KARBOHIDRATLARIN KANTITATIF TAYINi
1. Siit ve ozellikleri

Siit, meme bezleri tarafindan salgilanan bir sividir. Siitiin bilesiminde biiyiik oranda su ve pek
¢ok kat1 madde bulunur. Emiilsifiye lipidler ve kazeinin kalsiyum tuzlar1 siite beyaz bir goriiniim

verirken, karotenoid pigmentler siite sar1 goriiniim verirler.

Siitte bulunan proteinler; kazein, laktalbumin ve laktoglobulindir. Kazein, bir fosfoproteindir
ve genellikle kalsiyum kazeinat seklinde bulunur. Asit etkisi ve eksime halinde kalsiyum
kazeinattan kazein ve kalsiyum ayrilir, kazein yag ile birlikte ¢oker. Palmitik, oleik, stearik, miristik
asitler ve yiiksek yag asitlerinin trigliseridleri siitte bol miktarda bulunur. A, D, E, K, C ve B:

vitaminleri ile katalaz, peroksidaz, fosfataz enzimleri de siitte bulunmaktadir.

Siitte karbohidrat olarak laktoz bulunur. Laktoz, glikoz ve galaktoz monosakkaritlerinden
olusan indirgen bir disakkarittir. Viicudumuzda laktozun sindirimi, ince barsak duvar hiicreleri
tarafindan salgilanan laktaz (B-galaktozidaz) enzimi araciligiyla gerceklesmektedir. Laktozun bu
enzimle hidrolizi sonucunda olusan glikoz ve galaktoz monosakkaritleri ince barsaktan

absorblanarak kan dolasima geger ve karacigerde metabolize edilir.

Laktaz enziminin eksikligi ya da tam islev gormemesi durumunda laktoz intoleransindan s6z
edilir. Temel anlamda laktoz intolerans: siit ya da siit ile iiretilmis tirtinleri sindirememek ya da
bunda giigliik yasamak anlamina gelir. Siit intoleransi ya da laktaz eksikligi olarak da adlandirilan
bu durum, tiim diinyada en sik karsilasilan sindirim bozukluklarindan birisidir ve 6zellikle Asya-

Avrupa wrklarinda daha fazla goriiliir.

Cok hassas kisilerde kahve kremasinin igindeki ¢ok az miktardaki laktoz bile yakinmalara

neden olabilir.

En sik tiiketilen laktoz kaynaklar; siit, tereyagi, margarin, yogurt, peynir, siit tozu, bazi ekmek

tlirleri, hamur tiriinleri ve ¢ikolatadir.
Yogurt bu iiriinler arasinda farkli bir yere sahiptir. Igindeki bakteriler laktozu parcalarlar ve
stit icemeyen pek cok kisi rahatlikla yogurt yiyebilir.

2. Kan Sekeri

Saglikli bir kiside a¢lik kan sekeri 80-120 mg/100 mL’dir (glisemi). Yemeklerden sonra glikoz
diizeyi artmaktadir. 2 saatlik tokluk kan sekeri 140 mg/100 mL’dir. Kan glikoz diizeyi hastalik

durumlarinda normal degerinin altina inebildigi (hipoglisemi) gibi istiine de ¢ikabilmektedir
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(hiperglisemi). Hiperglisemi (seker hastaligi, diyabet, Diabetes Mellitus) basta karbohidrat olmak
ilizere protein ve yag metabolizmasini ilgilendiren hormonal bir hastaliktir. Viicudumuzda kan
glikoz diizeyini ayarlayan hormonlar vardir. Bunlardan en 6nemlileri; kan sekerinin yiikselmesini

onleyen instilin ve kan sekerinin diismesini 6nleyen glukagon hormonlaridir.

3. Deneysel Calismalar
Deney 3.1. Siitte Laktoz Miktarinin Titrimetrik Tayini

Deneyin prensibi: Laktozun yar1 asetal grubunun bazik ortamda Cu*?yi indirgemesi sonucunda
olusan CuOHin potasyum siilfosiyaniir (KSCN) ile reaksiyona girerek bakir siilfosiyaniir

(CuSCN) halinde beyaz bir ¢okelek vermesi esasina dayanuir.
Laktoz + Cu? — CuOH + pB-D-Glikoz + -D-Galaktoz
CuOH+KSCN — KOH +CuSCN Vv

Deneyin yapilisi:

I.Asama: Siitten kazeinin ¢oktiirtilmesi

(1) Bir deney tiiptine 2 mL siit, 1 mL %10’luk sodyum tungstat, 1 mL 0.7 N H2SO4 konulur ve
5 dakika beklenir.

(2) Cozeltinin {izerine 16 mL saf su ilave edilerek toplam hacim 20 mL’ye tamamlanuir.

(3) Cozelti berrak bir siiziintii elde edilinceye kadar stiziiliir, ¢okelek ayrilir ve stizlintii biirete

doldurulur.

II. Asama: Laktozun miktar tayini

(1) Bir erlene 5 mL kantitatif benedikt reaktifi konulur ve iizerine bir spatiil ucu Na2CO:s ilave
edilir.

(2) Cozelti NaxCOs ¢oziiniinceye kadar isitilir. Cozelti kaynamaya baslayinca biiretteki
stiziintii damla damla ilave edilir (Titrasyon siiresince ¢ozeltinin calkalanmasi ve

kaynatilmasi gerekmektedir).

(3) Beyaz cokelek olusuncaya kadar titrasyona devam edilir. Cokelek olustuktan sonra

harcanan siiziintii miktar: biiretten okunarak kaydedilir.

Yapilan ¢alismada;
Na:COs, ortamin yeterince bazik olmasini saglamaktadir.

Sodyum sitrat, olusan CuOH'i ¢ozeltide ¢dziinmiis halde tutmaktadir.
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Ferrosiyaniir, indirgenme reaksiyonu sonucunda olusacak bakir oksitin ¢okmesini 6nler.

Potasyum siilfosiyaniir, Cu* katyonunu baglayarak titrasyon sonucunu gostermektedir.

Hesaplama: 5 mL kantitatif benedikt reaktifine esdeger laktoz miktar1 13.4 mg’dur.

%g laktoz = [13.4x100x seyreltme faktorii |/ [titrasyonda harcanan siiziintii (mL)x 1000]

Cozeltiler:
Kantitatif benedikt ¢6zeltisi

A ¢ozeltisi: 10 g susuz Na2COs, 20 g sodyum sitrat, 12.5 g potasyum siilfosiyantir 60 mL saf suda

sitilarak ¢oziiliir. Cozelti soguduktan sonra siiziiliir.

B cozeltisi: 1.8 g bakarsiilfat 10 mL saf suda ¢oziiliir, 0.5 mL %5’lik potasyum ferrosiyaniir ¢ozeltisi

ilave edilir.
A ve B ¢ozeltileri birlestirilir ve saf su ile hacmi 100 mL’ye tamamlanur.
%10’luk sodyum tungstat ¢ozeltisi: 10 g sodyum tungstat 100 mL saf suda ¢oziiliir.

0.7 N H2504: 400-500 mL saf su bulunan balon jojeye 19 mL derisik H2SO4 yavas yavas ilave edilir

ve toplam hacim 1 L’ye tamamlanur.

Deney 3.2. Siitte Laktoz Miktarinin Spektrofotometrik Tayini
Deneyin yapilisi:

(1) 250 pL stite, 500 pL sodyum tungstat ve hafifce calkalayarak 500 puL 0.7 N H250s ¢ozeltisi

eklenir. Damitik su ile hacim 25 mL’ye tamamlanur, 5 dk bekletilir ve siiziiliir.

(2) Ornek, standart ve kor tiipler asagidaki tabloya gore hazirlanr.

Cozeltiler / mL Ornek Standart Kor
Siiziinti 0.5 - -
Laktoz standarti - 1 -
Damitik su 0.5 - 1



Bakir ayiraci 1 1 1

Tiipler 8 dk kaynar su banyosunda bekletilir ve ardindan
sogutulur

Fosfomolibdik asit 2 2 2

Tiipler 10 dk oda sicakliginda bekletilir (Bu asamada gaz
cikisi tamamlayincaya kadar tiipler ¢alkalanir).

630 nm’de Ornek ve standartin absorbanslar: okunur

(3) Stitteki seker miktar1 asagidaki formiile gore hesaplanr.
% Laktoz =[ Ornegin absorbansi / Standartin absorbansi] x 100
Cozeltiler

0.7 N H2504 ¢ozeltisi: 40-50 mL saf su bulunan balon jojeye 1.9 mL derisik H2SO4 yavas yavas ilave

edilir ve toplam hacim 100 mL’ye tamamlanur.

Bakir ayiraci: 40 g sodyum karbonat (Na2COs) 400 mL suda ¢oziiliir. 7.5 g tartarik asit ve 4.5 g

CuSO04.5H20 eklenerek karigtirilir. Hacim 1 L’ye tamamlanir.

%0.2'lik benzoik asit ¢ozeltisi: 0.2 g benzoik asit alinarak saf su ile 100 mL’ye tamamlanur.
%1’lik laktoz ¢bzeltisi: 1 g laktoz alinarak saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Standart laktoz ¢ozeltisi: 1.5 mL %1’lik laktoz ¢6zeltisi 50 mL %0.2’lik benzoik asit ile tamamlanir.
%10’luk NaOH ¢ozeltisi: 10 g NaOH/ 100 mL saf su

Fosfomolibdik asit ¢ozeltisi: 3.5 g molibdik asit, 0.5 g sodyum tungstat, 20 mL %10’luk NaOH
molidbik asitin igindeki amonyagin hepsi ¢ikincaya kadar (20-40 dk) kaynatilir. 12.5 mL %85lik

fosforik asit eklenerek hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlanir.

Deney 3.3. Kanda Seker Miktarinin Tayini (Folin-Wu Metodu)

Deneyin prensibi: Proteini uzaklastirilmis siiziintii igindeki glikozun bakir siilfat1 (Cu*?)
indirgeyerek bakir oksit (Cu20) haline dontistiirmesi, olusan bakir oksitin fosfomolibdik asiti
indirgeyip tekrar Cu?"ye doniiserek mavi renkli bir ¢6zeltinin meydana gelmesi esasina dayanur.

Mavi rengin siddeti ¢ozeltide bulunan glikoz miktar: ile dogru orantilidir. Bu renkli ¢ozeltinin



optik yogunlugu (OD) spektrofotometre ile olgiiliir. Kalibrasyon grafigi ¢izilerek okunan OD

degerine karsilik gelen ‘mg glikoz” miktar1 bulunur.
2Cu* + Glikoz — Glukonik asit + Cu20 ¥ (Kiremit kirmizisi)
2Cu* +Mo* — Mo*? +2Cu*? ( Mavi renkli ¢ozelti)
Deneyin yapilist:

I. Asama: Proteinsiz kan siiziintiistiniin hazirlanmasi

Cozeltiler / mL Kor Numune
Saf su 4 3.5
Serum - 0.5
0.7 N H2S04 0.5 0.5
%10 Sodyum tungstat 0.5 0.5

Tiipler galkanir, 5 dk oda sicakliginda bekletilir ve siiziiliir

II. Asama: Indirgenme ve renk reaksiyonu

2 adet Folin-Wu tiipii alinarak asagidaki sekilde calisilir. Isitma ve bekletme islemlerinde

tiiplerin agz1 alimiinyum folyo ile sarilmalidir ! (Folin Wu tiipii kullanilmasinin sebebini tartisiniz)

Cozeltiler / mL Kor Numune
Kor siiziintii 1 -
Numune siiziintiisii - 1
Bakir ayiraci 1 1

Tiipler, 8 dk kaynar su banyosunda bekletilir ve sogutulur

Fosfomolibdik asit 1 1

Tiipler, 5 dk kaynar su banyosunda tutulur ve

musluk suyu altinda sogutulur

Saf su 9.5 9.5




Tiipler, 10 dk oda sicakliginda bekletilir

420 nm’de optik yogunluk ol¢timii yapilir

Standart kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi: 4 adet Folin-Wu tiipii almir ve asagidaki

tabloya gore standart calisma yapilir. Isitma ve bekletme islemlerinde tiiplerin agzi alimiinyum

folyo ile sarilmalidir !

Cozeltiler / mL 1 2 3 4
St glikoz ¢ozeltisi 0.25 0.50 0.75 1
Saf su 0.75 0.50 0.25 -
Bakar ayirac1 1 1 1 1

Tiipler, 8 dk kaynar su banyosunda bekletilir ve sogutulur

Fosfomolibdik asit 1 1 1 1

Tiipler, 5 dk kaynar su banyosunda tutulur

Saf su 9.5 9.5 9.5 9.5

Tiipler, 10 dk oda sicakliginda bekletilir

420 nm’de kore kars1 optik yogunluk dlciimii yapilir

Standart kalibrasyon grafiginden yararlanarak numunede bulunan glikoz miktar1 %mg

glikoz (mg glikoz/100 mL kan) olarak hesaplanir.
Cozeltiler:

Benzoik asit ¢ozeltisi (%0.25): 0.625 g benzoik asit 250 mL saf suda ¢oziiliir, kaynatilir ve

sogutulur. Buharlagsma ile kaybolan kisim saf su ile tamamlanur.

Stok glikoz ¢dzeltisi (10 mg/mL): 1 g saf susuz glikoz 5 mL %0.25’lik benzoik asit ¢ozeltisinde

¢oziiliir ve bu ¢ozelti ile hacmi 100 mL’ye tamamlanir.

Standart glikoz ¢6zeltisi (0.2 mg/mL): 50 mL %0.25’lik benzoik asit ¢ozeltisinin {izerine stok glikoz
¢ozeltisinden 2 mL ilave edilir, karistirilir ve daha sonra toplam hacim benzoik asit ¢ozeltisi ile 100

mL’ye tamamlanur.
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