aktivite= 10, SA=0.01]

1 iinite enzim: dakikada 1 mikromol substrati iiriine ¢eviren enzim miktari, (umol S—P/dak).

Yukaridaki protein piirifikasyon semasini okumaya ¢alisalim; bu basmaklardan sonar elde ettigimiz
saf proteinin miktar1 1 mg olup 70 iinite/mg spesifik aktiviteye sahiptir. Toplam aktivite 70 iinite
oldugundan, bu basamaklar sonucu piirifikasyon orani % 70 (70 tinite/100 {inite). Bu nedenle
proteinimizin saflig1 700 kat artmistir (baslangigtaki SA= 0.1 {inite/mg, en son elde edilen SA= 70
iinite/mg). Bu semay1 daha detayli okuyarak her basamagin proteinin saflagtirilmasindaki roliinii analiz
ediniz...
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Protein Piirifiksayonu I1I: Jel Filtrasyonu, affinite ve hidrofobik recineler, recinelerin ve

cihazlarin kurulumu

Jel Filtrasyonu (Biiyiikliige gore ayirim kromatografisi)

Jel filtrasyonu metodu proteinle herhangi bir kimyasal baglanma ile gerceklestirilmez. Bu metotta,
proteininin fiziksel 6zellikleri (boyutlar1) kullanilarak iglemler yapilir.

e Jel filtrasyonunda kullanilan regine veya boncuksu matryal (buna matriks de diyoruz) belli
biiyiikliikte porlar1 olana bir seri biiyiikliikte olabilirler (biz bunlar ciplak gézle goremeyiz).

o Ornegin, belli ¢apta porlar1 olan bir matrikse bu porlara sigmayacak biiyiikliikteki proteinleri
uygularasak, proteinler porlardan degil, fakat porlar arasindaki bosluklardan akarak daha hizli
bicimde kolunun alt musluguna gelecek ve eliie olacaklardir. Por ¢aplarindan daha kiigiik
boyutlu proteinler igin ise tam tersi durum s6z konusu olur. Bu kii¢iik proteinler boncuksu
materyalin porlar1 i¢ine girecek ve orada dolasip daha fazla zaman kaybedeceklerinden,, bu tiir
proteinler daha geg elii olurlar.

e Boylece, bu sekildeki bir sisteme yiiklenmis olan protein karisimi molekiiler boyiikliiklerine
gore bir eliisyon profili gostereceklerdir. Diger bir degimel eliisyon sira ile 6nce biik proteinler
— orta boy proteinler — kiigiik proteinler olacaktir.

Jel filtrasyonu

Degak vayuilike
pectetnlerigeren baglangic
peotetn solisyeny

-«—

< Jel filtrasyonu
mznks

Porlu polimer
Eagik molekller matriksi

dzha gec ilerderer ve

dolapa dle ea son
elie olusdar

Protein kartgimi
Bayuk moleiller kolona uygulanir
O podann iine gremezler
ve dolapaile ea dnce
stz oludar

Proteinler buyikliklerine

gore aynlirlar. En buyiklent Ii
12

en énce el olurlar.

e Jel filtrasyonu en iyi eger calistigimiz protein diger bir ¢ok proteine gore ¢ok kiiciik veya ¢ok
biiyiikse kullanigh bir metot olarak kullanilir.

43



Biyokimya | Lab (Hikmet Geckil)

b=

Soliis.yon Protein
(mobhil faz)

Porlu
matrix
(duragan faz)

(@) kolon kalibrasyonu
(b) Jel filtrasyon (biiyiikliige
gore ayirim), 6rnegin
burada C proteini B
proteininden, o da A
proteninden daha biiyiik
- bir proteindir.

/ Affinite kromatografisi

/ Affinite kromatografisi terimi ¢ok sayida

0 kromatografik materyal i¢in kullanilir.
Basit bir ifade ile saflastiracagimiz
proteine 0zgl bir affinite gdsteren bir

Proteinler  bilegigi baglamig regine kolonlarinin

s kullanilmasi1 yontemidir.

C e Kolon matriksine baglanmis
proteinimize 6zgii 6zel bir
antikor bir tip affinite
kromatografisine drnektir.

e Yine, matriks baglanmis 6zel bir proteaz inhibitorii de bagka bir affinite kromatografisi

cesididir.

o Ozel bir enzime baglanan bir kofaktiir baglamis kromatografisi,
e Belli bir proteienin kilasyonunu yapan bir metali baglamis kromatografi matriksi de birer

affinite kromatografisidirler.

* Yine, bundan nceki dersimizde gorduigimiiz “his etiket” li proteinler de affinite
kromatografisi ile kolayca eliie edilebilirler. Ornegin, metal Ni bagli matriksler kullanilarak...

Hemen her durumda affinite kromatografisine baglanmis 6zel proteinin eliisyonu, ona has kofaktor,
inhibitor, antikor vs. konsantrasyonun arttirilmasi ile olur. Bu durumda, kolona eklenmis olan fazla
affinite bilesikleri matriks tizerinde baglanacak yer bulamayacaklarindan, proteinlerin matriksten
disosasyonuna ve kendilerine baglanip eliie olmalarina imkana taniyacaklardir.

g Jaflipnlacak
protein

& Ligmnd

Ligand baglamig
Polimer boneuk

Protein katisimt

Protein karsimi i ,_ _
saflagtiracafmiz i
proteind bafavacak ﬂ 1“
dzel bir ligands bafamig 1 2 F35
matriksle doldundie  Istenmeyen —
proteinier
kolundan
Wkarntlar F4 06T R
Ozel protein
koloman ligandla
skatumas ile elie edlir

Cogu durumda tek bir basamakta (amonyum sulfat
presipitasyonu ve jel filtrasyonu gibi metotlar kullanmadan)
affinite kromatografisi ile 6zelliklerini bildigimiz proteininin
binlerce contaminanat protein iginden saflagtirilmasi
mimkiindiir.

Hidrofobik matriksler

Hidrofobik regineler bir alkan veya aromatik grup gibi polar
olmayan fonksiyonel bir gruba sahiptirler.

e Bir ¢ok protein ylizeylerindeki veya hidrofobik
domainleri ile bu fonksiynel gruplara baglanirlar
(hidrofiobik etki).

e Bu cesit hidrofobik etkilesim ortam iyonik
kuvvetinin arttirtlmasi ile artar. Yani, proteinler
yiiksek tuz konsantrasyonunda bdyle bir kolona
baglanirken, tiiz konsantrasyonu diisiiriildiigtinde
eliie olurlar.
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Dolayist ile bu gesit bir kolon kromatografisi, sadece protein saflagtirma i¢in degil ayni
zamanda proteinlerden fazla tuzun uzaklastirilmasinda (diyaliz gibi) de kullanilabilir.
Alkan veya aromatik bilesigin biiyiikliigii arttik¢a baglanma daha kuvvetli olur.

Hidrofobik etkilesim ve iyonik kuvvetin daogasindan dolay1, bu her iki teknik pes pese kullanilabilir.
Ornegin, iyon degisim kromatografisinden sonra protein drnegimiz yiiksek tuz iyonu
konsantrasyonuna sahip olacagindan hemen hidrofobik bir kolona uygulanarak yikanabilir. Bunun
tersi durumunda is, yani protein 6rnegimiz 6nce hidrofobik kolundan gegirilmis ise diisiik tuz iyonu
konsantrasyonun gerklilik oldugu iyon degisim kromatografisine tabi tutulabilir.

Burada hidrofobik etkilesim kromatografi ile revers faz kromatografisi arasindaki énemli bir farka
deyinmemiz gerekir:

Hidrofobik etkilesim kromatograifisi genellikle sulu ortamlarda gerceklestirilir ve iyonik giicte
yapilan degisikliklerle de protein elii edilir. Tipik olarak protien, ylizeyindeki hidrofobik
gruplar (domain) aracilig1 ile hidrofobik matrikse baglanir ve eliisyon sonucu protein aktif
formunda (tersiyer) eliie edilir.

Revers paz kromatografisi hidrofobik bir solvent (6r, asetonitril) kullanilarak gergeklestirilir.
Bu durumda proteinler denatiire olurlar ve hidrofobik karakter kazanmis polipeptid kolonun
hidrofobik fonksiyonel gruplarina (ligand) baglanir. Globiiler proteinlerde hidrofobik kisimlar
genellikle protein korunda bulunduklarindan (¢evredeki sudan uzakta), denatiirasyon sonucu
bu bolgelerin agilarak bu hidrofobik gruplarin kolona baglanmasi saglanir. Dolayist ile boyle
bir sistemle saflagtirilan proteinlerin tekrar fonksiyonel duruma gelmeleri igin uygun
reaniirasyon sartlarinin saglanmasi gerekir.

Kolon kromatografisi matrikslerinin hazirlanmasi

Kolon kromatografisi matrikslerinin hazirlanmasi genellikle agagidaki basamaklari igerir:

1.
2.
3.

Reginenin hidrasyonu (tamponla sisirilmesi)

Regine iizerinde toplanmis kii¢iik regine parcalarinin uzaklastiriimasi

Recinenin tamponla kalibre edilmesi (tamponla defalarca reginenein yikanmasi ve en son
yikama tamponu ile yikamada kullanilan tamponun pH degerinin ayni olmasi saglanincaya
kadar devam eder) ve bulamagin hazirlanisi.

Bulamagin gaz ve kabarciklarinin bir vakum pompa ile (gerekirse) alinmasi.

Bazi recineler hazir bicimde (yani uygun tamponla sisirilmis ve kalibre edilmis halde) gelir.
Ancak, ¢cogu durumda ticari regineler kuru halde gelir ve bizim amacimiza gore onlari
sulandirip gece boyunca bekletip sismeleri saglamak ve daha sonra da tamponla kalibre
etmemiz gerekir.

Regineler gece boyunca bdyle bir igleme tabi tutulduklarinda kiiciik ¢aptaki regine boncuklar
iistte toplanir. Bunlar1 ortamdan uzaklagtirmamiz gerekir. Aksi halde, proteinin kolundan akig
hiz1 oldukga yavaslayacaktir.

Cihazlarin kurulumu

Kromatografik sistemler genellikle bir cam boruda maddelerin yer¢ekimi yoniinde akisi seklinde
gerceklesir ve bu maddeler kolunun alt ucuna konmus bir erlende toplanir. Dolayisi ile kolon
kromatografisi pahali malzeme gerektirmez. Ancak, baz1 durumlarda (6zel amaglar igin), bu sistem
asagidaki cihazlarm da kullanilmasi ile daha etkili hale doniistiiriileblir.

Pompa: Kolundan siv1 akisini kontrol etmek i¢in kullanilir.
Dedektir (densitometre): Bu genellikle bir UV (Azgo) detektorii olup hangi fraksiyonda ne
kadar protein oldugunu bulmamiz i¢in kullanilir. (proteinlerin 280 nm’de max absorbans
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verdiklerini hatirlayiniz). Bu dedektor sayesinde grafik kagidi iizerinde ¢izilmis piklerden

protein akis semasini anlayabiliriz.

e Fraksiyon kollektorii: Uzerinde 50-100 kadar tiip tasiyan doner bir tablaya sahip alet. Optik
okuyucusu sayesinde tiipe diisen damla sayisini okur ve belli bir damla sayisindan sonra baska
bir tiipe gecer. Boyle bir sistemin makinesine dakikada ka¢ adet damla istedigimiz ve her tiipe
ka¢ damla isedigimiz gibi veriler girilerek, gece boyunca islemin kendiliginden siirmesi

gergeklestirilir.

Tamp on/Protein

Dedektr

Fraksiyon

kollektari
Kolon
Toplam
Toplam L
Basamk ; aktivite
protein (mg) (iinite)
Ekstrakt 5500 6600
% 30-70
Amonyum sulfat 1020 5910
DEAE Sefadeks 187 5070
CM Sefadeks 102 4420
Fenil safaroz 56 3930
Jel filtrasyonu 32 2970
Affinite 1 5.8 2520
Affinite 2 5.3 2390
Toplam
saflastirma 376
Protein elde %’si 36

Proteinimizin molekiiler agirhi@inin belirlenmesi

Asagidaki tablo bir proteinin saflastirilmasindaki
basamaklar1 ve her basamaktaki verileri
gostermektedir:

Spesifik

aktivite Saﬂas{l ma % Protein
(iinite/mg) faktori

1.2

5.8 4.8 89.5
27.1 4.7 85.8
43.3 1.6 87.2
70.2 1.6 88.9
92.8 1.3 75.6
434.5 4.7 84.8
450.9 1.0 94.8

Biitiin yukaridaki basamaklar sonucu oldukea saf olarak (> % 98) elde ettigimiz proteinimizin molekiil
agirhigmin da hassas bicimde belirlenmesi gerekir.Bunun i¢in, yukaridabahsettigimiz

SDS-PAGE sistemi kullanilir. Ornek olarak :
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MW bilm edigimiz
standartlary saf protein

Eilinmeyen
protein

Wi grasyon orani
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